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研究成果の概要（和文）：卵巣明細胞腺癌細胞株にPI3K/mTOR同時阻害薬を添加し、濃度依存性に抗腫瘍効果を
示すこと及び増殖シグナルを抑制することを確認した。また卵巣明細胞腺癌細胞株のうちTP53変異を有する細胞
株ではTP53変異を有さない細胞株に比べ同薬剤が高率にアポトーシスを引き起こすことを示した。TP53変異の有
無がPI3K/mTOR同時阻害剤を卵巣明細胞腺癌に用いる際のバイオマーカーとなる可能性がある。さらに他の分子
標的薬や抗癌剤との併用でより効率的にアポトーシスを起こすことが可能か検討しており、MDM2阻害薬やMEK阻
害剤が有力な候補と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We confirmed that a PI3K / mTOR inhibitor suppressed the growth signal and 
showed the antitumor effect in a concentration-dependent manner in ovarian clear cell adenocarcinoma
 cell line. In addition, the the PI3K/mTOR inhibitor leaded apoptosis in ovarian clear cell 
adenocarcinoma cell lines with wild type TP53  more effectively than that with TP53 mutation. The 
absence of TP53 mutation may be a promising biomarker for using PI3K / mTOR inhibitors for patients 
with ovarian clear cell adenocarcinoma. We are investigating whether combination with PI3K/mTOR 
inhibitor and other molecular target drugs or anticancer drugs can induce more efficient apoptosis, 
and MDM 2 inhibitors and MEK inhibitors are considered to be promising candidates.

研究分野：分子標的薬
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１． 研究開始当初の背景 
 

卵巣癌は女性の癌として 8番目に罹患率が高
く、7 番目に致死率が高い。特に、卵巣明細
胞腺癌は、卵巣癌における死亡者例が 2番目
に多い組織型であり、その発症頻度は欧米で
は 5-10％と低頻度であるのに対し、日本では
卵巣癌の約 24%と高頻度に認められる。卵巣
明細胞腺癌は卵巣内膜症性嚢胞を発生母地
として多段階的に発癌すると考えられてお
り、上皮性卵巣癌の標準治療であるプラチナ
製剤を用いた化学療法に抵抗性を示す症例
が多く、予後不良とされている。また出産年
齢の高齢化・子宮内膜症の増加とともに、今
後さらに卵巣明細胞腺癌の罹患率・死亡者数
が増加していくと懸念されている。抗癌剤は
主として細胞分裂する過程に働くため、細胞
増殖速度が緩徐である卵巣明細胞腺癌では
抗癌剤による細胞死が生じにくいと考えら
れている。以上より、既存の抗癌剤治療とは
異なった機序で、細胞死を誘導できるような
新規治療法の開発が急務である。 

 
近年遺伝子解析技術が進歩してきているが、
欧米を中心とした卵巣癌における網羅的な
ゲノム解析や分子標的薬を用いた臨床試験
は、欧米で頻度の高い漿液性腺癌を中心とし
たものが大半を占めており、卵巣明細胞腺癌
に対する新規治療法の研究は我が国主導で
進めていく必要性がある。また、遺伝子変異
プロファイルが、明細胞腺癌と漿液性腺癌と
で大きく異なることからも、卵巣明細胞腺癌
独自の治療法の開発が求められる。申請者ら
は今までに、子宮体癌などで PI3K/mTOR経
路の活性化が高頻度であることを明らかと
し、PI3K/mTOR経路阻害剤が抗腫瘍効果を
示すことを報告してきた（Oda K et al. Can 
Res 2005）（Oda K et al. Can Res 2008）
(Shoji K et al. PLoS One 2012) (Ikeda et al. 
Oncol Rep, 2013) (Kashiyama T et al. PLoS 
One 2014)。 
また、申請者らはすでに卵巣明細胞腺癌 75
症例について、全エクソンシークエンスによ
る遺伝子変異解析、SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism)タイピングアレイによる染
色体コピー数解析、およびマイクロアレイに
よる発現解析を施行しており、臨床データと
の意義づけを行ってきた。これにより、
PI3K/mTOR 経路を活性化する因子として、
卵巣明細胞腺癌では PIK3CA 変異が 50%以
上で認められるほか、KRASをはじめとして
他の因子の変異も存在していることを見出
すとともに、がん抑制遺伝子 TP53変異率は
10％以下と低く、TP53経路が 90％以上の症

例で保持されていることが明らかとなった。 
PI3K/mTOR シグナル経路はタンパク合成、
細胞増殖、アポトーシス制御といった、腫瘍
の増殖・生存における様々なシグナルに関わ
っている。本経路の阻害薬が抗腫瘍効果を示
すことは種々の癌腫で報告され、臨床試験も
進められているが、静細胞的な効果が主であ
り、殺細胞的な効果は弱いとされていた。申
請者らは、TP53 変異を有さない卵巣明細胞
腺癌細胞株では、 PI3K/mTOR 阻害剤
DS-7423により、TP53依存性にアポトーシ
スが誘導されることを報告した(Kashiyama 
T et al. PLoS One 2014)。TP53は AKTの下
流分子である MDM2 によって分解され、そ
の機能を抑制されるが、PI3K/mTOR阻害剤
により MDM2 のリン酸化が抑制されると、
TP53 が活性化され、アポトーシスが促進さ
れる可能性がある。卵巣明細胞腺癌では先に
述べた通りTP53の変異率が 10%と低いため
PI3K/ｍTOR阻害剤が TP53依存性アポトー
シスを効率的に起こすことができれば、有力
な治療選択肢の１つになりうると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、抗癌剤耐性を示し予後不良
とされる卵巣明細胞腺癌における新規治療
標的となる候補分子やシグナル伝達経路を
明らかにすることで、新規分子標的治療薬を
探索する事である。 
具体的には、 
①PI3K/mTOR経路阻害薬によるアポトーシ
ス誘導効果の解析 
②アポトーシス誘導のkeyとなる分子の同定 
③アポトーシスをより効率的に誘導する分
子標的薬併用療法の探索 
④従来の抗癌剤との併用によるアポトーシ
ス誘導効果への影響の解析 
 
３．研究の方法 
 
①卵巣明細胞腺癌細胞株にPI3K/mTOR同時阻
害剤(DS-7423)を添加し Flowcytometry 解析
（FACS）を行いて sub-G1（細胞死）の比率を
算出し、G1, G2/M 期における細胞周期停止と
あわせて評価する。さらに、Annexin V 及び
TUNEL 法を用いて、アポトーシス細胞を検出
する。 
 
②PI3K/同時阻害剤を添加した細胞株から抽
出したタンパクを用いWestern  blotting法
で PI3K-AKT 下流分子のリン酸化レベルを評
価する。特に細胞生存に関わるFOXO及びTP53
依存性アポトーシスに関わる分子（TP53AIP1, 
PUMA, NOXA など）、ミトコンドリア依存性ア
ポトーシスに関わる分子（ Bim, BAD, 
Survivin, bcl-2 など）のうちアポトーシス
誘導される株で特異的に動く分子を探索す
る。 



 
③上記で抽出された分子に対し RT-PCR 法を
用い PI3K/ｍTOR 同時阻害剤による遺伝子発
現レベルの変化の確認を行う。 
 
④抗アポトーシスに関わる遺伝子群につい
て、siRNA を導入し、PI3K/mTOR 同時阻害剤
によるアポトーシス誘導が抑制されるか否
かを確認する。またアポトーシスに関わる遺
伝子に変異を有する細胞株にプラスミドを
用いて遺伝子導入し、PI3K/ｍTOR 同時阻害剤
投与後に Luciferase 活性を測定することに
より、アポトーシスに関わる経路が活性化し
ているかを検討する。 
 
⑤卵巣明細胞腺癌細胞株を移植したヌード
マウスに PI3K/ｍTOR 同時阻害剤を投与し腫
瘍縮小効果を確認する。 
 
⑥アポトーシス誘導に関与することが確認
できた分子を阻害する分子標的薬との併用
を行い、相乗効果または相加効果について検
討する。 
 
⑦抗癌剤との併用効果について検討する。同
時投与では併用効果が明らかにならない場
合には、時間差での投与での併用効果も検討
する。 
 
４．研究成果 
 
(1)PI3K/mTOR 同時阻害によるアポトーシス
誘導関連蛋白の同定 
卵巣明細胞腺癌細胞株に PI3K/ｍTOR 同時阻
害剤を添加しFlowcytometry解析を行ったと
ころ、TP53 変異を有さない細胞株では変異を
有する株よりも G1 期細胞が有意に多く、有
意にアポトーシス誘導率が高いことが判明
した。PI3K/ｍTOR 同時阻害剤を添加した細胞
株から抽出したタンパクを用いて Western 
blotting 法で PI3K-AKT 経路下流分子のリン
酸化レベルの評価を行ったところ、細胞生存
に関わる FOXO 及び TP53 依存性アポトーシス
に関わる分子である TP53AIP1, PUMA の誘導、
リン酸化を認めた。以上より TP53 変異の有
無が卵巣明細胞腺癌においてPI3K/mTOR同時
阻害薬によるアポトーシス誘導に関して重
要な役割を果たしている可能性が示唆され
た。 
 
（２）アポトーシスを誘導する新たな分子標
的治療の探索 
TP53変異を有さない細胞株にSiRNAを用いて
TP53ノックダウンを行ったうえでPI3K/mTOR
同時阻害剤を添加したところ、アポトーシス
誘導率は有意に低下した。また TP53 変異を
有する細胞株にプラスミドを用いて TP53 を
導入、 PI3K/mTOR 同時阻害剤添加後の
Luciferase 活性を測定したところ、TP53 導
入細胞で転写活性は増加した。 

 
（3）ヌードマウスでの抗腫瘍効果の検討 
卵巣明細胞腺癌細胞株を移植したヌードマ
ウスに PI3K/ｍTOR 同時阻害剤を投与したと
ころ濃度依存的に腫瘍縮小効果を示した。 
 
（4）他の分子標的薬との併用 
TP53 依存性アポトーシスに関与する分子で
ある MDM2 及び PI3K/ｍTOR 同時阻害剤添加に
より活性化する MAPK 経路の阻害剤について
併用効果を検討した。このうち、MDM2 阻害剤
と MEK1/2 阻害については Flowcytometry 法、
AnnexinⅤ、TUNEL 法を用いたアポトーシス誘
導の評価において相乗効果をもたらす可能
性が示唆された。 
 
(5)抗癌剤との併用効果 
シスプラチン、カルボプラチン、パクリタキ
説と PI3K/ｍTOR 阻害剤との併用療法では相
加効果は認めるものの、相乗効果は認められ
なかった。 
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