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研究成果の概要（和文）：卵巣癌においてもSIRT1発現の増強が認められ、高発現症例では予後不良であった。
抗がん剤による細胞障害性ストレスはSIRT1発現を増強させ、SIRT1発現抑制は抗がん剤耐性を減弱させ、SIRT1
強制高発現は増強したことから、SIRT1はこれらの細胞障害性ストレスに対し、細胞の生存能を増強すると考え
られた。SIRT1は軟寒天培地での足場非依存性コロニー形成促進、Nanogなどの幹細胞性遺伝子発現を増強し、幹
細胞性維持に作用すると考えられ、この作用が生存能増強にも作用する可能性が考えられた。SIRT1阻害剤EX527
はSIRT1による軟寒天コロニー形成を相殺し、シスプラチンの抗腫瘍効果を増強した。

研究成果の概要（英文）：SIRT1 expression was enhanced in ovarian cancer tissues and the patients 
with strong expression of SIRT1 showed a poor prognosis. Cytotoxic stress caused by anticancer drugs
 and hydrogen peroxide enhanced the SIRT1 expression, suppression of SIRT1 expression attenuated the
 resistance against anticancer agents and forced-expression of SIRT1 enhanced that. Thus, SIRT1 may 
enhance the cell viability against cytotoxic stress such as anticancer drugs. SIRT1 promoted 
anchorage-independent colonization in soft agar and enhanced the expression of stemness-related 
genes such as Nanog. Thus, SIRT1 may act on stem cell maintenance and this function may also be 
involved in enhancing cell viability by SIRT1. The SIRT1 inhibitor, EX527, canceled the 
anchorage-independent colonization promoted by SIRT1 and enhanced the antitumor effect of cisplatin.

研究分野：産婦人科学、婦人科腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 子宮内膜癌は、本邦で急速に増加しており、
エストロゲンや肥満との関連が指摘されて
いるが、依然として不明な点が多い。また、
子宮内膜癌に対する分子標的薬剤は本研究
開始時には存在せず、あらたな癌発生や病態
の解明が急務である。そこで我々は新たな分
子機構として、長寿遺伝子として近年注目さ
れている SIRT1に着眼した。SIRT1は NAD
依存性ヒストン脱アセチル化酵素であり、カ
ロリー制限や様々なストレスによって活性
化され、メタボリックシンドロームとの関連
が注目されている。また、活性化した SIRT1
は DNA 修復、アポトーシス抑制等の作用に
より細胞を保護し、寿命を延長させると言わ
れている。（Vaziri H. et al., 2001.Cell.）この
ような SIRT1 の作用は、癌細胞の生存にも
有利に働く可能性がある。実際、いくつかの
癌種で SIRT1 の高発現が報告されており
(Huffman D.M., et al. 2007.Cancer Res.)、
これらの癌細胞において SIRT1 が重要な役
割を担っている可能性がある。さらに SIRT1
阻害薬は既にいくつか開発されており、中で
も EX527は SIRT1と NADの結合を阻害す
る選択性の高い SIRT1 阻害薬である。 
( Napper A.D., et al. 2005. J. Med. Chem.) 
我々はこれまでに SIRT1 とその阻害薬の
機能について子宮内膜癌において以下のこ
とを見出している。（Asaka R., et al. 2015. 
Lab Invest.） 
① SIRT1 蛋白は正常組織よりも癌組織で
発現が高く、高発現例では全生存期間が
有意に短縮する。 

② 増殖能は SIRT1 過剰発現で亢進し、
SIRT1阻害薬で低下する。 

③ SIRT1 の増殖能亢進効果は PI3K 阻害
薬,MEK阻害薬で打ち消される。 

④ 抗癌剤投与後再発癌組織では SIRT1 蛋
白発現が上昇している。 

⑤ SIRT1 蛋白、mRNA の発現は低酸素、
酸化ストレス、紫外線照射、抗癌剤暴露
により上昇する。 

⑥ 抗癌剤耐性は SIRT1 抑制で減弱し、
SIRT1過剰発現で増強する。 

⑦ SIRT1 抑制は p53 発現を増強し、アポ
トーシスを促進する。 

⑧ SIRT1阻害薬は in vivoで SIRT１高発
現の細胞株に対し抗腫瘍効果を示す。 
以上の我々の知見から SIRT1の子宮内膜癌
における作用として図 1のような機序が示唆
された。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をふまえて、本研究では子宮内
膜症や子宮内膜癌、卵巣癌などの婦人科疾患、
婦人科癌での SIRT1 が細胞生存や抗癌剤耐
性に果たす機能の更なる追求と、SIRT1阻害
薬の分子標的薬剤としての有用性について
検討することを目的とする。現在、子宮内膜
癌の分子標的治療薬として mTOR 阻害剤も

検討されているが、SIRT1はその上流を制御
している可能性があり、SIRT1阻害薬はより
高い抗腫瘍効果を持つ可能性がある。 
 
図 1：我々の研究で示唆された子宮内膜癌で

の SIRT1 の作用経路の模式図。SIRT1 によ
り増殖能が亢進し、アポトーシスが抑制され、
抗癌剤耐性が増強する。 
 
３．研究の方法 
①子宮内膜癌で認められたSIRT1高発現が癌
種特異的である可能性があるため、正常卵巣
16 例、卵巣子宮内膜症（OEM）35 例、卵巣癌
68 例（類内膜癌 16 例、明細胞癌 20 例、粘液
性癌 16 例、漿液性癌 16 例）の摘出ホルマリ
ン固定組織検体を用いて抗SIRT1抗体による
免疫組織染色を行った。染色強度（0=染色な
し、1=弱陽性、2=強陽性）と染色範囲（1= 25%
未満、2=26-50%、3=51-75%、4=76%以上）を
定量し、両者を乗ずることにより免疫染色ス
コア（0-8）を算出した。スコア 0-5 の群を
低 SIRT1 群、スコア 6-8 の群を高 SIRT1 群と
し、両者の予後について検討した。また、組
織型ごとの SIRT1 発現の検討を行った。 
②不死化卵巣表層上皮細胞OSE7Eおよび卵巣
癌細胞株 11 株（TOV112D, ES2, RMG1, TOV12G, 
A2780CDDp, A2780, SKOV-3, CAOV-3, OVCAR-3, 
IGROV-1, PA-1）に対し、ウエスタンブロッ
ト法、real-time RT-PCR 法により SIRT1 発現
を検討した。 
③ES2 細胞をシスプラチン（CDDP）もしくは
過酸化水素添加下に培養し、SIRT1 mRNA 発現
を real time RT-PCR 法で検討した。 
④RMG1、A2780CDDP、TOV21G、ES2 細胞に対し
shRNA 法で SIRT1 発現を抑制、SIRT1 cDNA 遺
伝子導入で SIRT1 を強制発現させ、増殖能の
変化と CDDP、パクリタキセルに対する耐性の
変化を検討した。またアポトーシスした細胞
の差を検討した。 
⑤ES2 細胞株に SIRT1 を強制発現させた
ES2-SIRT1 細胞株を作成し、ソフトアガー培
地にてコロニー形成能の変化を検討し、マト
リゲルを用いて浸潤能の変化を検討した。ま
た、両者の幹細胞関連遺伝子（Oct4, Nanog, 
Lin28, Sox2, Smo, Bmi-1）の mRNA 発現量を
検討した。 
⑥ 子宮内膜癌細胞株（ HHUA,ISHIKAWA, 
HEC151）細胞を使用し、選択的 SIRT1 阻害薬
である EX527 と CDDP の併用による相乗効果
の検討を行った。 
 



４．研究成果 
①卵巣癌組織型による SIRT1 染色スコア（図
2）では漿液性癌を除く組織型でいずれも正
常卵巣上皮よりも有意に上昇した。（P<0.05）
また、OEM において癌を伴う場合に正常卵巣
上皮に比べて有意にスコアが上昇した
（P<0.01）。高 SIRT1 群と低 SIRT1 群では高
SIRT1群で有意に全生存率が低下した。（図3、
A）この結果は SIRT1 発現の比較的低い漿液
性癌を除いた場合（図 3、B）においても同様
であった。 

図 2:卵巣正常上皮、子宮内膜症、卵巣癌にお
ける SIRT1 染色スコア(David MH., et al. 
2017. App Immunohistochem Mol Morphol.) 
 

図 3:卵巣癌における SIRT1 発現と累積全生
存率（Kaplan-Meier 法）。A:全症例、B:漿液
性癌を除いた症例。(David MH., et al. 2017. 
App Immunohistochem Mol Morphol.) 
 
②OSE7E及び卵巣癌細胞株でのSIRT1発現（図
4）ではすべての卵巣癌細胞株が OSE7E に比
べて蛋白、mRNA ともに発現が上昇していた。
このうち比較的発現の低い ES2、TOV21G、発
現の高い RMG1、A2780CDDP をこの後の検討に
使用した。 

図 4：不死化卵巣表層上皮細胞 OSE7E および
卵巣癌細胞株における SIRT1 発現。(David 
MH., et al. 2017. Transl Oncol.) 
 
③卵巣明細胞癌細胞株 ES2 に対して CDDP、過
酸化水素を添加して培養を行い、SIRT1 mRNA
発現変化を時間、濃度で検討した結果、両者
ともに濃度、時間依存的に SIRT1 mRNA の発
現量が上昇した（図 5）。細胞障害性ストレス
によりSIRT1が誘導されることが示唆された。 

図 5：ES2 細胞での CDDP、過酸化水素添加に
よる SIRT1 mRNA の発現の変化。 (David MH., 
et al. 2017. Transl Oncol.) 
 
④RMG1、A2780CDDP、TOV21G、ES2 細胞に対し
shRNA にて SIRT1 発現を抑制、SIRT1 cDNA を
遺伝子導入し、SIRT1 を強制発現させ、増殖
能の変化をWST-1アッセイで検討した（図６）。
いずれの細胞株でもSIRT1抑制で増殖抑制さ
れたが、SIRT１強制発現では増殖に差はみら
れなかった。 
 一方、抗がん剤 CDDP、パクリタキセルに対
する耐性は、SIRT1 抑制で低下し、強制発現
で増強した（図 7）。 
ES2,AA2780CDDP において SIRT1 抑制で
CDDP 投与によるアポトーシス細胞が増加し、
強制発現で減少する傾向にあった（図８）。 
これらのことから、SIRT1 はアポトーシス
を抑制し、抗がん剤耐性を増強すると考えら
れた。 
 

図６：各細胞株での SIRT1 発現抑制での増殖
能の変化。WST-1アッセイ。(David MH., et al. 
2017. Transl Oncol.) 
 

図７：各細胞株での SIRT1 発現抑制、強制発
現での CDDP、パクリタキセルに対する耐性の
変化。WST-1 アッセイ。(David MH., et al. 
2017. Transl Oncol.) 
 
 



図８：ES2、A278CDDP 細胞における CDDP 投与
下でのアポトーシス細胞の割合。(David MH., 
et al. 2017. Transl Oncol.) 
 
⑤SIRT1 が癌幹細胞性に与える影響について
検討した。ES2細胞でSIRT1強制発現により、
軟寒天培地での足場非依存性コロニー形成
は増加し、SIRT1 阻害薬添加でこの効果は減
弱した（図 9）。 
次に SIRT1 強制発現 ES2 細胞では対照 ES2
細胞に比較して、幹細胞性を示す Nanog, 
LIN28, Sox2, smo, Bmi-1 の mRNA のレベルの
上昇がみられた（図１０）。 
これらの結果から、SIRT1 は癌幹細胞性維
持に作用している可能性が考えられ、このこ
とが抗がん剤耐性増強にも作用している可
能性が考えられた。 
 

図９：ソフトアガー培地を使用したコロニー
形成能の検討(David MH., et al. 2017. 
Transl Oncol.) 
 

図１０： SIRT1 強制発現 ES2 細胞における幹
細胞性遺伝子発現の変化。qRT-PCR 法。(David 
MH., et al. 2017. Transl Oncol.) 
 
⑥子宮内膜癌細胞株 ISHIKAWA,HHUA,HEC151
細胞で CDDP と SIRT１阻害薬の併用効果につ
き検討した（図１１）。CDDP2.5uM 投与し、そ
れぞれコントロールとして DMFA と、EX527 
10µMを投与した。結果すべての細胞株でCDDP
単剤よりも EX527 併用で、抗腫瘍効果の増強
を認めた。EX527 は細胞障害性の薬剤との併
用で相乗効果が期待できると考えられた。 
 
 以上をまとめると、 
① 卵巣癌においても SIRT1 発現の増強が認
められ、高発現症例では予後不良であっ
た。 
② SIRT1 はアポトーシスを抑制して抗がん
剤耐性を増強するが、その作用には、
SIRT1 による癌幹細胞性維持機構が作用
している可能性が考えられた。 

③ SIRT1阻害剤 EX527は CDDPの抗腫瘍効果
を増強する可能性が考えられた。 
 

図１１：シスプラチン 2.5µM と EX52710µM の
併用効果の検討。WST-1 アッセイ 
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