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研究成果の概要（和文）：我々は、難治性卵巣癌である卵巣明細胞癌における、HIF-1の非機能化を通じた新規
抗腫瘍薬の開発を目的に検討を行ってきた。その中でキク科のマリアアザミの抽出物であるSlibinin(SLB)に着
目し検討したところ、SLBにより癌原遺伝子であるEIF4EおよびRPS6が大きく減少しており、SLBがHIF-1αのタン
パクの合成を抑制させることによりHIF-1を非機能化していることが明らかとなった。併せて、SLBはアポトーシ
スによる細胞死を誘導させていることから、今後さらにHIF-1の非機能化を通じた治療法の開発としてSLBによる
休眠療法による難治性明細胞癌のQOL改善を目指していきたい。

研究成果の概要（英文）：We have been studying for the development of novel antitumor agents through 
the defunctionalization of HIF-1 in ovarian clear cell carcinoma, which is a kind of refractory 
ovarian cancer. Among them, we focused on Silibinin(SLB), which is an extract of the milk thistle of
 the family Asteraceae. We showed that SLB administration significantly reduces the proto-oncogenes 
EIF4E and RPS6 RNA in some clear cell carcinoma cell lines. To sum up, SLB defunctionalizes HIF-1 by
 suppressing HIF-1α protein synthesis.

研究分野： 婦人科腫瘍学・婦人科病理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回着目したHIF-1の非機能化させたSilibinin(SLB)は既に、ドイツにおいてレガロンと呼ばれる肝機能障害の
治療薬として長年使用されてきたこと、さらに重篤な副作用が認められないことから、本薬剤の抗腫瘍効果が明
らかになったことで、より患者のQOL改善に寄与できるものと思われた。またSLBは肝機能障害の抑制の観点か
ら、既存の抗癌剤との組み合わせによる副作用を軽減させることも期待できる。また経口剤での内服が可能であ
ることから、入院治療せず在宅での治療も可能であり、この点からもQOLの改善ができることから、今後臨床応
用を視野にさらに十分な検討を重ねていきたいと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
一般的に悪性腫瘍は、無秩序な増殖能を有することで自らをより低酸素な環境へと導き、こ

れに順応するために複雑な分子機構を発動しながら微小環境の恒常性を維持し、浸潤、転移性
に進展していくものと考えられている。低酸素環境下で機能する分子には多くの腫瘍において
共通性がある一方で、しばしば様々なシグナル伝達因子やホルモンの影響を受け、その微小環
境に即した個々の因子の発現が調節されていることが推察される。また、腫瘍の発生機序を鑑
みると同様の部位(発生母地)から発生をしながら、実際に病理学的には組織型や組織構築が異
なっている。これは、その発生に関与する様々な素因(遺伝子変異、ウイルス感染など)を通じ
発生し、構築された腫瘍が、さらに様々な微小環境形成因子の発現によって形づけられ、個々
の組織型を構築しているものと考えられる。悪性腫瘍の微小環境は血中の酸素やグルコースの
濃度、pH などにより特徴づけられており、腫瘍細胞の活発な増殖が微細な新生血管を惹起する
ものの、形成される血管が未熟かつ無秩序な形成をすることで、しばしば腫瘍には酸素不十分
な虚血領域が生じる。その結果として、悪性度の高い腫瘍では広範に出血や壊死(necrosis)を来
たしやすいものと考えられる。 
腫瘍の微小環境を維持するための中心的分子、さらに微小環境研究における中心的因子とし

ては 1992 年に Semenza らによって発見された「低酸素誘導因子 Hypoxia-Inducible 
Factor-1(HIF-1)」があまりにも有名である(Mol Cell Biol. 12: 5447-54, 1992)。これまでに HIF-1
はその名のとおり、細胞の低酸素環境に応じて、血管新生因子である Vascular Endothelial Growth 
factor (VEGF) やグルコースの能動輸送に関わる Glucose Transpotor-1 (GLUT-1)、あるいは赤血
球増生を促す Erythropoietin (EPO)などを誘導し個々の微小環境への適応を図っていることが報
告されている。ここ 10 年ほどで ”低酸素分子生物学” が急速に発展し、VEGF、GLUT-1、EPO
などを筆頭に数千種類の遺伝子が HIF-1 によって影響、惹起されることが報告されてきている
(Nat Rev Cancer. 3: 721-32, 2003)。これらの遺伝子は、プロモーター、エンハンサー領域に HIF-1
結合配列 Hypoxia Responsive Elements(HREs)を持っており、HIF-1 が Histone Deacetylase 7 
(HDAC7)・p300/CBP とユニットを形成し HREs に結合し転写を促している。HIF-1 は HIF-1α・
HIF-1β から構成され、HIF-1β は恒常的に核内に発現している。HIF-1α は酸素依存性に細胞質
に発現しており、通常の酸素濃度下では、E3 ユビキチンリガーゼが von Hippel Lindau タンパク
(pVHL)を介して結合することでユビキチン化が起こり、プロテアソームにより速やかに分解さ
れる。しかし一転して低酸素に陥ると、この分解経路が停止して細胞質に HIF-1αの蓄積が生
じ、速やかに核へ移行し、HIF-1β と結合することで HIF-1 を形成し種々の遺伝子誘導に働く。 
我々はこれまでに、上皮性卵巣癌において HIF-1α の発現は細胞質では概ね認められるものの、

核における発現は他の組織型に比して明細胞癌で有意に亢進していること、さらに活性型
HIF-1 は上皮性卵巣癌において、腫瘍径や腫瘍の大きさには相関せず、明細胞癌で有意に活性
化していることも報告してきている。また、明細胞癌における HIF-1α の制御機構について検討
したところ、明細胞癌では、PI3K- Akt-mTOR シグナル系が亢進しており、mTORC1 のリン酸
化は、HIF-1α mRNA の翻訳を通じ、HIF-1α の発現を亢進させていることも明らかにしている。 
さらにこれらの結果から、明細胞癌における mTORC1 のリン酸化の阻害を通じた HIF-1α の

制御に主眼を置き、検討を行ってきた。その結果、明細胞癌培養株において mTORC1 阻害剤
Rapamycin は HIF-1α ならびに VEGF を濃度依存的に抑制した。また、Rapamycin の誘導体であ
る Evelorimus を用いたところ、明細胞癌で、mTORC1 の阻害を通じた HIF-1 シグナルの抑制の
みならず、細胞周期を有意に停止させ、in vitro、in vivo において高い抗腫瘍効果を示した。さ
らに治療への応用として明細胞癌においては Everolimus とプラチナ系抗癌剤の併用が最も高い
抗腫瘍効果を得ることを証明した()。一方で、予後因子としての解析から、HIF-1α の核陽性所
見と mTORC1 のリン酸化が著明な症例は予後不良であることも報告している。これらの結果は、
Japanese Gynecologic Oncology Group (JGOG:日本婦人科悪性腫瘍機構)でも、明細胞癌の新規治
療法として高い評価を受け、JGOG3021 試験(EVEROCC Trial)として『再発・再燃卵巣明細胞腺
癌に対する mTOR 阻害剤の第 II 相臨床試験』を計画し、申請者も TR 部門委員として、これま
での経験をもとに mTOR 阻害剤の有効なバイオマーカーの探索などに尽力してきたが、残念な
がら諸般の事情で現在試験は中止となっている。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでに本邦にて発生率が高く予後不良な卵巣明細胞癌において腫瘍の微小環境

を制御するマスター因子である低酸素誘導因子 Hypoxia Inducible Factor-1(HIF-1)が高発現かつ
高活性化をしていることを報告してきていることから、HIF-1 の阻害を通じた、腫瘍選択的な
HIF-1 活性化抑制薬剤の開発を目指す。一方で、HIF-1 は、腫瘍増殖のみならず生体の恒常性維
持にも関わる重要な因子であることから、これまでに開発された薬剤は有害事象が多く、臨床
応用できず、エフェクター因子をターゲットとしたシグナル伝達系阻害薬などが検討されたき
た。そこで、有害事象をより少ない形で HIF-1 を抑制させることは本因子重要性を鑑みると非
常に重要である。近年、肝機能障害の治療薬でもある Silibinin(SLB)に HIF-1 を抑制させること
が報告されてきており、卵巣癌における効果について興味がもたれた。そこで本研究では癌の
微小環境即ち HIF-1 をターゲットとしたより有害事象の少ない薬剤の開発を目的としている。 
これまでに HIF-1 活性化阻害剤としての抗腫瘍薬剤候補の検討において、興味深いことにキ

ク科のマリアアザミ(ミルクシスル)に含まれるシリビニンに、HIF-1 の活性を抑制し下流のエフ



ェクター因子の抑制をできることが明らかになった。さらにシリビニンは PI3K-Akt-mTOR シ
グナル伝達系をも阻害するなど、複数の機序で癌細胞のワールブルグ効果を発揮すると報告さ
れている(Oncogene. 28: 313-24, 2009)。さらにシリビニンは、既にドイツにおいて 30 年前から
『レガロン』と呼ばれる肝炎や肝硬変の治療薬として使用されてきており、安全性が担保され
ている。 

 
３．研究の方法 
各種上皮性卵巣癌株 5 種を用いて明細胞癌において SLB の HIF-1 抑制機構の解明ならびにそ

の効果について下記の分子生物学的手法を用いて検討した。 
・LDH 測定による SLB の細胞障害性試験 
・MTS assay による細胞生存性試験 
・DNA マイクロアレイを用いた SLB による HIF-1 関連遺伝子の動態変化の解析 
・SLB による HIF-1α タンパクの発現変化の解析 
 
４．研究成果 
【結果】 
・ 細胞障害性試験を行ったところ、卵巣癌細胞株ではいずれも LDH 放出量はコントロール群

に比して、1 割程度であったことから、SLB の細胞障害性は少なかった。 
・ MTS Assay を行ったところ、SLB を 100～200µM 投与することで細胞の生存率が大幅に減

少することを認めた。 
・ DNA マイクロアレイの結果から、SLB が HIF-1 のエフェクター因子に与える影響を解析し

たところ、mTOR pathway において HIF-1α mRNA の翻訳を促進する EIF4E と RPS6 で大幅
な減少を認めた。 

・ SLB 投与後 4 時間で有意に HIF-1α タンパクの発現抑制を認めた。 
【考察】 

SLB により EIF4E および RPS6 が大きく減少していたことから、SLB は HIF-1α の遺伝子レ
ベルではなく、タンパクの合成を抑制させることが強く示唆された。既に、EIF4E は癌原遺伝
子として腫瘍の形成に関連していることが報告されてきており、SLB はこれらの因子により
HIF-1 をコントロールできることが推察された。また、今回の検討の中で SLB は、HIF-1α を過
剰発現させていても強く抑制できることが確認できたことから、SLB が HIF-1 の抑制に非常に
効果的であることが示唆された。SLB はアポトーシスによる細胞死を誘導することが既に報告
されており、SLB によるアポトーシスの誘導も抗腫瘍効果の一部であることも考えられた。卵
巣明細胞癌では ARID1A の変異が他の組織型に比して、高確率でみられること癌化を抑制する
機構が欠失していることが予後不良の一因と考えられてきたが、SLB 投与による ARID1A 変異
株でもその有効性が認められたことから ARID1A 変異患者での有効性も期待できた。今後さら
にHIF-1 の非機能化を通じた治療法の開発として SLB などのフラボノイド系による休眠療法の
開発を通じた、QOL 改善を目指していきたい。 
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