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研究成果の概要（和文）：ヒト遺伝子を標的としたshRNAライブラリーを安定発現するヒト卵巣癌細胞株を作成
した。この細胞株を用いて、発現抑制によりanoikis耐性に関与する遺伝子の同定に成功し、そのひとつ、ABHD2
について、機能実験を行い、シスプラチン耐性との関連を見出した。 また、発現抑制によりHoechst 33342の高
い排出能をもつSide Population細胞が増加する遺伝子を同定した。この遺伝子について、発現抑制株はスフィ
ア形成能などの幹細胞形質を獲得していることを機能実験で示した。

研究成果の概要（英文）：A library of 81 000 shRNAs targeting 15 000 human genes was stably 
transfected to ovarian cancer cell lines. By functional screening of these cancer cells, we screened
 genes that are responsible for anoikis resistance when down-regulated. One of the screened genes 
was ABHD2, which was fuctionally related to cisplatin resistance. Furthermore, we identified genes 
that increase Side Population cells when down-regulated. Side Population cells are defined as cells 
which have ability to efflux Hoechst 33342. Down-regulation of these genes were related to cancer 
stemness phenotype. 

研究分野：産婦人科

キーワード： 卵巣癌
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１．研究開始当初の背景 
 
卵巣がん患者は本邦で年々増加している。卵
巣がんはその解剖学的特徴から、腹膜播種に
より卵巣外へ進展することが多く、診断時に
はすでに広範囲の腹膜播種を有している症
例が多い。抗癌剤と手術を組み合わせた初回
治療で寛解した後、再発するときにも、腹膜
播種として再発することが多い。しかしなが
ら、卵巣がんの腹膜播種の分子生物学的メカ
ニズムについてはほとんどわかっておらず、
腹膜播種の責任分子を標的とした治療法も
存在しない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、包括的な in vivo 機能ゲノミク
ススクリーニングにより、卵巣がん腹膜播種
の責任分子の探索と評価を行うことを目的
とする。 卵巣がん腹膜播種のメカニズムを
解明し、新規分子標的療法の開発や、予後予
測マーカー、治療反応予測マーカーなどの同
定につなげる。 最終的には、予後不良の卵
巣がんの新規治療法を開発することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 
① In vivo での shRNA ライブラリーを用い
た包括的遺伝子機能スクリーニング：shRNA
ライブラリーを 293FT 細胞に transfection
させて産生されたレンチウイルスをマウス
卵巣がん細胞株である HM-1 や ID8 に添加し
て 、 shRNA ラ イ ブ ラ リ ー を stable 
transfection する。その HM-1 や ID8 を免疫
正常の野生型マウスに腹腔内投与し、生じた
腹膜播種腫瘍を回収し、腫瘍細胞をソーティ
ングして96穴培地に蒔いてコロニー分離し、
DNA を抽出して、shRNA/bar-code 配列を PCR
で増幅し、シークエンシングを行い、shRNA
を同定する。この方法により、遺伝子発現抑
制をすることにより腹膜播種性転移をおこ
しやすくなる機能遺伝子をスクリーニング
する。 
 
② ヒト遺伝子をターゲットとしたshRNAラ
イブラリーを安定発現するヒト卵巣がん細
胞株の作成：shRNA ライブラリーを 293FT 細
胞に transfection させて産生されたレンチ
ウイルスをヒト卵巣がん細胞株 OVCA420 や
CH1、SKOV3 に stable transfection する。  
 
③ 発現抑制によりanoikis耐性に関与する
遺伝子の同定：上記で得られた OVCA420 を
soft agar 培地で培養しコロニー分離し、DNA
を抽出して、shRNA/bar-code 配列を PCR で増
幅し、シークエンシングを行い、shRNA を同
定することで、遺伝子発現抑制をすることに
よりanoikis耐性を獲得する機能遺伝子をス
クリーニングする。 

 
④ 発現抑制により Hoechst 33342 の高い排
出能をもつ Side Population 細胞が増加する
遺伝子の同定：上記で得られたヒト卵巣がん
細胞株 CH1と SKOV3 のフローサイトメトリー
による side population 解析を行って、side 
population 細胞をソーティングすることを
繰り返す。この side population 細胞から DNA
を抽出して、shRNA/bar-code 配列を PCR で増
幅し、シークエンシングを行い、shRNA を同
定することで、遺伝子発現抑制をすることに
より Side Population 細胞を増加させる遺伝
子をスクリーニングする。 
 
⑤ スクリーニングで得られた遺伝子の発
現抑制による再現性の確認： スクリーニン
グで得られた遺伝子を標的としたshRNAを作
成し、これをもとの細胞株 OVCA420、CH1、
SKOV3にtransfectionすることにより作成し
た遺伝子発現抑制細胞株を用いて、anoikis
耐性や Side Population 増加が再現されるか
どうかを確認する。 
 
⑥ スクリーニングで得られた遺伝子の発
現抑制卵巣がん細胞株の機能実験： 上記遺
伝子の発現抑制卵巣がん細胞株を用いて、抗
がん剤に対する感受性や、スフィア形成能、
in vivo tumorigenicity といった悪性形質の
有無を調べる。具体的には、シスプラチン感
受性を WST アッセイで測定し、IC50 値を測定
する。また、3 次元培養により、スフィア形
成能があるかどうかを調べる。また、少数の
細胞を免疫抑制マウスの皮下に接種し、腫瘍
形成能が変化していることを確認する。 
 
⑦ スクリーニングで得られた遺伝子の卵
巣がん臨床検体における発現の解析：スクリ
ーニングで得られた遺伝子が実際の卵巣が
ん臨床検体において発現しているかどうか、
また、発現と臨床情報の間に関連があるかど
うかを調べる。具体的には、卵巣がん遺伝子
発現データセットを in silico で解析して、
全生存期間や無増悪生存期間などの臨床情
報との関連があるかどうかを調べる。また、
スクリーニングで得られた遺伝子の code し
ているタンパクの抗体が入手可能である場
合には、臨床検体のホルマリン固定パラフィ
ン包埋標本を用いて、免疫染色を行い、臨床
情報との関連を調べる。 
 
４．研究成果 
 
レンチウイルスベクターに組み込まれた、マ
ウス遺伝子をターゲットとしたshRNAライブ
ラリーを 293FT 細胞に感染させることで、レ
ンチウイルスを産生させた。このレンチウイ
ルスを MOI 1 程度の濃度でマウス卵巣がん細
胞株へ感染させることにより、安定した遺伝
子導入を行った。この細胞株を同系マウスの
腹腔内に接種してできた腹膜播種腫瘍を回



収したが、腹膜播種組織内の腫瘍細胞をソー
ティングしてクローニングしたところ、
shRNA 配列が含まれていなかった。レンチウ
イルスのMOIを上げると一つの細胞に複数の
shRNA が導入されるため、低い MOI を保つこ
とが必要である一方、MOI を低く保つとどう
しても shRNA ライブラリーを含まない（レン
チウイルスが感染していない）細胞が多くな
る。本結果により、免疫正常マウスの in vivo
ではレンチウイルスが感染していない細胞
が生存に有利であることが示唆された。反復
しても同じ結果であったため、マウスの in 
vivo でのゲノミクススクリーニングは断念
した。一方で、ヒト遺伝子をターゲットとし
た shRNA ライブラリーを 293FT 細胞に感染さ
せ、産生させたレンチウイルスを用いて、複
数のヒト卵巣がん細胞株に遺伝子導入を行
うことができた。この結果、shRNA ライブラ
リーを安定発現するヒト卵巣がん細胞株を
複数作成することができた。そこで、この
shRNA を遺伝子導入したヒト卵巣がん細胞株
を soft agar 培地で培養しコロニー分離する
ことで、発現抑制により anoikis 耐性に関与
する遺伝子を同定することに成功した。その
anoikis 耐性遺伝子のひとつ、ABHD2 につい
て、機能実験を行い、シスプラチン耐性との
関連を見出した。免疫染色およびマイクロア
レイデータセットの解析によると、卵巣がん
臨床検体における ABHD2 の発現低下は、プラ
チナ製剤耐性と予後不良に関連していた。以
上の成果は論文として報告した。  
また、同様の手法でヒト卵巣がん細胞株を用
いて、発現抑制により Hoechst 33342 の高い
排出能をもつ Side Population 細胞が増加す
る 6つの遺伝子を同定した。Side Population
細胞は癌幹細胞の形質の一つと考えられて
いる。これらの 6つの遺伝子について、それ
ぞれ shRNA により発現抑制株を作成し、コン
トロール株と比較して、抗がん剤抵抗性やス
フィア形成能や in vivo tumorigenicity と
いった幹細胞形質を獲得していることを複
数の機能実験で示した。この成果については
現在論文投稿中である。 
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