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研究成果の概要（和文）：卵巣漿液性嚢胞腺腫細胞から上皮成分だけを分離し、cyclinD1、CDK4、hTERTの遺伝
子導入をレンチウイルスベクターにて行い不死化細胞HOVcyst1を樹立した。HOVcyst1への変異型PIK3CA、変異型
KRASのそれぞれの単独導入ではヌードマウスで腫瘍形成は見られなかった。しかし、両者を導入したHOVcyst1は
腫瘍形成がみられ、ヒト卵巣低位型度漿液性癌に非常に類似した組織学的所見を認めた。卵巣低異型度漿液性癌
の発癌経路としてPIK3CA/AKT/mTORおよびKRAS/BRAF/ERK経路の双方の活性化が必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Serous cystadenoma epithelial cells have been proposed to be the derivation 
of low grade serous ovarian carcinoma. Whereas several genetic diversifications are known to be 
involved in development of LGSC, but the fundamental requirements are unclear. We aimed to bracelet 
oncogenic mutations that responsible for LGSC development in a stepwise model, by using immortalized
 serous cystadenoma (SCA) epithelial cells. SCA were isolated from clinical sample and immortalized 
by overexpression of cyclin D1, CDK4R24C and hTERT. Transformed SCA epithelial cells with KRAS MT 
and PIK3CA MT, formed tumors into nude mouse that were grossly, histologically, and 
immunohistochemically analogous to human tumor. Thus, KRAS MT and PIK3CA MT were classified as the 
basal obligation for LGSC development. Current in vitro carcinogenesis model suggested that KRAS MT 
and PIK3CA MT is responsible for micropapillary stages of LGSC development.

研究分野：婦人科悪性腫瘍

キーワード： 卵巣癌　発癌　低異型度　漿液性癌　がん遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣低異型度漿液性癌は卵巣漿液性嚢胞腺腫を発生起源とする仮説があるがその詳細は不明である。卵巣漿液性
嚢胞腺腫の不死化細胞を樹立し、in vitro発癌モデルを構築し、卵巣低異型度漿液性癌の発癌分子機構を明らか
にすることを目的とした。HOVcyst1(不死化卵巣漿液性嚢胞腺腫細胞)への変異型PIK3CAおよび変異型KRAS の遺
伝子導入により卵巣低異型度漿液性癌のin vitro発癌モデル構築に成功した。卵巣低異型度漿液性癌の発癌経路
としてPIK3CA/AKT/mTORおよびKRAS/BRAF/ERK経路の双方の活性化が必要であることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

卵巣低異型度漿液性癌（Low-grade serous carcinoma；LGSC)は、境界悪性腫瘍

（Serous borderline tumor; SBT）を前癌病変とし、adenoma-carcinoma sequence

で発癌すると考えられている。LGSC は進行が緩徐だが、抗癌剤耐性を示し、進行癌

では治療に難渋する。そのため、新規治療薬の開発が望まれる。 

欧米からの報告では、LGSC は KRAS/BRAF の体細胞変異が相互排他的に 60％の頻

度で存在し、KRAS/BRAF/MEK/ERK 経路が恒常的に活性化していることが報告されて

いる（Singer et al. J Natl Cancer Inst. 2003）。しかし、LGSC の遺伝子解析に

関しては欧米からの報告のみであり、邦人 LGSC の遺伝子異常については未だ不明

である。欧米では卵巣高異型度漿液性癌（High-grade serous carcinoma；HGSC)が

卵巣癌全体の７割を占めるのに対し、本邦では４割程度であることを考慮すると、

欧米での遺伝子解析結果を邦人に適応するのは危険であり、人種間の差は避けて通

れない問題である。近年、発癌過程における癌細胞の代謝がダイナミックに変化す

ることが解明されてきたが、LGSC での検討は世界中でもされておらず、代謝制御を

標的とした治療法もない。 
 
２．研究の目的 

１．邦人 LGSC の PIK3CA 変異の頻度を同定し、欧米人との発癌機構の相違を明確に

する。 

２．LGSC の発癌母地と考えられる漿液性嚢胞腺腫上皮細胞を不死化し、変異型

PIK3CA 等を遺伝子導入し、マウス移植実験にて LGSC が病理学的に再現できる

か検討する（in vitro 発癌モデルの構築）。このモデル細胞を用いて発癌初期

の癌代謝制御機構を明らかにする。 

３．邦人LGSCから高純度のDNAを抽出し、Whole Genome Sequenceを行い、発癌に

寄与するプロモーター領域の変異を同定する。 

 

３． 研究の方法 

邦人 LGSC の PIK3CA/KRAS/BRAF 遺伝子変異の頻度の同定 

当科関連病院から LGSC, SBT を各 40 例追加し、マイクロダイセクションにて DNA

抽出後、サンガー法にて PIK3CA/KRAS/BRAF 遺伝子変異を解析する。 

LGSC in vitro 発癌モデルの構築 

Adenoma-carcinoma sequence 発癌説を根拠として、起源となる細胞は、卵巣漿液

性嚢胞腺腫上皮細胞を用いる。申請者は、良性の漿液性嚢胞腺腫上皮細胞の安定培

養系を確立し、レンチウイルス発現系にて CyclinD1/CDK4/TERT を過剰発現させ細

胞不死化(HOVsCyst1 細胞)に成功している。この不死化漿液性嚢胞腺腫上皮細胞に

下記遺伝子を導入予定である。 

Driver gene 導入による形質確認：近年の発癌研究によりヒト癌化に必要な

Driver gene は 3 個程度と想定されている(Vogelstein et al. N Eng J Med)。予備

実験では本邦 LGSC には高頻度に PIK3CA 変異が認められ、既に SBT の段階で PIK3CA

遺伝子変異が 20%に認められた。したがって adenoma から SBT に進展する早期の段

階で起こる異常と考えられる。以上の理由より、本邦 LGSC の Driver gene として、



PIK3CA を想定し、不死化細胞には、まず変異型 PIK3CA を導入する。 

 また、我々の予備実験では本邦の LGSC の約 10%には ERBB2 (HER2/neu)の遺伝子

変異が認められた。そのため、セカンドヒットの Driver gene としては ERBB2 を導

入予定である。サードヒットとしては Whole Genome Sequence で得られた、プロモ

ーター領域の変異を想定している。これらもレンチウイルス系での導入を予定して

いる。一方で欧米型の in vitro 発癌モデルとして KRAS あるいは BRAF 遺伝子変異

をファーストヒットとしての Driver gene とするモデルも別系統で構築する。 

その後の形質転換の確認には、足場非依存性増殖能及びヌードマウスでの腫瘍形

成能の検討を行う。この発癌モデルの最大の利点は癌化に必異様な Driver gene の

数と種類を逆方向から明らかにできる点にある。 
 
 
４．研究成果 

卵巣漿液性嚢胞腺腫細胞への cyclinD1、CDK4、hTERT の遺伝子導入の結果、senescence

が誘導されることなく、恒常的な細胞培養が可能であることを確認した。また、日本人

の卵巣低異型度漿液性癌/境界悪性腫瘍は PIK3CA の変異頻度が 60％と高く、BRAF 変異

が 20％、ERBB2 の変異が 30％に認められた。一方、欧米人では KRAS 変異が高いことが

報告されている。そのため、HOVcyst1 には変異型 PIK3CA および変異型 KRAS を遺伝子

導入することにした。ヌードマウスへの皮下注投与では HOVcyst1 は腫瘍形成しなかっ

た。HOVcyst1 への変異型 PIK3CA、変異型 KRAS のそれぞれの単独導入ではヌードマウス

で腫瘍形成は見られなかった。しかし、両者を導入した HOVcyst1 は腫瘍形成がみられ、

病理組織学的検討では、ヒト卵巣低位型度漿液性癌に非常に類似した組織学的所見を認

めた。HOVcyst1 への変異型 PIK3CA および変異型 KRAS の遺伝子導入により卵巣低異型

度漿液性癌の in vitro 発癌モデル構築に成功した。卵巣低異型度漿液性癌の発癌経路

として PIK3CA/AKT/mTOR および KRAS/BRAF/ERK 経路の双方の活性化が必要であること

が示唆された。癌に寄与するプロモーター領域の変異については現在解析中である。 
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