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研究成果の概要（和文）：卵巣癌細胞株に、RXR agonistであるベキサロテンを10μM,20μMの濃度で48時間添加
したところ、細胞数は有意に減少し、hTERTのｍRNAレベルがそれぞれ、37%, 6.4%有意に低下した。また、
Luciferase assayでも、ベキサロテンの添加によって有意にpromoter活性の低下を認めた。培養上清中のLDH活
性は、10μM以上の濃度で有意に増加することが明らかとなり、ベキサロテンが細胞死を誘導していることが明
らかとなった。
ベキサロテン刺激4時間後より、パイロトーシスマーカーであるカスパーゼ4およびガスダーミンEが活性化を誘
導することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：When bexarotene, an RXR agonist, was added to an ovarian cancer cell line at
 concentrations of 10μM and 20μM for 48 hours, the number of cells decreased significantly and the
 mRNA level of hTERT decreased significantly by 37% and 6.4%, respectively. In addition, the 
Luciferase assay also showed a significant decrease in promoter activity due to the addition of 
bexarotene. It was revealed that the LDH activity in the culture supernatant was significantly 
increased at a concentration of 10μM or higher, and that bexarotene induced cell death.
From 4 hours after bexarotene stimulation, it was revealed that the pyrotosis markers caspase 4 and 
gasdermin E induce activation. 

研究分野：卵巣癌

キーワード： 卵巣癌　TERTプロモーター

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣明細胞癌は漿液性癌よりも抗がん薬の奏効率が低く、治療に難渋するため、既存薬よりも有効な薬の開発が
望まれている。ベキサロテンによる卵巣癌の細胞死誘導はこれまでに報告がなく、卵巣癌に対する新規治療薬と
しての応用が期待される。

※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 

卵巣明細胞癌は、進行した症例では他の卵巣癌の組織型よりも予後が悪く、早期症例であっても

初回治療後早期に再発し、病勢をコントロールできないまま亡くなる症例もある。卵巣明細胞癌

の発生機序は内膜症由来が多いと考えられ、多数の研究がなされてきたが、分子生物学的予後因

子は未だにわかっていない。2010 年に Adenine-thymine–rich interactive domain 1A(ARID1A)

の変異が卵巣明細胞癌の約半数にみられると報告されたが、予後因子にはならず、治療にも結び

ついていない。また、2014 年には、卵巣明細胞癌の一部に、テロメラーゼ逆転写酵素(telomerase 

reverse transcriptase: TERT)のプロモーター変異がみられることが報告された(Wu et al.J 

Pathol 2014)が、発見された変異(転写開始部位から-124bp,—146bp)と予後には関連が認められ

ていない。われわれは、千葉大学およびその関連施設の卵巣明細胞癌 93 例を集め、TERT プロモ

ータ ーの変異を検索したところ、既存の報告された変異部位(転写開始部位から-124bp と-

146bp) の他に、転写開始部位から-129~-154bp の領域に変異があることを発見した(下図)。  

そして、 この領域の変異がある症例は、既存の報告された変異のある症例よりも予後不良であ

ることを発見した(投稿中)。この領域は、ビタミン A受容体の結合配列(RAR/RXR)がタンデムに

繋がった配列があるので、正常アリルではビタミン A 受容体が結合してテロメラーゼの転写が

抑制され、変異アリルではビタミン Aの抑制作用が解除されて、テロメラーゼの転写が亢進する

と予想された。 

２．研究の目的 

悪性腫瘍における TERT プロモーター変異は、2011 年に、悪性黒色腫で報告され、その後、膀胱

癌、肝癌、肺癌、副腎癌、乳癌、神経膠芽腫等においても変異があることが報告された。 2014

年に、卵巣癌における TERT プロモーター変異は、明細胞癌にはあるが、漿液癌にはないと報告

された。TERT プロモーター変異は転写開始部位から-124bp と-146bp に hot spot があると報告

されており、それ以外の部位の変異は、悪性黒色腫と膀胱癌のみに報告がみられる。卵巣明細胞

癌において、-129~-154bp 領域に変異があるという報告は、われわれ以外にはない。本研究では

TERT プロモーターの-129~154bp 領域は、ビタミン A受容体を介して、テロメラーゼの転写を抑

制し、細胞増殖を制御しているかを明らかにする。  

 

 



３．研究の方法 

(1)卵巣癌細胞株へのビタミン Aの影響 

RAR/RXR agonist として all trans retinoic acid(ATRA), RXR homodimer の agonist とし

てベキサロテンを用い、卵巣明細腺癌株 TOV21G を用いて、ビタミン Aが hTERT の発現を低

下させるかを real time PCR を用いてｍRNA レベルで検討した。次に hTERT promoter 領域

を結合した Luciferase vector を用いて、ATRA およびベキサロテンが hTERT wild promoter

の活性に影響を与えるかを検討した。また、推定のビタミン A 結合領域に変異を導入した

plasmid による検討も行なった。 

 

(2)RXR agonist(ベキサロテン)の細胞死誘導作用の解析 

ES2、OVACAR3 に BEX を 0,0.1,1,10µMの濃度で添加し、細胞増殖抑制効果を細胞数測定およ

び培養上清中のLDH測定により検討した。また細胞シグナル解析はウエスタンブロット(WB)

にて行なった。 

 

(3)TERT uncommon mutation の promoter 活性への影響 

卵巣癌明細胞腺がんの臨床サンプルより同定した TERT core promoter変異(既知のものを

含む 13種類)がプロモーター活性に影響するかを Luciferase assayにて評価した。TERT プ

ロモーター領域(-259bp)を Luciferase vector に接続し、promoter の変異株を作成した。

作成した vector を卵巣癌細胞 TOV21 細胞に導入し、Dual luciferase assay により野生型

と変異型の promoter 活性を比較した。 

 

(4)hTERT promoter のゲノム編集 

CRISPR/Cas9 法 により、卵巣明細胞腺癌由来細胞株である TOV21G の TERT core promoter

領域のゲノム編集を行なった。推定の RXR/RAR 結合領域を target とした 3 種類のガイド

RNA(右図)発現ベクターを

それぞれTOV21Gにエレクト

ロポレーション法により導

入し、ゲノム編集株の樹立

を試みた。 

 

４．研究成果 

(1)卵巣癌細胞株へのビタミン Aの影響 

Real time PCR の結果、実験当初の予想に反し、ATRA による hTERT の発現低下は認められ

なかった。一方、RXR agonist であるベキサロテンを 10µM, 20µMの濃度で 48時間添加す

ることで、hTERT のｍRNA レベルがそれぞれ、37%, 6.4%有意に低下することが明らかとな

った。また、Luciferase assay の結果でも、ｍRNA と同様にベキサロテンの添加によって有



意な promoter 活性の低下を認めた。しかしながら、この活性低下は推定のレチノイン酸結

合領域の変異の有無には影響されなかった。また、RXR agonist 濃度依的に細胞数の減少

を誘導したため、hTERT mRNA および promoter 活性の低下は、ベキサロテンによる細胞増

殖抑制に起因したものと推定された。 

 

 

(2)ベキサロテンの細胞死誘導作用の解析 

ベキサロテンは 5µM、10µM、20µM の濃度で ES2 の細胞数を有意に減少させた(P<0.05、

図 A)。一方、培養上清中の LDH活性は 10µM濃度以上の濃度で有意に増加することが明

らかとなり、ベキサロテンが

ES2の細胞死を誘導している

ことが明らかとなった(右図

A,B)。また、ベキサロテンに

よる細胞死は漿液性腺がん由

来細胞株である OVACAR3

でも同様に観察された(右図

A,B)。形態学的観察では、ベキサロテンによって刺

激した細胞では細胞膨潤、細胞膜の破裂を伴う特

徴的な細胞死像が得られた(図)。そこで、顕著な細

胞破裂を特徴プログラム細胞死であるパイロトー

シスに着目し、ベキサロテンにパイロトーシス誘

導作用があるかを検討した。ベキサロテン刺激 4時

間後より、パイロトーシスマーカーであるカスパ

ーゼ 4 およびガスダーミン E が活性化を誘導する

ことが明らかとなった。また、Caspase1,4 阻害剤

の併用によりベキサロテンによる LDH 活性の上

昇を減弱できることが明らかとなった。以上の結

果より、ベキサロテンは卵巣癌細胞株において

Caspase4-GSDME を介したパイロトーシスにより細

胞死を誘導することが初めて明らかとなった(論

文投稿準備中)。これまで、ベキサロテンによる卵

巣癌の細胞死誘導は報告がなく、卵巣癌に対する

新規治療薬としての応用が期待される。 

  



(3)TERT uncommon mutation の promoter 活性への影響 

われわれが同定した、新規TERT promoter領域変異をLuciferase assayにて解析した結果、

活性上昇型が 5種類、活性変化なしが 2種類、活性低下型が 6種類存在することが明らか

となった。活性の変化と再発率との関係を調べると、変化がないタイプでは再発率が

20.3%(74症例中 15症例)であったのに対し、活

性上昇型では 7.7%(13 症例中 1 症例)に低下し

た。一方、活性低下型変異をもつ症例での再発率

は 62.5%(8 症例中 5 症例)と再発率が約 3 倍上

昇 す る こ と が 明 ら か と な っ た (OR:6.6, 

p=0.0186)。この時の生存時間分析を右図に示

す。 

今回得られた「hTERTの活性が下がる変異を持

つがんが再発をする可能性がある」という知見は、これまでのテロメラーゼ研究とは相反す

るものである(論文投稿準備中)。今後検討を重ね、テロメラーゼ活性の低下とがんの再発が

どのように関連するかを検証していく予定である。 

 

(4)TERT uncommon mutation の promoter 活性への影響 

卵巣癌細胞株TOV21Gを用いてCRISPR Cas9によるpromoter領域のゲノム編集を行なった

ところ、点変異の導入直後は、変異が導入されていると思われる細胞がDNAミスマッチ切

断法にて確認できたが、単一コロニーに分離することができなかった。これはcore 

promoter活性の低下による細胞増殖抑制が関連すると推定された。 

 

本研究では、当初予定していた卵巣癌に対するビタミンA療法の有用性を確認することは

できなかった。しかしながら、①既存薬であるベキサロテンが新規卵巣癌の治療薬候補に

なる可能性がある②hTERTのpromoter活性低下型変異が卵巣明細胞腺癌の再発と関連す

る可能性があるという2つの興味深い知見が得られた。今後この2つの知見に焦点を当て、

研究を継続する予定である。 
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