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研究成果の概要（和文）：卵巣癌におけるベバシズマブ（Bev）耐性化のメカニズムを作成したBev 耐性モデル
マウスで検討した。血管新生関連遺伝子発現解析を行いBev 耐性化腫瘍ではPAI-1 の発現が亢進していることを
確認した。さらにMiRNA microarrayなどによりPAI-1 の発現を制御する3つの miRNA (miR-30b-5p, 143-3p and 
192-5p) の発現が低下していることを確認した。即ち、VEGF 投与により、これらのmiRNAの発現が低下し、結果
PAI-1 の発現増強を来たすとの研究結果を得た。Bev 耐性化のメカニズムの解明につながりうる成果の一端を得
ることができた。

研究成果の概要（英文）：Bevacizumab plays a key role in ovarian cancer treatment; however, the 
bevacizumab resistance is often seen in clinical setting. The aim of this study is to identify 
miRNAs which are involved in bevacizumab resistance. ID-8 cancer cells were injected i.p. into 
C57BL/6 mice, and anti-VEGF IgG and control IgG were treated twice weekly. Thereafter, mice were 
sacrificed, and RNA extracted from tumor. MiRNA microarray and TaqMan Gene Expression assays were 
performed to identify miRNAs/genes which are related with bevacizumab resistance. Through miRNA 
microarray, 3 miRNAs (miR-30b-5p, 143-3p and 192-5p) were found to be down-regulated by bevacizumab 
and TaqMan assays showed SERPINE1/PAI-1 elevated. In public database, patients with high PAI-1 
expression were correlated with worse prognosis. Transducing these miRNAs downregulated PAI-1 
expression in cancer cells. The data presented may explain the mechanism of bevacizumab resistance, 
suggesting their potential as treatment targets.

研究分野： 婦人科悪性腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣癌において血管新生は極めて重要である。しかしながら、血管新生因子VEGF に対する抗体であるベバシズ
マブ (Bev) の臨床への導入にも関わらず、いまだ抜本的な生存率の改善を認めていない。今回の研究の目的は
卵巣がん患者がBev抗性を獲得するメカニズムの解明であり、最終的には進行卵巣がんにおける BEV 耐性化症例
対する新治療の可能性の提示につながる基礎データの創出することである。治療法が進化した現在でも卵巣癌は
患者の約半数が死亡する致死的な疾患であり、新規治療につながりうる研究成果を継続していくことにより、将
来的に国民の健康に大きく貢献できると考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

抗血管新生治療は卵巣がんに対して有効であり、2013 年 11 月に抗 VEGF ヒト化モノク
ローナル抗体であるベバシズマブ（BEV）が、卵巣癌に対する承認を取得した。BEV は、海
外の大規模第三相臨床試験において、進行卵巣がんに対する標準化学療法である TC（タキサ
ン＋カルボプラチン）療法との併用により有意に無増悪生存期間を延長させたが、しかしなが
ら効果は限定的であった。さらに、再発・難治性卵巣癌に対して行われた BEV の単剤投与の
第二相試験では、奏効率 18％程度と効果は限定的である（J Clin Oncol 2007;25:2902-8）。即
ち、我々はさらに抗血管新生治療を発展させていく必要がある。BEV の効果が限定的である要
因として、腫瘍から分泌される VEGF 以外の血管新生因子の関与が示唆されている。例えば、
進行結腸直腸癌に対する 化学療法+ BEV 療法の Phase II 試験において、患者血漿中の 
bFGF（basic fibroblast growth factor）、HGF (hepatocyte growth factor)、PlGF（placental 
growth factor）などの血管新生因子が、BEV 治療に対して抵抗性を示す前に有意に上昇して
いたことが報告されている (J Clin Oncol.2010 Jan 20;28(3):453-9.)。従って、それらの血管
新生因子をも抑制する治療戦略が今後の卵巣がん治療に有効ではないかと考えた。 

Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1)は、凝固線溶系や線維化などに重要な役割を果
たし、心疾患や脳血管疾患の病態に深く関与している。のみならず、近年がんの進展、糖尿病、
肥満などへの関与も報告されている。従って、PAI-1 は多くの重要疾患で主要な役割を担い、
その阻害薬の開発は医療に多大な貢献をする可能性が期待されている。PAI-1 の血管新生への
役割はいくつか報告されている。具体的には VEGF, bFGF, PDGF, HGF などの血管新生因子
による血管新生において、uPAR–uPA–PAI-1 複合体の形成が血管内皮細胞の遊走に重要な役割
を担っているとの報告（Thromb Haemost 2012;108:357–66.）されており、PAI-1 は VEGF
とは異なった機序で血管新生を制御していると考えられている。 
 
２．研究の目的 

今回の研究の目的は卵巣がん患者が Bev 抗性を獲得するメカニズムの解明であり、最終的
には進行卵巣がんにおける BEV 耐性化症例対する新治療の可能性の提示につながる基礎デ
ータの創出することである。上述した通り Bev 投与により何らかの理由で、PAI-1 などの他の
血管新生促進因子が促進されるのではないかとの仮説を立てその検証を行った。 

ヒトでは、ゲノムにコードされる 2500 種類以上のマイクロ RNA（miRNA）が時に重複
しながら様々な遺伝子の転写翻訳を抑制している。そして、その半数以上が癌遺伝子の近傍に
存在しており、miRNA による epigenic な刺激が、発癌、幹細胞化、治療抵抗性などの癌の特
性に大きくかかわっている。そこで、今回の研究では 
miRNA に焦点を当てた解析を行うことにした。 

 
３．研究の方法 
① Bev 耐性化モデルマウスの作成 

雌 C57BL/6 マウスにルシフェラーゼ遺伝子を挿
入したマウス卵巣がん細胞株 ID-8-Luci を 2 x 106 個
腹腔内に投与した。腹腔内に腫瘍が形成されたかどう
かを IVIS（PerkinElmer 社）を用いてモニターし、
腫瘍形成を確認した 2 週間後より、各々 control-IgG
（Control 群）、抗 VEGF 抗体（Bev 耐性化群）を
5mg/kg 週に 2 回腹腔内投与を開始した。抗 VEGF 抗
体の投与にも関わらず、腹腔内の腫瘍が増大してきた
段階で、マウスを安楽死させしかる後に腹腔内腫瘍を
摘出した。 
② Bev 耐性化モデルマウスにおける血管新生関連
遺伝子発現解析 

摘出した腫瘍より RNA を抽出し cDNA を作成し、
TaqMan® Array Mouse Angiogenesis 96-well plate 
(ThermoFisher) を用いて Control 群に比べて Bev 耐
性化群で発現が増加している血管新生関連遺伝子を網
羅的に検索した。 
③ Public Database を用いた PAI-1 が卵巣癌の
Bev 耐性化に与える影響の検討 
Kaplan Meier plotter （https://kmplot.com/analysis/index.php?p=service&start=1）に登録
されている 50 例の Bev の投与歴がある卵巣癌症例におきて、PAI-1 の発現で高発現群と低発
現群の二つに分類し、PAI-1 の発現が Bev を投与した卵巣がん患者の予後に与える影響を検討
した。 
④ miRNA microarray 法による Bev 耐性化の過程で発現が変動する miRNA の網羅的解析 

摘出した腫瘍におけるそれぞれのmiRNA の発現を3D-Gene® miRNA Oligo chip（東レ）
を用いて解析し、Bev 耐性化群で発現が低下する miRNA をいくつか抽出した。 
⑤ miRNA qRT-PCR 法 



④で行った miRNA microarray 法の結果をそれぞれの miRNA に対する Probe を用いて
miRNA qRT-PCR 法で検証した。内因性コントロールには RNU6B (Applied Biosystems; 
#001093)を用いた。 
⑥  miR-30b-5p, miR-143-3p, miR-192-5p の強制導入が卵巣癌の PAI-1 発現に影響を与える
かの検討 
  ヒト卵巣がん細胞株 SKOV3ip1 と HeyA8 に対して、Lipofectamine 3000 を用いて、
miR-30b-5p, miR-143-3p, miR-192-5p の前駆体を強制導入した。しかる後に細胞株より RNA
を抽出し、PAI-1 の発現を Real-time qRT-PCR 法で検討した。内因性コントロールには
GAPDH を用いた。 
 
４．研究成果 
① Bev 耐性化モデルマウスの作成 

実験プロトコールを図 1 に示す。雌 C57BL/6
マウスに ID-8-Luci を 2 x 106 個腹腔内に投与し
た。腫瘍の生着が確認できた 2 週間後より、各々 
control-IgG（Control 群）、抗 VEGF 抗体（Bev
耐性化群）を 5mg/kg 週に 2 回腹腔内投与を開始
した。抗 VEGF 抗体投与にも関わらず、ID-8 細
胞は腹腔内で増殖を続けた。その後、腫瘍が十分
増大した 42 日目にマウスを安楽死させ開腹し、
腹腔内腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍は直ちに液
体窒素下に凍結させすり鉢で摺りつぶしたうえで、
Trizol に溶解し、RNA を抽出した。 
② Bev 耐性化モデルマウスにおける血管新生関連
遺伝子発現解析 

摘出した腫瘍より抽出した RNA の質を Agilent 
2000 で確認したのちに、腫瘍組織における血管新生関
連 遺 伝 子 の 発 現 を TaqMan® Array Mouse 
Angiogenesis 96-well plate で検証した。結果を図 2
に示す。想定された通り、抗 VEGF 抗体の 長期間の
投与により IL-6 や HIF1α など多くの血管新生関連遺
伝子の発現が増加した。その中に Serpine 1 (PAI-1) が
含まれており、抗VEGF抗体のエスケープ機構により、
PAI-1 の発現が増強する可能性が示唆された。今回の
Taqman Array の結果は Real time qRT-PCR で確認
した。 
③ Public Database を用いた PAI-1 が卵巣癌の
Bev 耐性化に与える影響の検討 
Kaplan Meier plotter に Bev 投与の卵巣がん症例が
50 例登録されていた。PAI-1 の発現で高発現群と低発
現群の二つに分類し、PAI-1 の発現が Bev を投与した
卵巣がん患者の予後に与える影響を検討した（図 3）
ところ、PAI-1 の高発現が有意差をもって、無増悪生
存期間が短く、予後が不良であった。すなわち、Bev 投
与の際には PAI-1 の発現が予後不良因子になる可能
性が示唆された。 
④ miRNA microarray法によるBev耐性化の過程で
発現が変動する miRNA の網羅的解析 

続いて 3D-Gene® miRNA Oligo chip（東レ）を
用いて抗 VEGF 抗体の 長期間の投与による miRNA
の発現変動を網羅的に解析した。結果の概略を図 4 に
示す。計 617 の miRNA が抗 VEGF 抗体投与により、
発現が 0.5 以下まで低下していた。そこで、過去の報
告及び Public database を用いた in silico 解析
（ miRTargetLink Human ：



https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/index.php）を用いて、PAI1 の発現を制御
している可能性が高い miRNA を miR-30b-5p, miR-143-3p, miR-192-5p の 3 つ抽出した。 
⑤ miRNA qRT-PCR 法 

④で行った miRNA microarray 法の結果をそれぞれの miRNA に対する Probe を用いて
miRNA RT-qPCR 法で検証し、それぞれの miRNA (miR-30b-5p, miR-143-3p, miR-192-5p) 
が抗 VEGF 抗体の投与により、卵巣がん細胞において、
発現が低下することを確認した。 
⑥  miR-30b-5p, miR-143-3p, miR-192-5p の強制導入
が卵巣癌の PAI-1 発現に影響を与えるかの検討 
  最後に抗 VEGF 抗体投与で発現が低下する
miR-30b-5p, miR-143-3p, miR-192-5p が卵巣がん細胞
における PAI-1 の発現を制御しているのかの検討を行
った。具体的には、ヒト卵巣がん細胞株 SKOV3ip1 と
HeyA8 に対して、Lipofectamine 3000 を用いて、
miR-30b-5p, miR-143-3p, miR-192-5p の前駆体を強制
導入した。しかる後に細胞株より RNA を抽出し、PAI-1 
の発現を Real-time qRT-PCR 法で検討した。結果を図
5 に示す。卵巣がん細胞への miR-30b-5p, miR-143-3p, 
miR-192-5p の意鈍し導入により、PAI1 の発現が有意に
低下していた。すなわち、これらの miRNA が PAI-1 の発現を制御している可能性が示唆さ
れた。 
以上の実験結果により、長期間の抗 VEGF 抗体投与（マウスでは 5 週間）により、miR-30b-5p, 
miR-143-3p, miR-192-5p が低下する。これらの miRNA は PAI-1 の発現を制御していたの
で、それらの発現低下が PAI1 の発現増強を来たすとの研究結果を得た。 
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