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研究成果の概要（和文）：子宮体癌幹細胞で発現が亢進しているSPARCについて検討した。子宮内膜癌細胞にお
いてSPARC発現はAKTのリン酸化と上皮間葉転換を誘導することを示し、fibronectinの存在下にSPARCが線維芽細
胞を活性化させることを明らかにした。さらに蛍光標識したヒト血清アルブミンとSPARCの結合、細胞への取り
込みの確認後、アルブミン結合型DoxorubicinのAldoxorubicinを用いて、SPARC発現子宮体癌細胞への増殖抑制
効果を3次元培養やin vivoで確認した。以上よりAldoxorubicinは今後、SPARCを発現する子宮体癌の治療薬の候
補になることが示された。

研究成果の概要（英文）：We examined the function of SPARC, which is upregulated in uterine cancer 
stem cells. We showed that SPARC expression in endometrial cancer cells induces phosphorylation of 
AKT and epithelial-mesenchymal transition, and that SPARC activates fibroblasts in the presence of 
fibronectin. Furthermore, after confirming the binding and cellular uptake of SPARC to fluorescently
 labeled human serum albumin, we confirmed the growth inhibitory effect of albumin-bound 
doxorubicin, Aldoxorubicin, on SPARC-expressing uterine cancer cells in three-dimensional culture 
and in vivo. These results indicate that Aldoxorubicin is a potential therapeutic candidate for the 
treatment of SPARC-expressing uterine cancer in the future. 

研究分野： 婦人科腫瘍学

キーワード： 子宮体癌　癌幹細胞　SPARC　AKT　Aldoxorubicin

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮体癌において、進行癌や再発・転移例は予後不良であり治療抵抗性のがんの克服が課題である。治療抵抗性
の要因として、がん幹細胞の存在が言われており、がん幹細胞を標的とした新規治療法の開発が急務である。
我々は幹細胞の同定法の一つであるSide-population細胞を分離する方法を用いて子宮体がん幹細胞の解析を行
い、EMTが治療抵抗性の重要な因子であること、このEMTにはSPARCとfibronectinの共発現が関与していることを
明らかにした。このSPARCやfibronectinを標的とした治療法が開発は悪性度の高い子宮体癌の予後改善に貢献で
き社会的に意義がある。

※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 

我々は SP 細胞を分離する方法を用いて子宮体がん幹細胞の解析を行い、EMT を介する遺伝子

群の発現亢進を認めた。この遺伝子群の中から分泌蛋白で CAF のマーカーで細胞外基質の構成

蛋白 SPARC に着目し、IK 細胞に SPARC を過剰発現させた細胞株を樹立し、SPARC が遊走能やが

ん間質の形成に関与し、漿液性癌など予後不良の組織型に発現していることを報告した。以上の

結果より我々は子宮体癌においては、がん幹細胞自身が間葉系性質を持つ細胞に分化し、SPARC

や種々のサイトカインなどを介して周囲のがん細胞・間質細胞に影響を与え、悪性度の高め治療

抵抗性を獲得すると考えた。 

２．研究の目的 

本研究では、（１）SPARC について、その発現機構を脱メチル化の点から解析し、また活性化の

分子機構を MMP3の点から検索するとともに、（２）SPARCが腫瘍細胞や周囲の間質細胞などの微

小環境へ及ぼす影響やその相互作用を明らかにする。また、（３）SPARC のアルブミン結合蛋白

の性質を利用し SPARC を標的とする薬剤を創薬し、治療抵抗性子宮体癌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）SPARC 蛋白の発現機構の解析：メチル化の関与 

SPARC-promoter はメチル化されることが知られている。子宮体癌細胞において、脱メチル化

機構により SPARCの発現が亢進している可能性があると考え、メチル化について解析する。 

（２）SPARC 蛋白の活性機構の解析：MMP3 の関与 

SPARC は MMP3 により切断され、血管新生などの活性をもつポリペプチドになることや TGFβを

誘導することが報告されている。In vitro assay でこの効果を確認する。 

（３）子宮体癌細胞における SPARC 発現と MMP3の効果の解析 

上記の結果を踏まえて、SPARCや MMP3が子宮体癌細胞に及ぼす効果を解析する。 

（４）子宮内膜間質細胞への影響とがん細胞との相互作用の解析 

がん細胞からの分泌された SPARC の役割を患者の同意を得て採取した正常子宮内膜間質線維

芽細胞を用いて、癌細胞株と共培養して、間質細胞の増殖能・遊走能や、CAF 様の性質に変化す

るかを解析する。 

（５）SPARC を標的としたアルブミン結合型薬剤の開発 

SPARC がアルブミン結合蛋白である性質を利用し、SPARC を標的としたアルブミン結合型薬剤

の開発を行う。まず、アルブミンの取り込み SPARC 依存性に起こるかを検討し起こっていれば、

SPARC を標的としたアルブミン結合型薬剤の開発を行う。 

４．研究成果 

（１）SPARC 蛋白の発現機構の解析：メチル化の関与 

①高分化型腺癌由来で内因性 SPARC 発現が低い Ishikawa(IK)細胞と高い KLE 細胞の細胞株、お

よび高分化腺癌や漿液性癌の臨床検体を用いて、SPARC-promoter 領域のメチル化を bisulfite 

sequence で解析下が、有意なメチル化の差は認められなかった。 

②IK 細胞の培養液中にメチル化阻害剤 5-Azacytidine を添加し、SPARC 発現の変化を観察した

が、発現の差は認められなかった。 

今回の解析からは SPARC とメチル化の関連は証明できなかった。 

（２）SPARC 蛋白の活性機構の解析：MMP3 の関与 

293T細胞に SPARC cDNA を形質導入し、無血清培地で培養後、上清を回収し、DEAE カラムクロマ

トグラフィーで SPARC を精製する。この SPARC と市販の活性を持つ MMP3 を反応させ、SPARC が
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【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 

分解されるかを Western Blot で観察したが、明らかな結果は得られず、SPARC 活性機構と MMP3

の関連は証明できなかった。 

（３）子宮内膜間質細胞への影響とがん細胞との相互作用の解析 

①患者の同意を得て採取した正常子宮内膜間質と子宮体癌の間質から線維芽細胞を分離し解析

した（それぞれ NF,CAF と記す）。予想に反し、SPARC の発現量と分泌量は NF と CAF で同等であ

ったが活性化線維芽細胞のマーカーである ACTA2、VIM、CDH2の発現が NFに比較して EC 由来の

CAF で高かった。線維芽細胞の機能的活性化をコラーゲンゲル収縮アッセイで評価したところ、

CAFは NF より高い収縮率を示した。 

②Ishikawa-SPARC強制発現（IK-SPARC）は間葉系のマーカーである CDH2、VIM、FN1 のタンパク

発現と mRNA 発現を誘導し、遊走能を亢進させた。また、AKTのリン酸化(Ser473)が誘導された。

AKT阻害剤 MK2206は SPARC発現によって誘導される CDH2、VIM、FN1の発現と細胞遊走能を抑制

した（図１）。 

③IK-SPARCは線維芽細胞の活性化に重要

であるが、SPARC単独で活性化に十分では

なく、FN1が必要であることがわかった

（図２）。 

④SPARCを発現している癌組織領域では間

質に FN1 発現を認め、SPARC を発現してい

ない領域では間質に FN1発現を認めなか

った。以上の結果から、SPARCを発現する

癌細胞から分泌された FN1は周囲の間質に蓄積され、間質の線維芽細胞を活性化することが示

唆された。 

（４）SPARC を標的としたアルブミン結合型薬剤の開発 

蛍光標識ヒト血清アルブミン(HSA)の作製血清アルブミンの遊離のシステイン残基(Cys34)とチ

オール選択的な標識剤であるフルオレセイン-5-マレイミドを pH 7.4のバッファーァー中で標

識を行い、ゲルクロマトグラフィーにより精製し、SPARCを発現した IK-SPARC への取り込みを

検討したところ、コントロールの細胞に比べて高いアルブミンの結合能力または取り込みを示

した。皮下移植したマウスを用いて、腫瘍へのターゲティング効果を調べた。HSA は、SPARC を

発現した腫瘍の蓄積量がコントロールよりも有意に高かった。現在 in vitro 、in vivoの実験

系でアルブミン結合抗がん剤の効果を確認している。 

遊走能 

図１ 

細胞増殖 収縮能 
細胞増殖

収縮能 

図２ 
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