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研究成果の概要（和文）：ヒト明細胞腺癌株において，m-TOR の発現は everolimus（ラパマイ

シンの誘導体）によって処理を行っても，行わなくても差がないことが明らかとなった．しか

しながら，リン酸化された状態である phosphorylated-mTOR は，everolimus によって著しく抑

制されると判明した．また，m-TOR 関連因子である hosphorylated-4E-BP1，HIF-1α, VEGF な

ども発現量が抑えられた．一方で，HIF-1α の分解系に関わってユビキチン化を促すとされる

VHL は，everolimus 投与によって発現が増すことが証明された．これに連動して，アポトーシ

スの key 分子である cleaved-caspase 3 も亢進する．m-TOR の阻害は p-mTOR の直接的な抑制の

みでなく，腫瘍のアポトーシスの促進に繋がることが示唆された．動物実験での応用において

は，ヒト明細胞腺癌株 RMG-1 を移植されたマウスに everolimus を経口的に投与し，有意に腫瘍

の縮小が得られた．このことは臨床実地への道標となった． 

研究成果の概要（英文）：Everolimus (a derivative of rapamycin)-treated cells and 

non-treated cells were found not to show any difference in mTOR expression. But, 

phosphorylated-mTOR (p-mTOR) expression significantly decreased in the treated cells, 

and mTOR-related factors such as phosphorylated-4E-BP1 (p-4E-BP1), HIF-1α, and vascular 

endothelial growth factor (VEGF) in the downstream region of mTOR revealed a marked 

decrease in expression. The analysis of influences of the drug on the HIF-1α degradation 

system showed an increase in von-Hippel Lindau (VHL) expression in the treated cells. 

Increase of cleaved caspase-3, one of key factors involved in apoptosis, was also shown 

in the treated cells. In the next step, using nude mice implanted with RMG-1 cells, a 

decrease in tumor size was demonstrated in 4 of the 7 mice which were orally administered 

with everolimus. As a result, it was suggested that everolimus administration would be 

helpful as an anti-tumor therapy for CCA not only via down-regulation of p-mTOR but also 

degradation of HIF-1α by VHL and induction of apoptosis by cleaved caspase-3. 
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１．研究開始当初の背景 
低酸素誘導性因子 Hypoxia-Inducible 

Factor-1(HIF-1)は低酸素状況に応じて，血

管新生因子である Vascular Endothelial 

Growth factor(VEGF)やグルコースの能動輸

送に関わる Glucose Transpotor-1(GLUT-1)，

あ る い は 赤 血 球 増 生 を 促 す

Erythropoietin(EPO)などを誘導し個々の微

小環境への適応を図っている． 

これまで我々は，「甲状腺腫瘍を対象にし

た GLUT-1 の発現解析」に端を発して「卵巣

腫瘍における HIF-1αとその関連因子の発現

に着目した解析」を行ってきた．GLUT-1 は，

悪性腫瘍とりわけ乳頭癌において高度に発

現することが認められ，臓器外進展とリンパ

節転移にも密接に関わっていることを報告

した．一方，上皮性卵巣腫瘍では，GLUT-1 の

発現が HIF-1αによって概ね制御されており，

これらの発現は乳頭状増殖を特徴とする漿

液性腺癌および明細胞腺癌で顕著であるこ

とが明らかにした．さらに HIF-1αと GLUT-1

の発現は，腺腫・境界悪性・悪性へと腫瘍が

進展するにしたがって増強し，その程度が粘

液性腫瘍に比べて明らかに漿液性腫瘍で強

いことを証明した．以上の結果から，

HIF-1α・GLUT-1 の発現は，良悪のみと関連

するのではなく，組織型(腫瘍細胞の表現型)

や増殖動態(胞巣構築・極性・間質の多寡)に

強く影響を受けることが示唆された．さらに，

HIF-1αの定量的解析を行い，「明細胞腺癌で

は他の組織型よりも HIF-1α の発現量が多

い」，しかしながら「HIF-1αの発現と腫瘍の

大きさとの相関性は低い」，および「判定量

的評価と定量的解析結果がほぼ合致してい

ること」などを明らかにした． 

昨今では，「第 3 の免疫抑制剤として注目

されているマクロライド系抗生物質のラパ

マイシンに抗腫瘍効果がある」ことが明らか

にされ，米国では既にラパマイシンの誘導体

を用いた臨床治験での成果が発表されつつ

ある．これらの効果は，「低酸素下での

HIF-1α の活性化にはラパマイシン標的タン

パク mammalian target of rapamycin(mTOR)

が正の調節因子として機能していること」に

着目し，mTOR を阻害することで HIF-1αの抑

制作用を得られることに基づく．移植実験モ

デルでも，ラパマイシンによる血管内皮の増

生抑制が証明されている．我々が行った卵巣

明細胞癌再発株を用いた予備実験でも，ラパ

マイシンによって HIF-1α および VEGF の抑

制が確認された．これを基に，明細胞腺癌で

はリン酸化 mTOR(phosphorylated-mTOR，以下

p-mTOR) が優勢に発現していることを発見

し，さらにはラパマイシンの抗腫瘍効果を in 

vivo で証明した． 

 
２．研究の目的 
「研究当初の背景」で述べたように，我々

は HIF-1αの発現が卵巣明細胞腺癌では他の

組織型に比して優勢であり，HIF-1α が明細

胞腺癌の予後を規定する負の因子である可

能性を報告してきた． 

近年，この HIF-1α の発現制御に mTOR の

存在が報告され，実際に明細胞腺癌において

p-mTOR の発現亢進と mTOR-HIF-1 シグナル伝

達の活性化が推察された．このような状況に

鑑みて，「mTOR を標的とした明細胞腺癌およ

び他の卵巣癌患者への新たな治療法の確立，

および適応患者（腫瘍）選別の実現化」に向

けて分子病理学的側面から実験を計画，遂行

した． 

 

３．研究の方法 
A. 卵巣腫瘍におけるPI3K-Akt-mTOR-HIF-1

シグナル伝達経路の発現解析 

根治を目的に外科的に切除された卵巣腫

瘍の摘出検体を用い，1 次抗体として

anti-HIF-1α，anti-GLUT-1， anti-VEGF，

anti-VHL ， anti-Rac1 ， anti-mTOR, 

anti-p-mTOR抗体, またmTORのエフェクター

因子であるといわれている4E-BP1, p-4E-BP1

抗体，mTOR の上流に位置する PI3K-Akt シグ

ナル伝達経路の解析として anti-Akt, 

anti-phospho-Akt 抗体を用いて酵素抗体間

接法により免疫組織化学を施行した．これら

の因子の発現を半定量的に陽性率で示し，腫

瘍組織型，治療のプロトコール別に統計学的

処理を加え，これらの因子の発現と予後，転

帰との相関について解析した．また，症例に

よっては化学療法前後での発現変化につい

ても同時に解析を行い，薬剤がもたらす腫瘍

細胞の viabilityとの関連性についても解析

を行った． 

上記と同様に手術材料から採取した組織

を重量測定後に×1 Sample buffer を加えホ

モジナイズし，各サンプルの濃度を定量し均

一化した後に各サンプル量の 6%量のメルカ

プトエタノールを添加，95℃で 5分間煮沸し

たものをサンプルとした．各サンプルについ

て 10%SDS-ポリアクリドアミドゲル電気泳動

を行い，メタノールで前処理された PVDF 膜

に転写し，1-a で用いた 1 次抗体および 2 次

抗体にはヒストファイン SAB-PO キットを用

い Immunoblotting を行った．検出感度向上

のために ABC Kit(Vector 社)を用い，その後

1-a 同様に DAB を用いて各バンドを検出し，



 

 

定量的に各分子の発現量について解析した． 

新 鮮 手 術 材 料 か ら そ の 一 部 を

1×Hypotonic bufferを加えてホモジナイズ

した．氷中でのincubationと遠心を2回繰り

返し，細胞質分画を取り除き，その後pellet

として残った核分画をLysis bufferに溶解さ

せ，腫瘍組織から核分画のみを抽出した

(Nuclear extract kit：Active Motif社)．

得られた核抽出物をLysis bufferを用いて濃

度が均一になるように調整する(DC Protein 

assay kit：Bio-Rad社)．その後，低酸素に

応答するDNAエレメントであるHREs配列を含

むオリゴヌクレオチドのコートされた96 

wells micro plateに抽出した核分画を加え1

時 間 室 温 で 反 応 さ せ た 後 , 1 次 抗 体

（anti-HIF-1α）を1時間室温反応，2次抗体

(anti-mouse IgG-HRP)を反応させ，Develop 

soulution(ATBS)を用い発色させた．その後

プレートリーダーを用い吸光度測定(450nm)

を行い，活性型HIF-1を定量的に検出した． 

現在までに HIF-1の発現が細胞における低

酸素マーカーとして注目されてきたが，果た

して低酸素領域と HIF-1の発現が相関するか

検討を行った．今回用いたHypoxiprobe-1 Kit 

for the Detection of Tissue Hypoxia 

(CHEMICON 社)は低酸素状態の細胞でタンパ

ク質内のチオール基とアダクトを形成する

ことから低酸素領域を正確に同定できるも

のである．組織と Hypoxiprobe-1を反応させ，

反応後に anti-Hypoxiprobe-1(CHEMICON 社)

を用いて，免疫組織化学的手法により腫瘍組

織の低酸素領域と HIF-1の発現の相関につい

て検討した． 

B. in vitro における mTOR-HIF-1 シグナル伝

達経路抑制をターゲットにした治療薬開発

への基礎的解析 

5種類の明細胞腺癌培養株(w3uF, HUOCA-Ⅱ, 

RMG-1, HAC-2, OVISE)と control として薬剤

感受性の高い漿液性腺癌培養株(HTOA, HUOA)

を既に継代培養し，維持している．また手術

検体からの各種腫瘍の初代培養の確立を行

ってきた． 

各薬剤の腫瘍増殖抑制作用は，生細胞のミ

トコンドリアに局在するコハク酸脱水素酵

素によるテトラゾリウム塩還元能を指標と

する XTT 法(改良型 MTT 法)を用いて検討した．

各細胞株5x103個を96 well plateに播種し，

5%CO2/95%air 下，37℃で 18 時間培養後，調整

した薬剤含有培地に交換して 72 時間更に培

養した．培養後に XTT 試薬含有培地で 4時間

培養後にマイクロプレートリーダーにて吸

光度 450nm/対照波長 650nm を測定し，各薬剤

の単剤，多剤での阻害率(IR)を IR(%)=(Ac:

溶媒対照群の吸光度-At:薬剤添加群の吸光

度)/Ac×100 にて算出後 50%阻害した薬剤濃

度(Ic50 値)を求め薬剤の効果について評価し

た． 

C. モデルマウスにおける腫瘍縮小効果と病

理学的解析による治療への応用性への検討 

上記 5種類の明細胞腺癌培養株をヌードマ

ウス右背部皮下および腹腔に 2x106 個を移植

し，腫瘍体積が約 100mm3 に到達した時点で，

各群の腫瘍体積の母平均に差が生じないよ

うに各群に割り付け，Everolimus および

Everolimus と各薬剤の組み合わせで投与を

開始した．投与開始より週 2回の体重測定お

よび腫瘍体積を測定した．腫瘍体積(V)，腫

瘍の長径(L)，短径(W)，厚み(H)を計測し，

V=L×W×H/2 の近似式により算出をした．

Everolimus および各薬剤の投与量について

は他の癌種での最大投与量(MTD)と抗腫瘍効

果を参考にした．Everolimus については，

15mg/kg/day を最高投与量とした公比 1.5 の

4 群で設定した．抗腫瘍効果の評価には各投

与群において実験期間中死亡例を認めず，平

均体重を20%以上低下させないMTDを規定し，

MTD 以下の用量について抗腫瘍効果を判定し

た． 

薬剤投与後に各マウスの頭部を含む全身

について剖検を施行し，腫瘍縮小効果および

転移巣の探索，薬剤による各臓器への影響に

ついて病理学的および血液生化学的な解析

を加えた．また，腫瘍細胞における各因子の

発現変化について上記 4同様の抗体，プライ

マー等を用いるのと同時に血管新生の抑制

について蛍光造影剤を用いた 3D 共焦点レー

ザー顕微鏡による観察を行い，Everolimus が

与える各因子への影響および血管新生の変

化について詳細な解析を加えた． 

 

４．研究成果 

卵巣上皮性悪性腫瘍のなかでも従来の抗

癌剤に抵抗性が高く，予後が不良で，かつ日

本人に多いとされる明細胞腺癌を，「HIF-1α

と関連分子の発現」において特徴付けられた

ことは，今後の治療戦略の切り口になり得る

と思われる．in vitro での検討・動物移植腫

瘍片での解析結果は，実際，ラパマイシンが

明細胞腺癌においても有効な薬剤であり得

ることを示唆している．先述のように，ラパ

マイシンの抗腫瘍効果を期待して，既に幾つ

かの固形腫瘍を対象にした臨床治験が米国

を中心に行われ，その成果が認められている．

本邦でも卵巣腫瘍をターゲットとした臨床

試験へのアプローチが既に準備段階に入っ

ている．本研究が少なくとも，その具体化の



 

 

入り口の部分で incentiveの役割を果たした

ことは評価に値する．本来，癌の治療戦略は

個々の特徴に根ざして立てられるべきであ

り，今後，本研究継続のための機会がさらに

与えられてことで，24～26 年度においても本

質的にはこれまでの命題を追求すべく，治療

の観点からみた卵巣癌の特徴付け：低酸素関

連因子の発現に基づいた治療の個別化に取

り組んでいく． 
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