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研究成果の概要（和文）：白金製剤耐性の再発卵巣癌の key drug であるトポテカンの白金製剤

感受性獲得メカニズムはシスプラチンによりリン酸化された Akt がトポテカンにより解除され

ることによるものであることを in vitro および in vivo を用いて解明した。さらに白金耐性卵

巣癌細胞株におけるシスプラチン添加により引き起こされる血管新生反応のメカニズムは Akt

の下流にあるHIF-1がVEGFのプロモータ領域に結合し血管新生が引き起こされていることを

解明した。  
 

研究成果の概要（英文）： We revealed the mechanism that Topotecan reacquire the effect 

of cisplatin in platinum resistance ovarian cancer. Furthermore we revealed the mechanism 

of angiogenesis by cisplatin in platinum resistance ovarian cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は初回腫瘍減量術と術後化学療法が
基本的治療であるが、生存率が最も低い婦人
科癌である。その理由として、当初抗がん剤
に感受性を示していても次第に耐性を示す
場合が多いことが考えられる。1st line の key 
drug である白金製剤耐性の再発卵巣癌は一
時期抗癌剤治療により寛解してもすぐに再
増殖や転移をみることが多い。この様な難治
性卵巣癌の治療として、トポテカンドキシ

ルジェムシタビンが欧米では使用されてい
るが、本邦ではまだ認可されていない。本邦
でも認可されているイリノテカンは、トポテ
カンと同様にカンプトテシン誘導体であり、
白金製剤耐性の再発卵巣癌に対する治療効
果が期待される。しかしながら、トポテカン
も含めドキシルジェムシタビンがなぜ白金
製剤耐性の再発卵巣癌に効果が期待される
のかの科学的なメカニズムは全く不明であ
る。我々は、卵巣癌において、白金製剤であ
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るシスプラチ
ンの耐性化機
構に生存シグ
ナ ル で あ る
ERK 経 路
(Ref.1)と Akt
経 路 （ Ref. 
2,3）およびそ
の下流にあり
薬剤耐性化の
みならず、が
んの浸潤転

移に関与する転写因子 nuclear factor κB 
(NFκB)（Ref.4,5）が関与し、それらの分子
をブロックすればシスプラチンの感受性が
増強することを in vitro および in vivo にお
いて明らかにしてきた(Ref.6)（図 1）。すなわ
ち、卵巣癌の薬剤耐性化に対する分子標的治
療として、シスプラチンの耐性化に関与する
Akt および ERK 両経路をブロックする事は
極めて重要でその効果が期待される。近年、
トポテカンが肺癌において、Akt 経路をブロ
ックすることが報告された（Ref.7）。すなわ
ち、トポテカンが白金製剤耐性の主要な経路
である Akt 経路をブロックすることにより、
耐性解除につながることが期待される。我々
は、DNA マイクロアレイには遺伝子のプロ
モーター領域を含んでいないため、それを進
化させたプロモーターマイクロアレイを開
発し、シスプラチンにより誘導される JNK
の標的遺伝子解析に成功し（Ref.8）、特許を
得ている。本研究では、その技術を応用し
（Ref.9）、トポテカンの白金製剤感受性獲得
メカニズムをプロモーターマイクロアレイ
を用い解析したい。また、卵巣癌を含む固形
癌は、腫瘍および転移病巣から分泌されるサ
イトカイン類により栄養血管が形成される
が、その血管新生メカニズムの主要な因子で
ある VEGF は Akt 経路の標的遺伝子である
（図 1）ので、トポテカンの白金製剤により
引き起こされる血管新生反応への影響をも
解明したい。 
 
２．研究の目的 
我々はシスプラチン耐性卵巣癌にシスプラ
チンを添加すると細胞内での VEGF 発現が
増加し、血管新生反応が引き起こされる可能
性があることを基礎実験にて確認している。
そしてトポテカンは Akt、ERK 経路の下流に
あ る 転 写 因 子 hypoxia-inducible factor 
(HIF)-1αを制御し VEGF 発現を抑制するこ
とも示唆された。VEGF は腫瘍細胞より産生
され、局所の血管新生に重要な分子のひとつ
である（図１）。よって、シスプラチン耐性
卵巣癌のトポテカンによる耐性解除のメカ
ニズムを解析するとともに、シスプラチンに
より増強した血管新生反応がトポテカンに

より抑制されるメカニズムを明らかにした
い。さらに複数の卵巣癌種と複数の抗癌剤に
おいても同様に検討し、Akt/ERK の活性化の
違い、HIF-1α/VEGF の発現の違いによる抗
癌剤耐性メカニズムと耐性解除メカニズム
を明らかにし、患者を個別化したオーダーメ
イド治療の確立に貢献したい。 
②-2 プロモーターマイクロアレイを用いた
シスプラチン耐性遺伝子の検索  
さらにシスプラチン耐性化に関与する転写
因子を含む標的遺伝子を解析する。Akt 下流
の転写因子 NFκB, HIF-1α, ERK 下流の転
写因子 AP-1 蛋白の結合部位を含むプロモー
ターマイクロアレイを作成し、シスプラチン
により発現が誘導され耐性化に関与する遺
伝子を同定し、トポテカンによりその発現誘
導が抑制されシスプラチンの感受性が増強
するか否かを解析する。 
②-3 解析された標的遺伝子の in vitro およ
び in vivo における検証 
シスプラチン耐性卵巣癌細胞株を用いて、シ
スプラチン耐性化遺伝子の発現がシスプラ
チンにより増加し、トポテカンにより抑制さ
れるか否かを real-time PCR にて確認する。
さらにシスプラチン耐性化遺伝子の siRNA
を遺伝子導入し発現を抑制することにより
シスプラチン耐性が解除され感受性を獲得
するか否かをMTS assayにて検討する。 次
にシスプラチン耐性化遺伝子をクローニン
グしたアデノウイルス発現ベクターを作成
し、そのベクターをシスプラチン感受性卵巣
癌モデルマウスに腹腔内投与しシスプラチ
ン耐性を示すか否かを検討する。 逆にシス
プラチン耐性化遺伝子の siRNA を含むアデ
ノウイルス発現ベクターを作成し、シスプラ
チン耐性卵巣癌モデルマウスに腹腔内投与
し、感受性を再獲得するか否かを検討する。
以上のモデルマウスより摘出した腫瘍のパ
ラフィン切片を作成し、Akt,ERK のリン酸化
や、VEGF の発現レベルの検討そして血管新
生の分布を免疫染色し、シスプラチン耐性
感受性の評価を総合的に確認する。 
③本研究の意義   
トポテカンが転写因子 HIF-1αを抑制するこ
とは、グリオーマや神経芽細胞腫で報告され
ているが、卵巣癌での報告はなく、特にシス
プラチン耐性癌の耐性解除メカニズムを検
討した報告は全くない。細胞株を用いた in 
vitro 実験と、ヌードマウスを用いた in vivo
実験により、シスプラチン耐性卵巣癌と感受
性卵巣癌両者における、トポテカン添加後の
細胞内シグナル伝達の相違を明らかにし、耐
性化メカニズムと耐性解除感受性獲得メカ
ニズムを解明したい。そして腫瘍内の血管新
生制御にも着目し、抗がん剤の殺細胞効果の
みならず腫瘍周囲環境への影響を検討し解
明していくことは、分子標的治療を開発する



 

 

上で大きな手がかりとなるはずである。 
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３．研究の方法 
① トポテカンの Akt/ERK 両経路への影響 
1) シスプラチン耐性ヒト卵巣癌細胞株
Caov-3 細胞(Hayakawa J, Ohmichi M, Tanabe 
(Kimura) A  et. al. J. Biol.Chem. 1999 
274: 31648)、RMG-1,Skov-3,およびシスプラ
チン感受性株 A2780にシスプラチンを添加し、
Akt および ERK 両経路への影響を、Akt およ
び ERK のリン酸化を認識する抗体を用いた
Western Blotting 法にて確かめる。（担当 
佐々木、田辺、金村） 
2) トポテカン添加によりシスプラチンによ
る Akt および ERK のリン酸化が抑制されるか
否かを検討する。（担当 佐々木、大道） 
3) トポテカン添加によりそれぞれの細胞に
おいてシスプラチンによる耐性が解除され,
感受性を取り戻すか否かをMTSを用いたCell 
viability assay にて検討する。 
② トポテカンのAkt/ERK-HIF-1α-VEGF経路
への影響 
1) Caov-3, RMG-1, Skov-3、および A2780 に
シスプラチンを添加し、腫瘍より VEGF 産生
が上昇するかどうかを real time PCR 法によ
り mRNA 量を、Western blotting 法により蛋
白量を、ELISA 法により培地中に分泌された
VEGF 蛋白量を定量する。 
2) トポテカン添加によりシスプラチンによ
る VEGF 産生増加が抑制されるかどうかを検
討する。 
3) シスプラチンによる VEGF 発現増加が
Akt/ERK-HIF-1αを介しているかどうかは、
HIF-1 αの siRNA の遺伝子導入、Akt,ERK,mTOR
の抑制剤を添加することにより検討する。 
4) HIF-1 αのVEGF転写活性への影響を見るた
めに、VEGF のプロモーターを有する
luciferase reportor 遺伝子を導入し、

luciferase assay にて検討する。 
③ In vivoにおけるトポテカンの薬剤感受性
に対する効果の検討 
1) 5~7 週令のメスヌードマウスの腹腔内に
Caov-3, RMG-1, Skov-3 細胞を注入しマウス
卵巣癌モデルを作成する（Mabuchi S, 
Ohmichi M et al. J. Biol. Chem. 2004 279: 
23477, Mabuchi S, Ohmichi M et al. Clin. 
Cancer Res. 2004 10: 7645）。（担当 佐々
木、金村） 
2) 投与２週間して腫瘍が形成された後に、
①vehicle (PBS) ②トポテカン (2 mg/kg) 
③シスプラチン (5 mg/kg) ➃シスプラチン
(5 mg/kg) + トポテカン(2 mg/kg)を週 1回
４週間腹腔内投与する。その間、腹囲と体重
を週２回測定する。その後炭酸ガスにて安楽
死させ開腹し、腹水量および腫瘍の大きさを
計測する。腫瘍は 4% paraformaldehyde で固
定し、パラフィン切片を作成し、TUNEL 法に
てアポトーシスを定量化する。血清中の VEGF
濃度は ELISA 法にて定量する。 またトポテ
カンにより Akt および ERK のリン酸化が抑制
されていることを、Akt および ERK のリン酸
化特異的抗体を用いた免疫組織染色にて確
認する。また、トポテカンにより血管新生が
抑制されていることを、血管内皮細胞に特異
的な CD34 抗体を用いた免疫組織染色にて確
認する 
3) それぞれのマウス卵巣癌モデルのシスプ
ラチンに対する感受性を、腫瘍の大きさ、腹
水量、アポトーシス細胞の割合にて評価確
認する。 
①プロモーターマイクロアレイの作成 
1) 1～1.5 kb 上流に HIF-1α, AP-1 蛋白およ
び NFκB の結合部位を含むプロモーターを有
する遺伝子をコンピューターリサーチする。
（担当 佐々木、大道） 
2) その中で、アポトーシス関連遺伝子など
の腫瘍関連の遺伝子のプロモーター領域を
PCR 法にて増幅、精製した後、ハイブリスラ
イド上にアレイプリンティングし、プロモー
ターマイクロチップを作成する（Hayakawa J, 
Mittal S, Wang Y, Korkmaz KS, Adamson E, 
English C, Ohmichi M et al. Molecular 
Cell 2004 16, 521）。 
② CHIP およびプロモーターマイクロアレイ
によるシスプラチン耐性化遺伝子解析 
1) シスプラチン耐性ヒト卵巣癌細胞株
Caov-3、RMG-1, Skov-3 細胞にシスプラチン
を添加し、HIF-1αや AP-1 を認識する抗体、
および NFκB は（inhibitor of NFκB (IκB)が
リン酸化されると核内に移行し転写活性が
亢進するので）IκB のリン酸化特異的抗体を
用い chromatin immuno-precipitation 
(CHIP)を施行することによって、細胞内で活
性化された HIF-1α, AP-1 および NFκB が結合
している DNA-protein complex 



 

 

(cross-linked DNA)を選択的に抽出する。そ
の後、cross-linking を解除し、活性化状態
の転写因子が結合している DNA (active DNA)
のみを精製抽出する。その DNA を蛍光色素 
(Cye-dye) にてラベルし、プロモーターマイ
クロチップ上でハイブリダイゼーションす
る。尚、positive control として CHIP を施
行しない DNA ゲノムを、negative control と
して non-immune rabbit IgG で CHIP を施行
した DNA を使う。 
2) Quality controlされた（positive control
が蛍光を発し、negative control が蛍光を発
しない）遺伝子のなかで、シスプラチン投与
群と無投与群をそれぞれ異なった色素
（Dye-3 と Dye-5）でラベルし、比較実験を
行い、HIF-1α, AP-1 およびリン酸化 IκB に結
合し、シスプラチンにより活性化されるシス
プラチン耐性化標的遺伝子を解析する。 
③ 解析されたシスプラチン耐性化遺伝子
の in vitro での確認 
1) 解析された遺伝子の発現がシスプラチン
にて誘導され、トポテカンにより抑制される
か否かを、腫瘍細胞株から RNA または蛋白を
抽出し、mRNA レベルは Quantitative PCR、
蛋白発現は Western Blotting 法にて確認す
る。 
2) さらに、シスプラチン耐性化遺伝子に対
する siRNA をデザイン作成し、Lipofectamin
法を用いてシスプラチン耐性卵巣癌 Caov-3、
RMG-1, Skov-3 細胞に遺伝子導入し、シスプ
ラチンに対する耐性性が解除され、感受性を
獲得するか否かを MTS assay にて検討する。 
④ 解析されたシスプラチン耐性化遺伝子
の in viｖo での確認 
1) 卵巣癌モデルマウスにおいても、シスプ
ラチン耐性化遺伝子を強発現するとシスプ
ラチン耐性となり、トポテカン投与によりシ
スプラチン感受性となるか否かを、シスプラ
チン耐性化遺伝子を pAd/CMV/V5-DESTにクロ
ーニングし、アデノウイスル発現ベクターを
作成する。 
2) 5～7 週齢のメスヌードマウスの腹腔内に
シスプラチン感受性 A2780 をそれぞれ 5X106

個移植し、腹腔内播種モデルを作成する
（Mabuchi S, Tanabe (Kimura) A, Ohmichi M 
et al. J. Biol. Chem. 2004 279: 23477）。
移植後 2週間して腫瘍が形成された後に①
vehicle(PBS)、②シスプラチン(5mg/kg)、③
シスプラチン＋シスプラチン耐性化遺伝子
アデノウイルスベクター、④シスプラチン＋
empty ウイルスベクターを週 1回 4週間腹腔
内投与する。その間、腹囲と体重を週 2回測
定する。その後、炭酸ガスで安楽死させ開腹
し、腹水量および腫瘍の大きさ、転移病巣の
総重量を測定する。腫瘍は 4% 
paraformaldehyde で固定し、パラフィン切片
を作成し、TUNEL 法にてアポトーシスを定量

化する。血清中の VEGF 濃度は ELISA 法にて
定量する。また Akt および ERK のリン酸化が
抑制されていることを、Akt および ERK のリ
ン酸化特異的抗体を用いた免疫組織染色に
て確認する。また、浸潤転移能を検討するた
めに、血管新生の程度を、血管内皮細胞に特
異的な CD34 抗体を用いた免疫組織染色にて
確認する。 
 
４．研究成果 
トポテカンの Akt/ERK両経路への影響および
In vivo におけるトポテカンの薬剤感受性に
対する効果の検討 
シ ス プ ラ チ ン 耐 性 ヒ ト 卵 巣 癌 細 胞 株
(Caov-3)にシスプラチンにトポテカンを同
時投与すると耐性が解除された。そのメカニ 
ズムとしてシスプラチンによる Aktのリン酸
化がトポテカンによりリン酸化が抑制され
ることを発見した（図 1、2）。 

 
さらに耐性卵巣癌細胞にシスプラチンを添
加すると HIF-1αが核内に移行し VEGF のプロ
モーターに結合し VEGF 発現が増加した。ト
ポテカン添加により VEGF が減少することよ
り耐性卵巣癌におけるシスプラチンおよび

トポテカンの血管
新生のメカニズム
の一つを解明した。
（図 3、4）。 
ヌードマウスにシ
スプラチン耐性卵
巣癌細胞株を注入
し卵巣癌モデルを
作成した上でシス
プラチンおよびト
ポテカンの抗腫瘍
効果を検討したと

ころトポテカンに
よりシスプラチン
の感受性が再獲得
されることが in 
vivo においても確
認できた（図 5、6）。
以上よりトポテカ 



 

 

 
ンによる薬剤感受性の再獲得のメカニズム
を総合的に解明した。上記の内容を論文に報
告 し た （ Cancer Biol Ther. 2010 Dec 
1;10(11):1137-46.）。 
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