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研究成果の概要（和文）：化学療法抵抗性の難治卵巣がんである明細胞癌において２次元培養細胞株を用いた実
験結果より、クロマチンリモデリング因子であるCHD4が白金製剤感受性を制御することを見出した。また明細胞
癌における発癌機構に深く関与するARID1Aの変異の有無によってスフィンゴ脂質の代謝に変動があることをバイ
オバンクデータおよびヒト臨床検体、培養細胞下部の基礎実験データから明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Based on the results of experiments using two-dimensional cultured cell 
lines in clear cell carcinoma, a poor prognostic histological type of ovarian cancer that is 
resistant to chemotherapy, we found that CHD4, a chromatin remodeling factor, controls sensitivity 
to platinum drugs. Furthermore, we found that sphingolipid metabolism varies depending on the 
presence or absence of mutations in ARID1A, which is deeply involved in the carcinogenic mechanism 
of clear cell carcinoma, based on biobank data, human clinical specimens, and basic experimental 
data on cultured cell samples.

研究分野：婦人科腫瘍学

キーワード： 卵巣癌　薬剤耐性　白金製剤　クロマチンリモデリング　メタボローム　セラミド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣癌細胞株を用いてZFHX4とCHD4のノックダウン実験によってシスプラチン感受性が亢進する現象を認めた。
現時点でクロマチンリモデリング機構の異常を標的とした治療薬は卵巣がんにおいて未開発であるが、転移能や
シスプラチン感受性を調節することを明らかにすることで、これまで治療抵抗性であった腫瘍の予後改善に寄与
すると考えられる。癌患者と健常者又、遺伝子型に応じてメタボロームプロファイルが異なることを見出したこ
とから、遺伝子型に応じた個別化治療につながると思われる。

※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 
卵巣がんは婦人科悪性腫瘍の中でも最も予後が悪く、本邦のがん登録では 4840 人が卵巣がんで
死亡しており、米国では年間 15500 人が卵巣がんで死亡している(Siegel R, A cancer journal 
for clinicians, 2012)。卵巣がんで最も頻度が高い組織型は漿液性癌(serous carcinoma: SC)
であり、明細胞癌(clear cell carcinoma: CCC)は希少な組織型と考えられてきたが、人種ごと
に卵巣癌における CCC の頻度をみたところアジア人で 11.1%、白色人種で 4.8%、黒色人種で
3.1%(Chan JK,Gynecol Oncol, 2008)であり、日本人では卵巣がんの 25%が CCC である(Okamoto 
A, IGCS, 2014)。日本人において CCC は比較的多い組織型であり、薬物治療に抵抗性があること
が本邦から報告されている(Sugiyama T, Cancer, 2000)。CCC は SC と比較し、卵巣癌の標準治
療であるプラチナ・タキサン療法に対する感受性が低く、III/IV 期の CCC の生存期間の中央値
は SC と比較し有意に低い(del Carmen MG, Gynecol Oncol, 2012)。 そこで、CCC の治療を改善
する取り組みがなされてきたが、殺細胞性薬剤のみによる治療成績の改善は限界に達しており、
CCC に対する有効な標的分子を発見することが、CCC の治療成績を改善する上で重要と考えられ
る。 
我々は先行研究で CCC の臨床検体に全エクソーム解析を行い、進行度と転写因子 ZFHX4 の体細
胞変異との間に相関を認めた（Shibuya Y and Tokunaga H, et al, Genes Chromosomes Cancer, 
2018）。ZFHX4 の機能については不明な点が多いが、神経膠芽腫においてクロマチンリモデリン
グに関わる CHD4 遺伝子の役割を制御して腫瘍細胞の分化に影響を与えることが報告されている
(Chundnovsky Y, Cell reports, 2014)。Qing らは ZFHX4 の変異は中国人の食道がん患者の予
後不良群と相関があることを報告している(Qing T, Scientific reports, 2017)。CCC の発症に
は癌抑制遺伝子 ARID1A の変異が深く寄与している。ARID1A の機能低下により PI3K/mTOR 経路の
シグナル亢進することで腫瘍の増殖に寄与していると考えられ、mTOR inhibitor がキードラッ
グになりうる可能性があった。ところが、mTOR inhibitor を用いた第 III 相臨床試験により、
卵巣 CCC に対する有効性は否定されたており、新たな治療標的因子の探索が依然求められてい
る(Kwan et al. AACR 2015)。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは OCCC における ZFHX4 の体細胞変異が癌の播種・転移を促進する可能性を示して
おり、海外の報告では膠芽腫や食道癌において ZFHX4 の体細胞変異や活性化を認める症例は生
命予後が悪いことが報告されている。(Chundnovsky Y, Cell reports, 2014, Qing T, 
Scientific reports, 2017)。ZFHX4 の機能に関しては解明されていない点が多いが、CHD4 の発
現を促進する転写因子であり(Chundnovsky Y, Cell reports, 2014)、CHD4 と直接結合し転写を
共調節することがわかっている。CHD4 の阻害により急性骨髄性白血病の治療効果が改善したと
いう報告（Sperlazza J, Blood, 2015）があり、CHD4 が新規の治療標的として注目されつつあ
る。 
卵巣癌細胞株を用いて ZFHX4 と CHD4 のノックダウン実験によってシスプラチン感受性が亢進す
る現象を認めた。現時点でクロマチンリモデリング 機構の異常を標的とした治療薬は卵巣がん
において未開発であるが、転移能やシスプラチン感受性を調節することを明らかにすることで、
これまで治療抵抗性であった腫瘍の予後改善に寄与すると考えられる。 

 
３．研究の方法 
ZFHX4,CHD4 によるがん幹細胞化の維持、プラチナ感受性制御機構の解明 
先行実験において、CHD4 のプラチナ感受性の制御は、細胞膜上の ATP 依存性トランスポーター
（MDR1）の発現を介していることを示唆する知見を得た。本研究では、MDR1 の発現調節の具体
的機序を明らかにする。 
 
（1）オルガノイドモデルを用いた ZFHX4, CHD4 の抑制実験 
細胞の足場となるマトリゲルを用い、卵巣癌細胞株によるオルガノイドを作成する。3次元培養
であるオルガノイドはがん幹細胞の性質を保持しているため、生体に近い薬剤反応性を示す。オ
ルガノイドモデルに対し、siRNA を用いて ZFHX4, CHD4 を抑制し、オルガノイド形成能およびシ
スプラチン感受性、MDR１タンパクの発現の変化を観察する。 
 
（2）ChIP-seq を用いた ZFHX4/CHD4 の標的遺伝子発現制御機構の解明 
ZFHX4 は CHD4 と結合することで、転写因子複合体として共通の遺伝子発現制御に関わる可能性
が示唆される。本研究では ZFHX4 および CHD4 抗体による Chip-Seq を行い、ZFHX4 と CHD4 が協
調して発現調節している遺伝子領域を抽出する。ZFHX4 にアミノ酸変異を伴う変異を持つ卵巣癌
細胞株である A2780 とその他の卵巣癌細胞株をオルガノイド培養したうえで比較し、ZFHX4 の遺
伝子変異による、SOX2 や OCT4 といったがん幹細胞関連遺伝子へ ZFHX4 と CHD4 の転写活性を比
較する。また、MDR1 の発現調節を直接制御しているか、何らかの分子を介して間接的に制御し
ているかを明らかにし、ZFHX4/CHD4 を直接阻害するよりも効果的なプラチナ感受性制御因子の



同定あるいは、同時に阻害することで効果を増強する因子を探索する。 
 
（3）オルガノイドモデルに対する CHD4 阻害剤の作用 
現時点で ZFHX4 阻害剤は未だ開発されていないが、世界初の CHD4 阻害剤である ED2-AD101 を卵
巣癌細胞株および患者由来オルガノイドモデルに使用し、シスプラチン感受性の変化、およびオ
ルガノイド形成能の変化を観察する。 
 
（4）卵巣がん患者の治療前後の血漿を用いたメタボローム解析 
630 種の代謝産物の同時絶対定量が可能な MxP Quant 500 Kit を用い、東北メディカル・メガバ
ンク機構（ToMMo）にて液体クロマトグラフ-質量分析装置で測定する。得られた各代謝物濃度を
変数とした多変量解析を行い、代謝変化の背後に関わる分子の探索を行い、濃度が有意に変動し
ている代謝物を抽出する。メタボローム解析によって、糖、アミノ酸、脂質、代謝産物などが含
まれている生体内の代謝プロファイリングを構築し、治療標的及びバイオマーカーの探索を行
う。同時に ToMMo に集積されている数万人規模の住民コホートから得られたメタボローム解析
データより、卵巣がん患者と年齢、身長、体重などの背景をマッチさせた健常者集団のデータを
抽出し、それら２群間でのデータ比較解析を行う。 
 
４．研究成果 
初年度は、研究の基盤の系となるオルガノイドモデルの樹立に注力した。２次元培養系のデータ
を論文として公開した。CGA で公開されているデータを参照すると、ZFHX4 および CHD4 の遺伝子
発現量は予後と相関することが判明した。（図１ Oyama Y and Tokunaga H, et al, PLoS One, 
2021）。卵巣癌細胞株において CHD4 阻害剤が細胞膜上の ATP 依存性トランスポーター（MDR1）を
介してシスプラチン感受性を亢進することを明らかとした（図 2 Oyama Y and Tokunaga H, et 
al, PLoS One, 2021）。また、CHD4 をノックダウンすることにより、白金感受性が亢進し、CHD4

阻害剤により、同様の効果が発現することを明ら
かとした（図 3 Oyama Y and Tokunaga H, et al, 
PLoS One, 2021）。 

 
 

R3-4 年度は卵巣がん細胞株および患者由来
の腫瘍摘出検体由来のオルガノイド作成を
計画していた。比較検討のため細胞培養条件
を可能な限り同条件とする実験系の樹立を
試みたが、臨床検体オルガノイドの樹立がで
きなかった。 
R5 年度は臨床検体および２次元培養細胞株
を用いて網羅的メタボローム解析を行った。
卵巣がん患者から摘出した腫瘍組織、治療前
後の採血検体を用いてメタボローム解析を
行った。東北メディカルメガバンク（ToMMo）
に保管されている一般住民コホート検体か
ら得られたメタボローム解析結果と比較し、
卵巣がん患者と健常人とでは発現する代謝
物プロファイルが異なることを見出した。さ
らにキヌレニン・トリプトファン比が化学療
法抵抗性および予後を予測するマーカーとなりうることを見出した。また細胞株を用いた検証
実験におけるメタボローム解析より、ARID1A 変異の有無によりスフィンゴ脂質代謝が変動する
ことがわかり、セラミド代謝酵素の発現に影響することがわかった。これによりセラミド脂質代
謝経路が ARID1A 変異卵巣がん選択的な治療標的となる可能性が示唆された。バイオバンクで収
集したヒト臨床検体を用いた研究と、培養細胞株実験の２方向からのアプローチにより、卵巣が
んとセラミドという新たな治療標的につながる知見を獲得するに至った。 
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