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研究成果の概要（和文）：Napsin Aは末梢型肺腺癌のマーカーとして知られているが、女性生殖器より発生する
明細胞癌においても高発現する。しかし明細胞癌においてNapsin Aが発現する機序は不明である。本研究では、
NAPSA遺伝子活性化に関与しうる転写因子4種類（A，B，C, D）の遺伝子導入が形質変化に及ぼす影響を解析し
た。結果、候補転写因子D導入株および、転写因子CとDを共発現させた細胞株において、Napsin Aの発現亢進傾
向がみられた。これらが卵巣明細胞癌におけるNapsin Aの発現に与える影響は限定的かもしれないが、Napsin A
発現に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Napsin A is known as a marker for peripheral-type lung adenocarcinoma, but 
it is also frequently expressed in clear cell carcinoma of the ovary and endometrium. However, the 
mechanism of Napsin A expression in clear cell carcinoma remains unresolved. In this study, we 
analyzed transactivators that may be involved in NAPSA gene activation, focusing upon four kinds of 
transcription factors (A, B, C, and D). As a result, Napsin A expression tended to be increased by 
transcription factor D and by co-expression of two kinds of transcription factors C and D. This 
study could provide valuable insights in tumorigenesis of ovarian clear cell carcinoma. 

研究分野：病理学、婦人科腫瘍、卵巣腫瘍

キーワード： 卵巣癌　明細胞癌　Napsin A　転写因子解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣明細胞癌は本邦において多く見られ、化学療法に対する感受性が低いことから進行例は予後不良な腫瘍であ
る。卵巣明細胞癌においてNapsin Aが高発現していることは広く知られるところとなったが、その発現機序はい
まだ明らかにされておらず、本研究成果はその解明に一歩近づいたと言える。卵巣癌において明細胞癌に比較的
特異的に発現するNapsin Aの発現機序の一端を明らかにした本研究成果は、腫瘍発生メカニズムの解明に繋がる
ものと思われる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
1． 研究開始当初の背景 
 
 卵巣癌の罹患者数、死亡者数は近年増加傾向にあり、本邦では欧米諸国と比して明細胞癌の占
める割合が高い。明細胞癌は高異型度腺癌であり化学療法の感受性が低く、特に進行期症例では
予後不良な組織型である。卵巣明細胞癌の発生機序については、その 50～70％に子宮内膜症が
関連していること、免疫組織学的に HNF-1β陽性を示すこと、分子病理学的には ARID1A や
PIK3CA変異例が多いことなどが知られているが、いまだ不明な点も多い。研究代表者は、卵巣
および子宮内膜から発生する明細胞癌において、Napsin Aが高頻度に発現していることを免疫
組織学的に明らかにし 1)、その後も同様の報告が多数なされ、今日の病理診断においてNapsin 
Aは明細胞癌の診断に有用なマーカーとして認知されるに至っている。 

Napsin A は、肺胞サーファクタント蛋白の成熟に関与するアスパラギン酸プロテアーゼで、
II 型肺胞上皮細胞の細胞質内において肺サーファクタント蛋白 B の前駆体を切断する機能を有
しており、末梢型肺腺癌においても高率に発現していることから、肺腺癌の病理診断マーカーの
一つとして用いられている。一般に病理診断マーカーとして使用される分子は、腫瘍の発生母地
とされる細胞において特異的に発現している。正常組織におけるNapsin Aの局在は、II型肺胞
上皮や腎尿細管に限定されており、末梢気道上皮の形質を有する肺腺癌細胞や、尿細管の形質を
有する腎細胞癌における Napsin Aの発現は reasonableである。一方、正常卵巣組織や子宮内
膜組織にはNapsin Aを発現する細胞は認めないことから、卵巣・子宮内膜から発生する明細胞
癌にNapsin Aが発現していることは大きな疑問であり、その意義や発現機序についてはいまだ
不明のままである。卵巣明細胞癌におけるNapsin Aの発現機序を明らかにすることは、卵巣腫
瘍発生メカニズムの解明にも繋がると考え、本研究を行った。 
 
 
2．研究の目的 
 
本研究では、卵巣明細胞癌におけるNapsin A発現に関わる転写因子を同定し、Napsin Aの
発現機序と発現意義を分子病理学的に明らかにすることを目的とした。 
 
 
3．研究の方法 
 
 研究材料として、卵巣明細胞癌細胞株 8種（OVISE, OVTOKO, HAC-2, RMG-I, JHOC-5, JHOC-7, 
JHOC-8, JHOC-9）、卵巣類内膜癌細胞株 1種（OVK18#102）、肺腺癌細胞株 2種（H358, H441）を
用いた。肺組織および肺腺癌は Napsin A を発現することが知られているため、Napsin A の発現
機序を解析する本研究において、肺腺癌細胞株を比較解析に用いることは有用であると考えた。
これらの培養細胞から抽出したタンパク質、RNA などを用いて本研究を行った。 
 
(1) 培養細胞株における Napsin A 発現状態の検索 
① ウェスタンブロッティング法 
 培養細胞株から抽出したタンパク質を用いて、各培養細胞株における Napsin A の発現状態を
確認した。 
 
② Real-time PCR 法 
 培養細胞株から抽出した RNA より合成した cDNA を用いて、各培養細胞株における RNA レベル
での NAPSA（Napsin A の DNA および RNA）の発現状態を定量的に確認した。 
 
(2) Napsin A 発現に関与する転写活性部位の検索（プロモーター解析） 
 卵巣における NAPSA プロモーターの検索を目的とし、以下の手法を用いてプロモーター解析
を行った。データベースを用いた検討により、肺、腎臓、卵巣において Napsin A が発現される
場合に活性化される NAPSA プロモーターは同一であることを確認した上で、肺腺癌細胞株を用
いて作製した完全長の NAPSA プロモーターを鋳型として、鎖長の異なるプロモーター鎖を作製
した。作製したプロモーター鎖を、Napsin A の発現を認める卵巣明細胞癌株（JHOC-7, JHOC-9, 
OVISE）に導入し、NAPSA プロモーター鎖長の短縮に伴うプロモーター活性の変化を解析
（Luciferase assay）し、Napsin A の転写活性に重要な領域を検索した。 
 
(3) 候補転写因子の検索、および Napsin A 発現に及ぼす影響の解析 
① 候補転写因子の検索 
 NAPSA プロモーター発現に関与し得る転写因子について、プロモーター解析ソフト（Genomatix）
を用いて検索した。その結果とプロモーター解析の結果を合わせ、転写活性に重要と考えられる
領域に結合し得る候補転写因子を挙げた。 



 
② 候補転写因子発現ベクターの作製 
 上記①で明らかとなった候補転写因子 A, B, C を発現する、レトロウイルスベクターを作製
した。作製した発現ベクターを、Napsin A の発現がほとんど認められなかった卵巣癌細胞株
（OVTOKO, HAC-2, RMG-I, JHOC-5, OVK18#102）に遺伝子導入し、目的とする遺伝子を安定発現
する細胞株を樹立した。各候補転写因子を導入することにより、Napsin A 発現が誘導されるか
否か、Real-time PCR 法を用いて解析した。 
 軽度の Napsin A 発現亢進を認めた転写因子 C 導入株については、On-chip SPiS を用いて
single cell 化した細胞株も樹立して解析することで、より Napsin A の発現亢進が見られる細
胞株を得た。 
また、Real-time PCR法による検索で、すべての卵巣明細胞癌細胞株で発現しているのに対し、
卵巣類内膜癌細胞株ではほとんど発現を認めなかった候補転写因子 D についても発現ベクター
を作製し、卵巣類内膜癌細胞株へ遺伝子導入することで、Napsin A の発現を誘導するかを解析
した。さらに、候補転写因子 Cと Dをタンデムに配置した発現ベクターの作製および遺伝子導入
細胞株も作製し、併せて Napsin A 発現の変化を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 卵巣明細胞癌細胞株における Napsin A の発現 
 卵巣明細胞癌株 3種（JHOC-7, JHOC-9, OVISE）と肺腺癌細胞株（H441）において、ウェスタ
ンブロッティング法で Napsin A タンパク質の発現が、Real-time PCR 法で Napsin A の mRNA
（NAPSA）の発現が確認できた。卵巣明細胞癌株の Napsin A 発現は、肺腺癌細胞株と比して低か
った。 
 
(2) プロモーター解析による転写活性部位の検索 
 肺腺癌細胞株、卵巣明細胞癌株ともに、NAPSA プロモーターの上流域に重要な活性化領域の存
在が示唆された。中でも大きな変化が見られたプロモーター領域をさらに細分化し、転写活性に
より重要であると考えられる領域を検索した結果、図 1 に示す④と⑤の間に重要な転写活性化
領域の存在が示唆された。同部位には、候補転写因子の結合部位が存在することも確認した。 
 
図 1. NAPSA プロモーターの鎖長短縮に伴うプロモーター活性の変化（Luciferase assay） 

 

 
 
(3) Napsin A 発現変化に影響し得る候補転写因子の同定 
 候補転写因子 A, B, C を、Napsin A の発現がほとんど認められなかった卵巣癌細胞株 5種に
遺伝子導入し、Real-time PCR 法にて NAPSA 発現の変化を解析した。その結果、候補転写因子 A
を導入した細胞株のうち数種において、NAPSA 発現はわずかに低下していた。候補転写因子 B導
入株では、一定の傾向はつかめなかった。一方、候補転写因子 C を導入した細胞株のうち数種
で、軽度の NAPSA 発現亢進を認めた。類内膜癌細胞株（OVK18#102）を用いて行った、候補転写
因子 Dの導入および、候補転写因子 Cと D の共発現の結果、遺伝子導入前と比して 2～2.5 倍の
NAPSA 発現亢進が確認できた。以上の結果は、候補転写因子 A～C 単独導入株よりも高い発現亢
進傾向を示すものであった。 



 
 
図 2．卵巣癌細胞株に対する遺伝子導入による NAPSA 発現の変化（Real-time PCR 法） 

 
 
 肺腺癌細胞株と同程度となるような強力な転写活性化を引き起こす転写因子の発見には至っ
ていないため、卵巣明細胞癌における Napsin A の発現に与える影響は限定的かもしれないが、
これらの転写因子が Napsin A 発現に関与している可能性は示唆された。このことは、卵巣明細
胞癌において Napsin A が高発現する機序の解明に一歩近づいたと考える。今後は、NAPSA プロ
モーター領域への当該転写因子の局在および結合の確認、遺伝子導入により惹起される形態学
的変化の観察などを行い、研究を継続していく。 
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