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研究成果の概要（和文）：癌組織内の低酸素環境には治療抵抗性の癌幹細胞が維持されている可能性がある。我々は卵
巣癌細胞で低酸素環境下にHIF蛋白発現に伴って幹細胞因子・癌幹細胞マーカーが発現亢進していることを見出した。
また卵巣癌の場合はHIF2αを介していることが示唆された。更にHIF阻害薬TX-402によってHIF2αの発現と癌幹細胞が
抑制されることを見出した。
次いで卵巣癌細胞株によるスフェロイド(三次元低酸素モデル）を用いて、低酸素領域に幹細胞因子高発現細胞の出現
を確認した。TX-402処理によりこの癌幹細胞が死滅した。よってHIF阻害薬は腫瘍組織内部の癌幹細胞を死滅させ、治
療感受性を向上させる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In the solid tumor, the region away from the vasculatures are hypoxic and recent s
tudies have revealed that hypoxia inducible factor (HIF) increases the fraction of cancer stem cells (CSCs
).  TX-402, developed as a hypoxic cytotoxin, inhibited the expression of HIF.We supposed that TX-402 migh
t be a possible candidate as a molecular-targeted drug for ovarian cancer by inhibiting CSC expansion.  Hy
poxia induced the expression of HIF, stem cell factors, and putative CSC markers. Furthermore, TX-402 inhi
bited these stem cell factors and CSC markers, dose-dependently.  
Next, we constructed the spheroids of ovarian cancer cell line, as a 3D hypoxia model, in which the intern
al hypoxic region contained CSCs. These hypoxic regions containing CSCs was disappeared by the treatment w
ith TX-402.In conclusion, hypoxia might promote the expansion of CSCs, and TX-402 could be useful for ovar
ian cancer by inhibiting the hypoxia-induced CSC expansion.
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞が Hypoxia-inducible factor (HIF)

という転写因子を活性化し低酸素環境への

適応を図ることが明らかになってきた。そし

て VEGF をはじめとする遺伝子群の発現を誘

導して血管新生をおこし、酸素環境の改善を

図る。また低酸素環境下での効率よい ATP の

生成、低酸素からの癌細胞の回避（転移・浸

潤）などの重要な生物作用が HIF の制御遺伝

子に依存していることが分かってきた。癌組

織内の低酸素領域の癌細胞はこのように転

移能が亢進し化学療法・放射線療法に抵抗性

を示すことが知られている。これらの低酸素

環境下の癌細胞は脱分化しており、その性質

は現在注目されている癌幹細胞とかなり類

似するという知見が蓄積されつつある。癌幹

細胞は幹細胞に類似した特徴（自己複製能・

分化能:stemness）を持ち、造腫瘍性および

転移能が高く、抗がん剤抵抗性を示す。腫瘍

内の低酸素環境が“癌幹細胞 like な細胞”

のニッチになっていることは十分考えられ

る。 

 
２．研究の目的 
卵巣癌における抗がん剤抵抗性のメカニズ

ムとして、HIF による癌幹細胞（あるいは“癌

幹細胞 like な細胞”）の誘導が関与している

かどうかを検討し、もし関与があるなら HIF

阻害剤を用いて抗がん剤感受性改善を図る

ことを目的とする。 

３．研究の方法 
(1)卵巣癌の手術検体から Tissue Micro 

Array を作成 

手術時に採取され、保存された卵巣癌標本を

用いて Tissue Micro Array を作成する。そ

れぞれの検体についてはその患者の臨床情

報が患者のインフォームドコンセントのも

とにデータとして蓄積されている。 

(2)HIF-1α、HIF-2αの発現と抗がん剤感受

性・予後との関連について検討 

① (1)で準備した Tissue Micro Array を用

いて抗 HIF-1α、HIF-2α抗体で免疫染色

を行う。タンパク発現については、染色

強度、細胞比率を histoscore で判定す

る。 

② ①の結果とそれぞれの患者の進行期分

類、化学療法に対する反応、再発の有無、

生命予後について後方視的に検討する。 

(3)卵巣癌幹細胞マーカーの発現および予後

との関連について検討 

① Tissue Micro Array を用いて癌幹細胞

マーカー（CD133、CD44 あるいは ALDH1）

の抗体でそれぞれの発現を検討する。 

② また癌幹細胞の全体に占める割合と進

行期分類、化学療法に対する反応、再発

の有無、生命予後について後方視的に検

討する。 

(4)低酸素環境が HIF 発現を介して癌幹細胞

を誘導するか 

① 細 胞 株 と し て は serous type(SKOV3, 

Caov3), mucinous type (RMUG), clear 

cell type (RMG1, OVISE, KOC7C)を使用

する。 

② 1%酸素条件下で培養し幹細胞マーカー

による FACS で、20%酸素条件下と比較し

てマーカー陽性細胞数の変化を検討す

る。HIF 阻害剤（PX-478, acriflavine, 

TX402）あるいは siRNA 導入により HIF

活性を抑制してマーカー陽性細胞数の

変化を検討する 

③ 1%酸素条件下で培養したマーカー陽性

細胞で抗がん剤感受性実験を行う(陰性

細胞と比較)。主な抗癌剤（シスプラチ

ン、パクリタキセル、ドキソルビシン、

エトポシド、トポテカン、ドセタキセル）

との併用効果を、MTS assay（細胞増殖

抑制効果）もしくは Western Blotting

法による PARP の Clevage（アポトーシ

ス誘導の評価）にて評価する。 

④ ①～③の実験により低酸素により誘導

される“癌幹細胞 like な細胞”が癌幹



細胞かどうかを確認する。 

(5)卵巣癌におけるHIF 阻害剤の抗腫瘍効果

を検討 

① 卵巣癌細胞株を用いたスフェロイドを

作製し、このスフェロイドの中央部に低

酸素領域が形成される(三次元低酸素モ

デル）。この低酸素領域に出現する“癌

幹細胞 like な細胞”に対する HIF 阻害

剤の効果を検証する。 

② 5-7 週齢のメスヌードマウスの腹腔内に

卵巣明細胞癌細胞株を注入する。投与2 

週間して腫瘍が形成された後に、①

Control (PBS)、②HIF 阻害剤を5 週間投

与する。HIF 阻害剤は週2 回尾静脈を介

した静脈内投与とする。また研究2B にお

いて、mTOR 阻害剤が既存の抗癌剤の抗腫

瘍効果を増強する事を確認できれば、そ

の併用効果を同じくヌードマウスを用い

たin vivo の実験により検討する。 

③ 各治療法の抗腫瘍効果は各投与群におけ

る①腫瘍の大きさ、②腹水量、③腫瘍の

Ki-67抗体による免疫染色（細胞増殖抑制

効果）、④腫瘍のTunel 染色及びCleaved 

Caspase-3 抗体による免疫染色（アポト

ーシスの評価）、⑤腫瘍のCD31 抗体によ

る免疫染色および同標本からのMicro 

Vessel Density の算出（血管新生抑制効

果）により多角的に評価し、各治療法間

でその効果を比較検討し、HIF 阻害剤単

独、もしくは抗癌剤との併用効果を評価

する。 

４．研究成果 

(1) 卵巣癌の手術検体から Tissue Micro 

Array を作成した。 

(2) HIF1αの発現をヒストスコアで評価して、

生命予後との相関を調べたが統計学的に優

位な相関は認めなかった。HIF2αの発現増強

は患者の無増悪生存期間を短縮させる傾向

があった。 

(3) 癌幹細胞マーカー（CD133、CD44 あるい

は ALDH1）について、発現を検討した。その

結果卵巣癌全体としては、それぞれのマーカ

ー高発現群と低発現群とで予後に差はなか

った。ただし明細胞癌に限ってみると ALDH1

高発現群と低発現群で有意に高発現群のほ

うが予後不良（無増悪生存期間）であった。 

(4) 卵巣癌細胞株において低酸素環境下で

HIF１α、HIF2αの発現が亢進していること

を観察した。また HIF の発現に伴って幹細胞

因子(oct3/4, nanog, lin28, sox2)や癌幹細

胞マーカー（CD133、CD44）が発現亢進して

いた。また siRNA によって HIF１α、HIF2α

それぞれの発現を抑制すると、HIF2αの発現

抑制特異的に癌幹細胞因子・マーカーの発現

が抑制されていた。つまり卵巣がんにおける

低酸素微小環境での癌幹細胞発現誘導は

HIF2αを介したものであることが示唆され

た。さらに低酸素細胞毒TX-402によってHIF2

αの発現抑制を介して癌幹細胞増殖が抑制

されることを見出した。 

(5) 卵巣癌細胞株を用いたスフェロイド(三

次元低酸素モデル）の中央部は低酸素領域と

なってoct3/4高発現細胞が出現する。TX-402

で処理するとこのスフェロイドは増殖が抑

制され中央部の低酸素領域の細胞が死滅し

ている。同時に oct3/4 高発現細胞が消失し

ていた。 

次いで卵巣癌移植ヌードマウス実験系では

TX-402 の効果を検証できていない。卵巣癌細

胞株の移植が安定的に行えるところまで至

っていないからである。細胞株によって移植

効率に差があり、とくに幹細胞マーカー

（ALDH1）と予後との関連が明確な卵巣癌の

サブタイプである明細胞腺癌において、細胞

株は移植効率が悪くTX402の効果を検証する

ところまで至っていない。今後移植効率を改

善して、結果を出したい。 

このように HIF 阻害剤 TX-402 は腫瘍組織内

部の癌幹細胞を含む低酸素領域の癌細胞を



死滅させうることが示唆され、治療感受性を

向上させるうる可能性が示された。 
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