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研究成果の概要（和文）：卵巣明細胞腺癌（Clear Cell Carcinoma，CCC）において，HIF関連因子Histone Deacetylas
e 7，HDAC7）の発現を予後との関連において免疫組織化学的に検討した．CCCの38%にHDAC7が陽性で，分子標的治療の
可能性が示されたが予後との相関を明らかではなかった．2) CCCにおいてHDAC7の発現動態とHDAC阻害剤を用いた新し
い治療の可能性について検討した．HDAC阻害剤はCCCの新たな治療戦略に加えられる可能性がある．3) HIF-1α遺伝子
にはexon12にpolymorphic変異型（C1772T）が存在する．遺伝子変異と予後について検討した．

研究成果の概要（英文）：1) The aim of this study was to clarify the expression profile of HDAC7 in CCC. 
As a result, we concluded that HDAC7 may fail to become an indicator of the clinical outcome. 2) Lately, 
HDAC attracts the attention as target molecule of the cancer therapy. In this theme, we assessed mRNAs 
expression of HDAC in variable cultured ovarian cancer cell lines. HDAC inhibitor (HDI)-induced changes 
in the expression of mRNAs for HDAC7, HIF-1α and VEGF were also attempted to assess the potential of HDI 
as anti-cancer drug. As a result, it was supposed that the response to HDI may vary greatly among the 
ovarian carcinomas but may be a suitable candidate for HDI treatment.　3) High frequency of polymorphic 
variants of HIF-1α gene (C1772T) has been reported in variable malignancies. It was carried out to 
demonstrate HIF-1α gene polymorphic variation in CCC, by HIF-1α sequence analysis. HIF-1α gene 
variation was detected in 23.6%.

研究分野：人体病理（形態と機能）

キーワード： 卵巣明細胞癌　治療の個別化　低酸素関連因子
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１．研究開始当初の背景 
HIF-1 は，低酸素環境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）などを

誘導し，個々の細胞の微小環境への適応を図

っている．現在，VEGF，GLUT-1 など含めて約

100 種類の遺伝子が HIF-1 によって惹起され

ることが報告されてきている．これらの遺伝

子は，プロモーター，エンハンサー領域に

HIF-1 結 合 配 列 hypoxia responsive 

elements(HREs)を持っており，HIF-1 が

p300/CBP とユニットを作って HREs に結合し

種々の遺伝子の転写を促す．HIF-1 は α 

subunit・β subunit から構成され，β 

subunit は恒常的に核内に発現している．α 

subunit は酸素依存性に細胞質に発現し，通

常の酸素濃度下では E3 ユビキチンリガーゼ

がp-VHLを介して結合することでユビキチン

化が起こる．その結果，不要な HIF-1 はプロ

テアソームにより速やかに分解されるため，

免疫組織化学的にはほとんど捉えることは

できない． 

これまで我々は，上皮性卵巣腫瘍において

GLUT-1の発現はHIF-1αによって制御を受け，

両者の発現は乳頭状増殖を特徴とする漿液

性癌および明細胞癌で顕著であることを明

らかにした．また，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

を報告した．これらは悪性化の指標であり，

低酸素への順応性は，腫瘍形質（組織型や組

織構築）に依存していることが示唆される．

HIF-1α の定量的解析から明細胞癌は他の組

織型よりも多いことが証明された．昨今，マ

クロライド系抗生物質であるラパマイシン

に抗腫瘍効果があることが明らかにされて

からは臨床応用が検討されてきた．実際，

我々が行った卵巣明細胞癌再発株を用いた

予備実験および動物モデル実験で，ラパマイ

シンによる HIF-1α の抑制と VEGF の抑制が

連動することが確認された．すなわち，低酸

素下での HIF-1α の活性化には mTOR が正の

調節因子として機能していることから，mTOR

を阻害することによるHIF-1αの抑制作用が

期待される．また，明細胞癌ではリン酸化さ

れた p-mTOR が優勢に発現していることが明

らかにされたことから，mTOR 阻害剤の臨床応

用に対しp-mTORがbiomarker―治療選択のた

めの指標―になることが推察された． 

２．研究の目的 

本研究は，平成 21～23 年度・基盤研究(C)

「治療の個別化を視野においた，卵巣腫瘍に

おける低酸素関連因子の解析」の本旨を引き

継ぎ，治療の観点から緻密で実践性の高い情

報が臨床現場にもたらされるよう努めてい

くことにある．加えて，とりわけ進行癌の予

後良好群と初期癌の予後不良群を対象に，そ

れらを決定する要因の解明を低酸素関連分

子に主眼をおいて，治療の観点からみた腫瘍

の特徴付けを研究目的としてきた． 

現在，我々は「卵巣癌における HDAC の免

疫組織化学的発現，各種卵巣癌培養株を用い

ての HDACs mRNA の発現」の解析に着手しつ

つあり，以下のような結果を得てきている：

明細胞腺癌では他の組織型に比してHDAC7の

核内発現を示す例が多く，これらは陰性例に

比して予後不良の傾向がある；明細胞腺癌株

の方が漿液性腺癌株と比較してみると，種々

の HDAC mRNA 発現がより顕著である．以上の

予備的データを踏まえて更なる展開を次の

ような課題において計りたい．HIF-1と HDACs

との関係性については，HDAC1, 3, 4, 6 は

HIF-1 の安定化に HDAC7 は HIF-1 の核内移行

と活性化を制御することが近年報告されて

いる．即ち，今回 HDACs の発現ならびに

HIF-1α の発現，定量的に得られた活性型

HIF-1 量の三者との相関について解析するこ

とで，卵巣癌における HIF-1 と HDACs の関係



性を以下の視点から明らかにすることに目

的を置いた．１．HDAC は組織型特異的に発現

するのか，および同一組織型間で相同性また

は乖離がどの程度存在するのか，２．これら

の差異は予後影響因子としての重みを持ち

得るのか，３．HDAC 阻害→HIF-1α核内移行

抑制は，HIF-1 の下流分子抑制にどれ程の効

果をもたらすのか，４．臨床的に近い将来に

おいて治療戦略の標的要因になり得るのか，

などを明らかにしたい． 

本邦と諸外国との比較において，明細胞癌

の頻度が有意に高い．明細胞癌は通常の化学

療法に対し漿液性腺癌と比べると耐性があ

るとされているが，Ⅰ期では種々の組織型間

で比べても大きな予後の違いはない．しかし

ながら，Ⅲ期症例でみると，漿液性癌の生存

率が 50%であるのに対して明細胞癌の生存率

は 30%とかなり低い．予後良好と不良の転帰

を生む因子を，後方視的解析を行う．昨今，

遺伝子的な背景や腫瘍の成り立ち（前駆病

変）を基に，卵巣腫瘍はⅠ型・Ⅱ型に区分け

されるようになり，これまでの形態学的分類

をより深めた腫瘍特性に注目が注がれてき

ている．我々は，加えて治療の観点からみた

腫瘍の個別化に主眼を置いた研究を目指し

ている．すなわち，本研究の意義は「本来，

個別に行われるべき治療戦略の選択・決定に

対しての病理的情報提供」にあり，国際的臨

床研究に資する成果を目指すと同時に，日常

レベルに応用な可能なバイオマーカーの発

掘を目的とした． 

３．研究の方法 

1) HIF-1α核内移行分子 HDAC7の臨床病

理学的解析 

当院を含む 4施設において，施設 IRBの

承認のもとに検討を行った．1985 年から

2011 年 4 月までに外科的に切除された卵

巣腫瘍で，組織学的に CCC と診断された

188例におけるHDAC7の発現を免疫組織

学的に検討した．さらに，HDAC7 発現の

有無により 2 群に分け，患者背景，病期，

予後につき比較した． 

2) HIF-1α の核内移行シグナルにおける

HDACsの役割・機能解析 

HDAC サブタイプの阻害効果により

HIF-1の活性化を抑制するのかを検証した．

解析手法：in vitro において，既に我々が

入手しているHDI, シリビニンの 2種類の

阻害剤候補を用いて，濃度ならびに反応時

間依存的に HDAC7 の発現を抑制し，

HIF-1の安定化ならびに活性化を阻害する

のか検討する．併せて，HIF-1の下流因子

へ与える影響，細胞周期への影響，アポト

ーシス誘導効果についても検討し，HIF-1

活性化の阻害を通じた新たな抗腫瘍薬とし

ての可能性に着目した． 

3) HIF-1α exon12 C1772T多型と予後 

本学で卵巣癌の診断にて手術を受け，明

細胞癌と診断され倫理委員会の承認を得た

89人の患者の手術検体に対してHIF-1α配

列分析を行った．また，診療録から患者の

年齢，臨床病期，無病生存率および全生存

率を抽出し解析した．手術検体のCCC組織

におけるHIF-1α遺伝子配列を直接配列決

定法により解析し，変異について検討した．

プライマーは、ヒトHIF-1α遺伝子C1772T

変異の判定に必要な178 塩基対の断片を増

幅するために，HIF-1αforward 

(5'GCTCCCTATATCCCAATGGA-3') お

よびHIF-αreverse

（5'-CAGTGGTGGCAGTGGTAGTG-3）を

作成した．PCRはAccuprimeTaq DNA 

polymerase systemを用い標準的な反応条

件にて行った．PCR産物をExoSAP-IT PCR 

Product Clean-up (Affymetrix, Santa 

Clara, CA, USA)にて精製，標識し，非標識

塩基を除去した後，Biosystems 3130 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA)を使用してシークエ

ンシングを行った．解析はsequencing 



analysis software 3.4 versionを用いて行

った． 
４．研究成果 

1) HIF-1α核内移行分子HDAC7の臨床病理学

的解析 

HDAC7 が陽性であったのは 72 例（38.1%）

であった(図 1)．HDAC7 陽性群と陰性群の年

齢，子宮内膜症合併の有無，III/IV 期の割合，

5 年生存率につき比較したが，今回検討した

範囲では有意差はみられなかった．肝細胞癌，

ホジキンリンパ腫においてHDAC7陽性群は予

後不良であることが示されている．HDAC7 が

CCC の分子標的治療の可能性が示されたもの

の，HDAC7 と予後の相関については(図 2)，

今後，条件を揃えた前方視的研究により更に

検討したい． 

図 1  

 

図 2 

2) HIF-1α の核内移行シグナルにおける

HDACs の役割・機能解析 

HDAC7 は他の組織型に比して明細胞癌で高

発現しており(図 3)，HDAC7 陽性例では予後

不良な傾向が認められた．また，in vitro に

おける解析でも明細胞腺癌株でHDAC7の高発

現を認め，HDAC7, HIF-1α, VEGF の発現には

一定の相関を認めた．一方で HDI の投与によ

りすべての細胞株でHDAC7の阻害効果を認め，

一部の細胞株では VEGF の抑制も認めた．さ

らに HeLa 細胞にシリビニン投与後 2h、6h に

おいて，シリビニン濃度依存的に HIF-1αの

タンパク発現の減少が認められた(図 4)． 

HDAC7 の抑制は HIF-1α の発現抑制を通じ

た新たなHIF-1阻害剤として有効である可能

性が期待されたが，HDAC 阻害剤の選定には更

に検討が必要であるものと思われた．また，

いくつかの細胞において、HDAC 阻害剤の投与

により HDAC7, HIF-1α および VEGF の mRNA

発現に減少を認めたが，HDAC7 と HIF-1α の

核移行のシリビニンとの関連や，HIF 関連因

子への影響については，HDAC7 をノックアウ

トし解析する必要があると考えられた． 

シリビニンはHIF-1αタンパクの発現抑制

をすることから，新たな HIF-1 活性化阻害剤

としての有効性が期待される．シリビニンは

ドイツでは「レガロン」という名で肝炎や肝

硬変の治療に長年使用されてきており副作

用も少ない．抗腫瘍の観点からも副作用の軽

減された抗腫瘍薬として検討したい． 

図 3 

図 4 

3) HIF-1α exon12 C1772T 多型と予後 

CCCにおけるHIF-1α遺伝子C1772T変異の

頻度は 23.6％で，これは他臓器の癌における

HIF-1α 遺伝子変異の頻度と比較しても高い

ものといえる(図 5)．I 期と II-IV 期におけ

る HIF-1α 変異陽性例はそれぞれ 65 例中 14

例（21.5%），24 例中 7例（29.1%）であった．

5 年生存群の HIF-1α 変異頻度は 76 例中 18

例（23.6%），5年以内に死亡した群の HIF-1α

変異頻度は 13 例中 3例（23.0%）であり，有



意差はなかった．5 年無病生存で比較しても

HIF-1α 変異頻度に有意差はなかった．いず

れの病期においても両群間に有意な差は認

められなかった(図 6)． 

本研究は CCCにおける HIF-1α遺伝子変異

についての最初の報告で，CCC の発癌因子と

して， PI3 キナーゼ -AKT-mTOR 経路と

RAS-MEK-ERK 経路の 2 経路のクロストークが

重要であると推定されている．我々が検討し

たHIF-1αはmTORにより発現が促進されMEK

を抑制することから，両経路を結ぶ重要な分

子であることが知られている．CCC における

遺伝子変異と患者予後の関係については，ホ

スファチジルイノシトール 3'-キナーゼ

（PI3KCA）遺伝子に関して，PI3KCA 遺伝子変

異は CCC の 57%に認められ，I 期の患者にお

いて PI3KCA 変異を有する患者群のほうが予

後良好であったと報告している． 

 悪性腫瘍においては，しばしば同一腫瘍内

に複数の遺伝子変異が存在し，腫瘍の進行を

加速することが知られている．我々は現在、

同じ患者検体における PI3KCA と K-RAS 変異

に関して追加の解析を予定しており，これら

の変異と患者の予後の相関関係を再評価す

ることを計画している． 
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