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研究成果の概要（和文）：卵巣明細胞腺癌の抗癌剤耐性は、その予後が悪い要因となっている。我々は明細胞腺癌に特
異的に過剰発現する転写因子HNF-1betaがDNA損傷チェックポイント機構を制御していることを明らかにした。HNF-1bet
aがchk1タンパクのリン酸化を持続させ、異常な細胞周期の停止をもたらし抗癌剤耐性を獲得していた。持続的なチェ
ックポイント機構の活性化は遺伝子不安定性につながる。これが子宮内膜症からの癌化機序の一つの可能性がある。cl
aspinはchk1タンパクのリン酸化に関与するタンパクであり、HNF-1betaがその挙動を制御することによりチェックポイ
ント異常をきたしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ovarian clear cell adenocarcinoma shows anticancer drug resistance. However, its 
detailed mechanism is unknown. We previously reported that hepatocyte nuclear factor-1beta (HNF-1beta), a 
transcription factor overexpressed in clear cell adenocarcinoma, might sustain chk1 protein 
phosphorylation to arrest the cell cycle and inhibit cell death induced by an anticancer agent. Claspin 
is involved in the maintenance of chk1 activation. Claspin expression was increased over time in 
HNF-1beta (+) cells. HNF-1beta may suppress claspin expression, sustaining chk1 protein phosphorylation. 
In the future, proteolytic regulation (e.g., ubiquitination) will also be investigated.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 上皮性卵巣癌は様々な組織型を認めるが、
最も一般的な組織型は漿液性腺癌である。そ
して、その約 70％はⅢ・Ⅳ期の進行癌である
が、白金製剤を主体とする癌化学療法に対す
る感受性は比較的良好である。一方、明細胞
腺癌は、60％はⅠ、Ⅱ期の早期癌であるにも
関わらずシスプラチンなどの白金製剤を中
心とした化学療法に低感受性で、残存・再発
病変のコントロールは極めて難しく、患者の
予後や QOL を損なう場合が多い。このため
明細胞腺癌の抗癌剤耐性獲得機構を解明し
て新たな治療戦略を構築することは、今後の
治療成績を向上させるためには喫緊の課題
である。 
 我々は DNA マイクロアレイによる網羅的
解析により、卵巣明細胞腺癌において 
HNF1beta、Osteopontin（SPP1）、RAB9、
PIG7 などの遺伝子が過剰発現していること
を報告した。中でも核内に発現する転写因子
の一つである HNF1beta は、我々の免疫染色
による予備実験においても卵巣子宮内膜症
では約 40％、明細胞腺癌では 100％の陽性率
を示すが、他の組織型での発現は陰性であ
る｡ 
 HNF1beta の卵巣明細胞腺癌での発現意義
をについて解明すれば抗癌剤耐性の機序を
明らかにできるのではないかと考えた。我々
はまず、卵巣明細胞腺癌株である TUOC1 に
プラスミドを導入し HNF-1beta を安定的に
ノックダウンした細胞株を得た。HNF-1beta
の有無による形質の変化を詳細に調べたと
ころ、細胞周期に変化が生じていることを発
見した。さらに DNA 損傷をきたす抗癌剤を
添加したところ HNF-1beta(+)細胞では
DNA チェックポイント機構の過剰な活性化
と死細胞の減少を認めた。DNA チェックポ
イント機構に関与するタンパクを網羅的に
調べた結果、DNA 損傷のセンサーである
ATM や遺伝子修復に関与する BRCA、チェ
ックポイントタンパクの chk1、chk2 のリン
酸化に変化が生じていた。DNA 損傷のチェ
ックポイントは発癌から抗癌剤抵抗性まで
癌細胞の特性を決める大きな要素である。ま
た chk1 inhibitor を同時に添加することによ
り抗癌剤感受性を高めることができた。 
 チェックポイント機構とは、細胞が正しく
細胞周期を進行させているかどうかを監視
し、異常やや不具合がある場合には細胞周期
進行を停止させる制御機構である。この機構
は正確な遺伝情報を娘細胞、ひいては子孫に
伝達するための、生命にとって根源的な役割
を果たしていると考えられており、この機構
の破綻は癌化の主要な原因のひとつといわ
れる。チェックポイント機構で重要なことは、
チェックポイント機構が働き cell cycle を停
止させるだけでなく、停止中に細胞修復を行
うか、細胞死を誘導するかの決定を行い、そ
の後にチェックポイントが解除されること
である。チェックポイントの解除による細胞

死誘導が抗腫瘍治療の重要なメカニズムと
なっている。一方、停止状態の持続は細胞死
の誘導を阻害し、ゲノムの不安定性や抗癌剤
抵抗性につながると考えられる。 
 HNF-1beta による DNA 損傷チェックポイ
ント機構の異常を明らかにすることにより、
明細胞腺癌の子宮内膜症からの発癌機序の
解明、さらには抗癌剤耐性獲得機構を解明し
て新たな治療戦略を構築できる。 
 
２．研究の目的 
 卵巣明細胞腺癌に関する自然、獲得薬剤抵
抗性の研究は行われてはいるが未だその耐
性機序の詳細は断片的で詳細は不明である。 
集積されたゲノム情報や飛躍的な進展をみ
せている生命科学の解析手法を駆使するこ
とにより網羅的な分子機序の解明を行うこ
とで、「卵巣明細胞腺癌の抗癌剤耐性獲得機
構」の分子標的治療の確立が可能になり得る。
その結果、癌の克服に向けて、卵巣癌、なか
でも難治性である明細胞腺癌の治療成績、予
後改善に貢献することができる。HNF1beta
遺伝子によるチェックポイント機構の制御
を詳細に検討して抗癌剤耐性機序を明らか
にし、新たな卵巣明細胞腺癌の治療を考案す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 HNF-1beta を安定的にノックダウンした明
細胞癌培養細胞 TUOC1 と、HNF-1beta を過剰
発現させた明細胞癌培養細胞 ES2 に抗癌剤、
紫外線、放射線など様々なDNA損傷をあたえ、
DNA アレイ、蛋白アレイ、リン酸化蛋白アレ
イを行い遺伝子の発現比較解析を行う。これ
により HNF-1beta による DNA損傷チェックポ
イントの制御遺伝子を特定する。さらに明細
胞腺癌の新たな治療戦略となりうる chk1 
inhibitor 併用による薬剤抵抗性の改善を証
明する。 
 
（1）転写因子 HNF-1beta が制御する DNA 損
傷チェックポイントの制御遺伝子の特定 
 
①明細胞癌培養細胞においてHNF-1betaの有
無により変動する遺伝子群の網羅的解析 
卵巣明細胞腺癌株のHNF-1betaをノックダウ
ンし、HNF-1beta の有無により発現が有意に
変化する遺伝子群を調べる。ノックダウンし
た細胞から DNAおよび蛋白を抽出して DNAア
レイ、蛋白アレイ、リン酸化蛋白アレイなど
の生物学手法を用いてチェックポイント関
連遺伝子・蛋白の網羅的な発現比較解析を行
う。HNF-1beta を過剰発現させた明細胞癌培
養細胞株でも同様の発現比較解析を行う。 
 
②明細胞癌培養細胞に DNA 損傷を与え
HNF-1beta の発現有無により変動する遺伝子
群の網羅的解析 
HNF-1beta を安定的にノックダウンした明細
胞癌培養細胞 TUOC1 と、HNF-1beta を過剰発



現させた明細胞癌培養細胞 ES2 に抗癌剤、紫
外線、放射線など様々な DNA 損傷をあたえ、
DNA アレイ、蛋白アレイ、リン酸化蛋白アレ
イを行い、HNF-1beta ターゲット遺伝子群の
発現比較解析を行う。特に、チェックポイン
ト関連タンパクの中で、ATM・ATR・Chk1・
Chk2・p53・BRCA1・cdc25C・cdc2 のリン酸化
の動態を調べることによりHNF-1betaがチェ
ックポイント機構にどのように作用してい
るかを明らかにする。 
 
（2）HNF-1beta 発現低下による抗癌剤耐性克
服 への影響について 
 HNF-1beta 過剰発現およびノックダウンし
た細胞株に白金製剤やタキサン系を添加し、
抗癌剤耐性克服を確認する。HNF-1beta の有
無による抗癌剤添加後の死細胞の増加を
flow cytometry解析によって客観的に調べる。
また細胞周期解析も行い、HNF-1beta がどの
細胞周期に関与しているかも明らかにする。 
 
（3）HNF-1beta による遺伝子修復機構への影
響について 
 DNA 損傷によりチェックポイント機構が働
き、細胞はアポトーシスへの誘導や遺伝子修
復が行われる。これまでの実験で HNF-1beta
がチェックポイント機構を過剰に活性化す
ることが明らかになった。この過剰なチェッ
クポイント機構の活性化により細胞周期は
停止し、抗癌剤による細胞死への誘導が阻害
されていた。しかし、細胞周期が停止してい
る間に遺伝子修復が行われているかについ
ては調べられていない。DNA 損傷のマーカー
であるγH2AXを指標としてHNF-1betaの遺伝
子修復能への影響を明らかにする。 
 
（4）inhibitor 併用による薬剤抵抗性改善の
証明 
 明細胞癌培養細胞を用いて上記実験の結果
同定された HNF1beta が制御するチョックポ
イント遺伝子の inhibitor を使用し、MTT 法
および CD-DST 法による in vitro 試験法によ
り抗癌剤感受性比較試験を行い、抗癌剤の感
受性が改善されていることを実証実験する。
具体的には明細胞腺癌における標準治療薬
であるCDDP、CBDCAなどのプラチナ製剤、PTX、
TXL などのタキサン製剤およびトポイソメラ
ーゼ I 阻害剤 CPT-11による抗癌剤感受性比
較試験を行いその感受性改善効果を証明す
る。また flow cytometry を使用し、抗癌剤
添加後の経時的な細胞周期の変化を解析し、
inhibitor の至適添加時期を決定する。 
 
４．研究成果 
（１）卵巣癌培養細胞において HNF-1beta を
siRNA でノックダウンすると抗アポトーシス
に関与する BCL2L1、CFLAR でも HNF-1beta の
ノックダウンにより発現量が優位に低下し
ていることがあきらかとなった。その他にも
HNF-1beta は細胞接着、遊走活性亢進作用、

薬剤耐性に関与する遺伝子を制御している
可能性が示唆された。（図 1） 

図 1 HNF-1beta により変動する遺伝子 
 
（２）HNF-1beta を安定的にノックダウンし
た明細胞癌培養細胞TUOC1を使用し、抗癌剤、
紫外線、放射線など様々な DNA 損傷をあたえ
HNF-1beta の有無による挙動の差を調べたと
ころ、HNF-1beta(+)細胞では chk1 タンパク
のリン酸化に異常を認めた。特に放射線（図
2）とブレオマイシン添加によりその差は明
らかであった。HNF-1beta(+)では Chk1 のリ
ン酸化の解除がなされていなかった。 

図 2 放射線照射による Chk1 リン酸化 
 
 持続的な chk1 タンパクのリン酸化、つまり
持続的なチェックポイント機構の活性化は
アポトーシスへの誘導が阻害されるだけで
なく、遺伝子不安定性につながる。これが子
宮内膜症からの癌化機序の一つの要因の可
能性がある。 
 
（３）Chk1 タンパクの過剰なリン酸化が抗癌
剤耐性の要因となっている可能性が示唆さ
れ た た め 、 次 に リ ン 酸 化 を 解 除 す る
inhibitor を使用することにより、抗癌剤の
感受性を増加させることができるか検討し
た。HNF-1beta(+)である卵巣明細胞腺癌株
TUOC1にブレオマイシンと chk1 inhibitor を
同時に添加したところ、FACS では細胞周期が
乱れるのみで死細胞の増加を認めなかった。
これは抗癌剤添加時からinhibitorを加える
とチェックポイントシステムそのものが働
かないため細胞周期が混乱し、また抗癌剤の
DNA 損傷に対する細胞死も誘導されなくなっ
たと考えられる。そこでブレオマイシンを添
加して 6 時間後に chk1 inhibitor を添加し
たところ FACS によりチェックポイントの作
動と解除、それに伴う死細胞の増加を認めた。

 



chk1 inhibiorの添加時間の検討が必要だが、
抗癌剤感受性を高める新しい治療戦略につ
いての可能性が見出された。 
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