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研究成果の概要（和文）：　HNF1β遺伝子を抑制した卵巣明細胞腺癌株を用いてメタボローム解析を行ったところ、HN
F1βは酸化ストレス発生を抑えながらエネルギーを産生する嫌気的糖代謝（ワーブルグ効果）を促進し、酸化ストレス
耐性に寄与する細胞内グルタチオンが増えることがわかった。マイクロアレイ遺伝子発現解析ではグルタチオンの材料
となるシステインを細胞内に取り込む遺伝子SLC3A1の発現が減少していた。SLC3A1遺伝子抑制した細胞株では細胞内グ
ルタチオン濃度が減少し、細胞内の活性酸素種が増加した。
　卵巣明細胞腺癌ではHNF1βはワーブルグ効果とグルタチオン濃度を制御することで酸化ストレス耐性に関わることが
わかった。

研究成果の概要（英文）： To elucidate HNF1B induces metabolic activities in ovarian clear cell carcinoma (
CCC) cells, we assessed comprehensive metabolomic analyses using CE-TOFMS(capillary electrophoresis time-o
f-flight mass spectrometry) between HNF1B knockdown CCC cell line and control cell line. HNF1B changed glu
cose metabolism and caused aerobic glucolysis that was well known as the Warburg effect in CCC cells. HNF1
B also increased intracellular glutathione levels through a cystine transporter, SLC3A1, expression. Intra
cellular glutathione levels and reactive oxygen species (ROS) were significantly decreased in SLC3A1 knock
down cells.
 These results suggest that HNF1B contribute to resistance to anti-oxidative stress through the Warburg ef
fect and intracellular glutathione in ovarian clear cell carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)  卵巣明細胞腺癌は細胞内にグリコー
ゲンを貯留するという特有な形態をとり、日
本人に多い卵巣癌として知られている。また、
生物学的には、子宮内膜症から発生すること
が多いため他の卵巣癌よりも若年で発症し、
抗癌剤耐性や血栓症合併により予後が不良
である。臨床的には、その特性から取り扱い
が困難な疾患で、他の卵巣癌と異なる取り扱
いを要する。 
 
(2) 我々は、子宮内膜症から卵巣明細胞腺
癌が発癌する機序が、その内容液に含まれる
鉄由来の酸化ストレスが関与することを明
らかにした。また、そのような特有な発癌環
境から発生する明細胞腺癌は酸化ストレス
環境下に発育することを明らかにした。更に
遺伝子解析から、明細胞腺癌の特性は発癌環
境により誘導されることが分かり、その遺伝
子発現はDNAメチル化により整除されている
ことを示した。一方で、卵巣明細胞腺癌で高
発現しているHNF1Bは細胞内への糖取り込み
を亢進させ、嫌気的糖代謝（解糖系）を亢進
させていることを明らかにした。 
 
(3)  近年、癌に特異的な代謝が注目されて
いる。その代表がワーブルグ効果やオートフ
ァジー（自己貪食作用）である。ワーブルグ
効果は、癌細胞は好気的環境においても嫌気
的糖代謝である解糖系が亢進していること
である。卵巣癌では、ストレス環境内に発育
し、糖代謝が異常亢進した卵巣明細胞腺癌に
おいて代謝やオートファジーの調整が破綻
している可能性が高い。、本研究は、「卵巣明
細胞腺癌におけるオートファジーの制御や
代謝の制御を中心に、明細胞腺癌の形態や
酸化ストレス耐性機構の解明のための基礎
研究」である。 
 
２．研究の目的 
(1) 卵巣明細胞腺癌におけるオートファ
ジー制御因子の検討。 
 ストレスがない環境では、抗酸化ストレ
ス作用を持つ転写因子 Nrf2 にユビキチン
リガーゼ Keap1 が結合し、Nrf2 を恒常的に
分解するが、ストレス環境では Keap1 が構
造変化を起こして Nrf2 と結合することが
できず、Nrf2 が恒常的に安定化することで、
抗酸化ストレス遺伝子発現を上昇させるこ
とが知られている（ストレス応答性）。また、
オートファジーにより選択的に分解される
タンパク質である p62 は、オートファジー
の抑制により p62 タンパク質が過剰になる
と、Keap1 による Nrf2 のユビキチン化を競
合阻害して Nrf2 を安定化させることが肝
臓癌において知られている（p62 依存性）。
つまり、酸化ストレス耐性シグナルである
Nrf2 転写活性は、ストレス応答性に活性化
される場合と p62 依存性に活性化される場
合とがある。 

 まず、卵巣明細胞腺癌において Nrf2 発現
や転写活性が亢進しているか確認し、Nrf2
転写因子が LC3（オートファジー活動性マ
ーカー）や p62（オートファジーにより制
御された NRF2 を活性化する制御因子）と関
連があるか検討する。 
 
(2)  卵巣明細胞腺癌における代謝の制御
と酸化ストレス耐性制御機構の解析。 
 卵巣明細胞腺癌において高発現している
HNF1B の発現を抑制した卵巣明細胞腺癌細
胞株を用いた発現マイクロアレイ解析によ
り、HNF1B は代謝を制御することがわかっ
た。また、アミノ酸輸送体関連遺伝子を多
く制御することがわかり、特に HNF1B はア
ミノ酸輸送体である SLC3A1 遺伝子を制御
することがわかった。 
① HNF1B 発現を抑制した卵巣明細胞腺癌
細胞株を用いた網羅的メタボローム解析に
より、HNF1B が代謝を制御するか検討する。 
② HNF1B発現抑制株とSLC3A1発現抑制株
を用いて、細胞内グルタチオン測定、酸化
ストレス耐性を行い、酸化ストレス耐性に
寄与するか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵巣明細胞腺癌におけるオートファ
ジー制御因子の検討。 
 卵巣明細胞腺癌における NRF2、LC3、p62
の免疫染色。細胞株における LC3 のウェスタ
ンブロット。 
 
(2) 卵巣明細胞腺癌における代謝の制御
と酸化ストレス耐性制御機構の解析。 
① HNF1B 発現を抑制した卵巣明細胞腺癌
細胞株を用いた網羅的メタボローム解析 
 
② HNF1B発現抑制株とSLC3A1発現抑制株
を用いた細胞内グルタチオン測定、酸化ス
トレス耐性実験。 
 
４．研究成果 
(1) 卵巣明細胞腺癌におけるオートファ
ジー制御因子の検討。 
 卵巣明細胞腺癌において NRF2 は高発現し
ていたが、LC3、p62 は高発現しておらず、NRF2
との関連は認めなかった。 
 
(2) 卵巣明細胞腺癌における代謝の制御
と酸化ストレス耐性制御機構の解析。 
① 網羅的メタボローム解析 
 HNF1B 発現を抑制した細胞では嫌気的糖
代謝最終産物である乳酸の産生が低下し、
好気的糖代謝の代謝産物であるクエン酸が
増加していた。これは HNF1B が嫌気的糖代
謝を促進することを示唆し、ワーブルグ効
果を促進していることになる。また、酸化
ストレス耐性に寄与するグルタチオン量が
増量していた。グルタチオンはグルタミン
酸、システイン、グリシンからなるトリペ



プチドであるが、HNF1B 発現を抑制した細
胞ではシステイン量が減っていた。 

 
 
 また、発現マイクロアレイ解析では、
HNF1B 発現を抑制した細胞株ではグルタチ
オン合成酵素遺伝子（GSS、GCLM、GCLC）の
発現に変化はないが、アミノ酸輸送体遺伝
子である SLC3A1 遺伝子の発現が有意に減
っていた。SLC3A1 はシスチンを細胞内に輸
送する分子であり、細胞内に取り込まれた
シスチンはシステインとなり、グルタチオ
ンの材料となる。 
 
② 細胞培養液中のシスチン濃度と細胞内
グルタチオン濃度。 
 シスチン濃度依存性にグルタチオン濃度
が変化し、グルタチオンはシスチン（シス
テイン）が律速物質となっていることがわ
かった。 
 

 
③ HNF1B 発現抑制細胞株を用いた酸化ス
トレス実験。 
 HNF1B 発現抑制細胞株はコントロール株と
比較して有意に細胞内のグルタチオン濃度
が減り、活性酸素種が増えていた。 
 

 
 また、鉄による酸化ストレス（FeNTA）を
負荷するとHNF1B発現抑制細胞株はコントロ
ールと比較すると有意に細胞死に至った。こ
れらの結果は、HNF1B は細胞内の活性酸素種
を減らし、酸化ストレス耐性に寄与すること

を示唆する。 
 
 
④ SLC3A1 発現抑制細胞株を用いた酸化
ストレス実験。 
  SLC3A1 発現抑制細胞株はコントロール株
と比較して有意に細胞内のグルタチオン濃
度が減り、活性酸素種が増えていた。 
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