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研究成果の概要（和文）：①mTOR阻害剤EverolimusはmTOR-HIF-1経路の抑制に加え、細胞増殖能の抑制さらにHIF-1α
の分解経路(VHL) の促進作用を有することから、本薬剤は卵巣明細胞腺癌におけるmTOR-HIF-1経路を通じた新たな治療
薬としての可能性が期待された。②in vivoにおいてEverolimus単独群に比較してEverolimus+CDDP群でより抗腫瘍効果
を示した。③明細胞腺癌においてHIF-1αの発現部位、p-mTORの発現率の違いから予後推測マーカーとしての役割を果
たす可能性が推察された。

研究成果の概要（英文）：(1) The mTOR inhibitor (Everolimus) of the mTOR - HIF-1 pathway restrained it. eve
lorimus provided suppression of the cellular proliferative capacity and promotion of degradation pathway (
VHL) of HIF-1. As for this drug, the likelihood as a new therapeutic drug through the mTOR - HIF-1 pathway
 in the ovarian clear cell adenocarcinoma was expected.
(2) The effect of treatment in vivo showed antitumor effect more in Everolimus + CDDP group than an Everol
imus single group.
(3) As a treatment marker of the clear cell adenocarcinoma, expression patterns of HIF-1, a positive rate 
of p-mTOR may be effective.
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍は、無秩序な増殖能を有すること
で自らをより低酸素な環境へと導き、これに
順応するために複雑な分子機構を発動しな
がら浸潤性に進展していくものと考えられ
る。低酸素環境下で機能する分子には多くの
腫瘍に共通性があるが、一方で腫瘍間ないし
は組織型間で、発現分子に程度の違いがある
ことが推察される。悪性腫瘍の微小環境は酸
素やグルコースの濃度、pH などにより位置
づけられており、腫瘍細胞の活発な増殖が微
小血管の新生を惹起するものの、形成される
血管が未熟で分布が不十分なために容易に
虚血領域が生じる。その結果として、悪性度
の高い腫瘍では広範に出血や壊死(necrosis)
を来たしやすいものと考えられる。 
低酸素下で発現する分子の代表として「低

酸 素 誘 導 因 子 Hypoxia-Inducible 
Factor-1(HIF-1)」がある。HIF-1 は低酸素状
況に応じて、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)、あるいは赤血球増生
を促す Erythropoietin(EPO)などを誘導し
個々の微小環境への適応を図っている。
HIF-1 は 90 年代の初めに Semenza ら(Mol 
Cell Biol. 12: 5447-54, 1992)により発見され
た分子で、95 年には単離、精製がなされた。
その後、”低酸素環境下分子生物学”が急速に
発展し、VEGF、GLUT-1、EPO 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た (Nat Rev 
Cancer. 3: 721-32, 2003)。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 に結合し転写を促してい
る。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
現しており、通常の酸素濃度下では、E3 ユ
ビキチンリガーゼが von Hippel Lindauタン
パク(pVHL)を介して結合することでユビキ
チン化が起こり、プロテアソームにより速や
かに分解される。しかし一転して低酸素に陥
ると、この分解経路が停止して細胞質に
HIF-1α の蓄積が生じ、核内 HIF-1β と結合す
ることで HIF-1 を形成し種々の遺伝子誘導
に働く。 
これまでに我々は、卵巣腫瘍における

HIF-1α、GLUT-1 の発現について様々な側面
から解析を行ってきている。その結果、卵巣
腫瘍において GLUT-1 の発現が HIF-1α によ
って概ね制御されており、これらの発現は乳
頭状増殖を特徴とする漿液性腺癌および明
細胞腺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証明した。

したがって、HIF-1α・GLUT-1 の発現は、良
悪のみと関連するのではなく、組織型(腫瘍細
胞の表現型)および増殖動態(胞巣構築・間質
の多寡)に依存性が高いことが示唆された。さ
らに、免疫組織化学等の病理学的半定量結果
を踏まえて、HIF-1α の定量的解析を行い、
「明細胞腺癌では他の組織型よりも HIF-1α
のタンパクおよび mRNA 発現量が有意に高
く、その発現は核に著明であること」、
「HIF-1α の発現と腫瘍の大きさとの相関性
は低いこと」などを明らかにした。 
昨今では治療に鑑みて、「低酸素環境下で

発現する分子を抑制する薬剤の臨床応用」が
漸次進行しつつある。なかでも、「第 3 の免
疫抑制剤として注目されているマクロライ
ド系抗生剤の Rapamycin に抗腫瘍効果があ
る」ことが近年明らかにされ(Cancer Res. 
61: 3373-81, 2001)、米国をはじめ世界各国に
おいて様々な腫瘍での臨床治験が遂行され、
2009 年には本邦においても転移性腎癌にお
いての使用が承認された。婦人科領域の腫瘍
では子宮内膜癌での臨床応用が米国で試験
的に進められている。即ち、低酸素下での
HIF-1α の活性化には、Rapamycin 標的タン
パ ク (mammalian target of rapamycin: 
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た(Mol Cell 
Biol 22: 7004-7014, 2002)。その根拠に、
mTOR 阻害剤である Rapamycin が癌転移・
腫瘍移植モデルにおいて血管内皮の増生抑
制があげられている(Nat Med. 8: 128-35, 
2002)。我々もこれまでに明細胞腺癌培養株
を用いた試験でも、mTOR 阻害剤である
Rapamycin お よ び そ の 誘 導 体 で あ る
Everolimus によって HIF-1α および HIF 関
連因子の発現抑制を確認している。これらを
基 に 、 明 細 胞 腺 癌 で は リ ン 酸 化
mTOR(phosphorylated-mTOR)が優勢に発
現 し て い る こ と を 発 見 し 、 さ ら に は
RapamycinおよびEverolimusの抗腫瘍効果
を in vitro および in vivo で証明した。 
また興味深いことに、これまでの検討から

mTOR-HIF 経路の阻害が HIF-1α の恒常的
分解に働いている pVHL の発現を調節して
いる可能性について発見している。これはこ
れまでに考えられていた mTOR 阻害による
HIF-1α mRNA の翻訳抑制と同時に mTOR
の阻害が VHL の調節因子として、2 つの系
が相乗的かつ効率的に HIF-1α を分解系へと
惹起させ、抗腫瘍効果を発揮していることが
推察された。 

VHL は癌抑制遺伝子(tumor suppressor 
gene)に分類され、Knudson が提唱した
2-hit の機構で 2 つのアレル(allele)に変異
が起こることでその機能が消失し、細胞の腫
瘍化が始まると考えられている。VHL 病家
系患者では、遺伝的変異(germline mutation)
により、出生時に既に片側の VHL 遺伝子の
不活性化が起こっており(1-hit)、その後対立



allele に体細胞変異(somatic mutation)が起
こることで(2-hit)、遺伝子機能が完全に消失
する。一方、腎癌などの VHL 遺伝子の高頻
度の変異、不活性化は、2 回の体細胞変異が
起きていると考えられている。VHL が欠損
すると脳、網膜などに血管芽腫を発生させた
り、腎癌(とりわけ淡明細胞腎癌)を発症する
ことがこれまでにも報告をされている(Clin 
Cancer Res. 13: 680-684. 2007.)。腎癌では
実際に淡明細胞腎癌の 50〜60%に VHL の変
異、不活化が検出されており、この遺伝子の
機能を明らかにすることは様々な腫瘍の発
生機構の解明、さらに腫瘍の新規診断や治療
の開発に不可欠であると考えられる。卵巣明
細胞腺癌でも腎癌同様に VHL の変異や不活
性化が推測されるが、詳細な検討は未だあま
り報告されていない。前述のとおり、これま
での我々の検討からは mTOR-HIF 経路の阻
害の過程で in vitroにおいてmTOR阻害剤の
濃度依存的に mTOR のリン酸化さらには下
流の HIF 関連因子の発現が抑制されるのと
同時にVHLの発現がmRNAおよびタンパク
レベルで増加していた。これまでに mTOR
と VHL の関連性ついての報告は皆無であり、
mTORのHIF関連因子の発現抑制へのVHL
の関与に興味がもたれる。 
既に mTOR 阻害剤は転移性腎癌での臨床

での使用が開始されているが、腎癌では VHL
の欠損や不活性化による HIF-1α の過剰発現
が多く報告されていること、さらに腎癌と明
細胞腺癌は発現因子の特徴や組織構築、発生
の背景など分子生物学的および病理学的特
徴がとても類似していることに着目し、明細
胞腺癌においても多くの症例で VHL が欠損、
不活性化していることが推察され、それによ
る HIF-1α の過剰発現を通じた腫瘍増殖が起
きているものと考えられる。また本検討によ
り、mTOR の阻害による HIF-1α の抑制に
VHL 自体が関与していることを証明できれ
ば世界的に初の報告となり、今後の腫瘍学へ
の貢献が大いに期待される。 
これまでも明細胞腺癌の分子生物学とし

て Hepatoceller nuclear factor-1β(HNF-1β)
の発現異常で子宮内膜症を発生母地として
発癌することが報告されているが、実際に検
証してみると、明細胞腺癌では全例で
HNF-1β は陽性にならず、この因子だけの異
常だけが発生に関与しているとは考えにく
く、併せて HNF-1β が明細胞腺癌のマーカー
としての意義は不明確な部分も多い。本症は、
臨床的には子宮内膜症をフォローアップし
ていることもあり、比較的に初期に発見し、
Optimal surgery を施行できるが、他に比し
て再発率が高く、進行期では従来の TC 療法
(カルボプラチン+パクリタキセル)の奏功率
は極めて低いことから、しばしば治療に難渋
することがある。また、病理学的にも乳頭状、
管状、嚢胞、充実性と非常にバラエティーに
富んだ組織構築をし、それぞれは構築上全く
異なっているにも関わらず、診断は明細胞腺

癌としてひとくくりに診断されているのが
現状である。これらのことから、今後の明細
胞腺癌を診断、治療する上で重要なことは、
発現因子の差や種々の組織構築に即した診
断、治療を行うことで治療の個別化を実現し
ていくことが本症の予後改善にも大きく寄
与するものと思われる。 
そこで我々は、子宮内膜症から明細胞腺癌

への癌化のプロセスを解明し、我々の検討し
てきている mTOR-HIF 経路がどのように連
動しながら増殖、進展し、治療抵抗性や悪性
度を獲得していくのか、また、組織構築の多
様な本組織型を組織型レベルから組織構築
レベルで解析し、個々の組織構築がどのよう
な現象で発生し、異なった構築をしていくの
かを明らかにし、診断、治療へのフィードバ
ックをすることが重要な目的であると考え
ている。 
 
 
２． 研究の目的 
(1) 明細胞腺癌の発生および進行期における

mTOR-HIF シグナル伝達系関連因子の
動態の全容解明と本症発生の分子生物学
的背景の追及と解明を徹底的に行う。 

(2) 本症における mTOR の阻害による
HIF-1の分解機能正常化に pVHLが関与
しうるか否かを解明し、mTOR-VHL 系
に関わる分子メカニズムを明らかにする。 

(3) in vitro、in vivo において様々な培養株、
移植片における mTOR 阻害剤および各
抗癌剤などとの combination assay を行
い、全世界へ発信できる治療法の確立、
さらには治療の個別化への提言を行う。 

 
３．研究の方法 
 平成 24 年度においては、先述のとおり明
細胞腺癌における mTOR-HIF シグナルのマ
ッピングと後方視的解析から、明細胞腺癌の
発生および進行期における mTOR-HIF シグ
ナル伝達系関連因子の動態の全容解明と本
症発生の分子生物学的背景の追及と解明を
行うことを目標とする。併せて、これまでの
研究から本症における mTOR の阻害による
HIF-1 の分解機能正常化に pVHL が関与す
るか否かを解明し、mTOR-VHL 系の分子メ
カニズムを明らかにする。平成 25 年度は、
これまで既に研究成果を収めているデータ
に加え in vitro、in vivo において様々な培養
株、移植片における mTOR 阻害剤および各
抗癌剤との combination assay を行い最良な
治療法を模索する。併せて、薬剤の基礎的デ
ータの採取と副作用にわたる影響について
も検討し、in vivo における、移植片を用いた
大規模薬剤効果判定を病理学的および分子
生物学的側面から行うことで、本薬剤の効能
の実証、さらには combination assay におけ
る明細胞腺癌において最も有効的な治療方
法の確立を目指す。 
４． 研究成果 



(1) 漿液性腺癌、明細胞腺癌における HIF-1
関連因子の発現解析 
①漿液性腺癌、明細胞腺癌における
HIF-1αの発現解析 
漿液性および明細胞腺癌両組織型におい
て HIF-1αは全例で 3+であった。一方で、
その発現形態に着目すると漿液性腺癌で
は HIF-1αは細胞質に有意に陽性である
のに比較して明細胞腺癌では核および細
胞質の両者に陽性であった(p<0.001)。 
②漿液性腺癌、明細胞腺癌における
mTOR の発現解析 
mTOR の発現は全例で陽性であるがそ
の発現強度は両組織型であまり認められ
な か っ た 。 漿 液 性 腺 癌 で は 3+: 
79%(23/29), 2+: 7%(2/29), 1+: 14%(4/29)、
明細胞腺癌では 3+: 75%(35/47), 2+: 
19%(9/47), 1+: 6%(3/47)であった。 
③漿液性腺癌、明細胞腺癌における
p-mTOR の発現解析 
p-mTOR の発現は漿液性腺癌では 2+: 
23%, 1+: 47%, 陰性例: 37%とあまり発
現は強くないものの、明細胞腺癌におい
ては 3+: 60%, 2+: 20%, 1+: 20%と全例で
陽性を認め、明細胞腺癌で p-mTOR は有
意に発現していた(p<0.001)。 
④漿液性腺癌、明細胞腺癌における
VEGF の発現解析 
VEGF の発現は漿液性腺癌では 3+: 
55%(16/29), 2+: 24%(7/29), 1+: 
14%(4/29), 陰性例: 7%(2/29)なのに比較
して、明細胞腺癌では 3+: 36%(17/47), 
2+: 26%(12/47), 1+: 26%(12/47), 陰性
例: 12%(6/47)であり、両組織型間での発
現の差は認められなかった(p=0.35)。 
⑤HIF-1α、p-mTOR の発現と予後との
解析 
HIF-1αの陽性率と予後との相関につい
て解析したところ、核で陽性な症例ほど
予後不良傾向が認められた(Fig. 3)。また、
p-mTOR の発現では、強陽性な症例ほど
予後不良の傾向が認められた。しかし、
両者とも統計学的有意差は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(2) mTOR 阻害剤がもたらす mTOR-HIF-1
関連因子の発現動態 
mTOR 阻害剤である Rapamycin および
Everolimus を卵巣明細胞腺癌培養株へ
投与し、関連する種々の因子の発現動態
についてWestern-blotting法により解析
したところ、mTOR の上流に位置する
Akt、p-Akt および mTOR の発現は両阻
害剤の添加によって発現に影響を与えな
かったが、mTOR のリン酸化(p-mTOR)
および下流の p-4E-BP1、さらに HIF-1
α、VEGF、EPO の発現は濃度依存的に
有意に発現の低下が認められた。一方で、
HIF-1αの分解に関与する VHL の発現
は mTOR 阻害剤の濃度依存的にその発
現が増大した。同様に免疫組織化学によ
る解析からも mTOR 阻害剤の濃度に依
存した発現の変化が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) Everolimus による HIF-1 関連因子の

mRNA 発現量の変化 
mTOR阻害剤を添加した細胞ではHIF-1
αさらには下流の VEGF-A の発現の有
意な低下を認めた(p<0.05)。一方、タン
パクの発現変化と同様に VHL の mRNA
の発現は増加の傾向にあった。 

(4) Everolimus が細胞増殖に与える影響 
MTS assay による Everolimus の細胞増
殖に与える影響について解析を行ったと
ころ、濃度依存的に有意に細胞増殖が抑
制された。また、Ki-67 Labeling index
を用いた解析からも同様に Ki-67 陽性細
胞は Everolimus の投与により有意に発
現の低下を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



(5) in vivo における Everolimus の薬剤効果
の検討 
ヌードマウスの皮下へ移植された明細胞
腺 癌 は 、 Placebo 群 に 比 較 し て
Everolimus 投与群では腫瘍の中心部が
アポトーシスおよび壊死を起こし、腫瘍
の減量に成功した(Fig. 10)。また、各種
抗癌剤との combination assay では
EverolimusおよびTP単独投与に比して
Everolimus + TP 群で著明な腫瘍の減量
を認めた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(6) 総括 

① mTOR 阻 害 剤 Everolimus は
mTOR-HIF-1 経路の抑制に加え、細胞増
殖能の抑制さらに HIF-1αの分解経路
(VHL) の 促 進 作 用 を 有 す る こ          
とから、本薬剤は卵巣明細胞腺癌におけ
る mTOR-HIF-1 経路を通じた新たな治
療薬としての可能性が期待された。 
②in vivo においては、CDDP との併用群
より m-TOR 阻害剤単独群が抗腫瘍効果
を示した。③明細胞腺癌において HIF-1
αの発現部位、p-mTOR の発現率の違い
から予後推測マーカーとしての役割を果
たす可能性が推察された。 
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