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研究成果の概要（和文）：日本人において頻度の高い、予後不良がんである明細胞型卵巣癌の治療標的分子の探索にあ
たり、我々は固形癌の微小環境中において認められる低酸素環境の中で、我々が新たに見出した癌応答メカニズム（HI
Fs-Sp1）に着目した。我々は本研究において低酸素、低血清環境の共存する環境下で明細胞型卵巣癌細胞を培養すると
、CD69分子が顕著に発現誘導されることを初めて明らかとした。また低酸素、低血清環境下CD69はがん細胞の運動能、
浸潤能を促進することが、in vitro実験により示された。そのメカニズムとして癌細胞におけるインテグリンの活性化
を介した細胞外接着分子依存的な細胞接着能亢進が挙げられた。

研究成果の概要（英文）：Ovarian clear cell carcinoma (CCC) is poor prognostic and frequent in Japan. We 
found that expression of CD69 gene is robustly and synergistically activated in CCC cells in response to 
serum starvation and hypoxia. CD69 is well known as a T cell activation marker, and is supposed to 
regulate the adequate immune response through its expressing on the surface of immune cells. However, the 
expression and characteristics of CD69 in solid tumor has never been characterized. To characterize the 
role of CD69 in CCCs, we performed the cell characteristic analyses under SSH condition. Then, CD69 
dependent enhancement of cell migration and invasion activities with fibronectin as a chemoattractant 
were determined. In order to understand how CD69 facilitates association of CCC cells with FN, we 
performed various in vitro experiments. Our results suggest that CD69 enhances CCC cell-FN interaction 
through activation of cell surface integrin.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 

卵巣がんの中でも明細胞型卵巣癌(CCC)は、
日本人においてその頻度が高い一方で、予後
不良がんであることが知られており、有用な
新規治療法の開発が急務となっている。新た
な治療標的分子の探索を行うにあたり、我々
は癌組織において低酸素領域における従来
の hypoxia inducible factors (HIFs)-HRE を
介 し た 細 胞 応 答 メ カ ニ ズ ム の 他 に 、
HIFs-Sp1 による遺伝子発現メカニズムを見
出した。(引用文献.①)我々はこのメカニズム
は低酸素環境と低血清環境が共存すること
により増強されることを示しており、この新
たに提唱された遺伝子発現メカニズムによ
り制御される遺伝子によるがん細胞の低酸
素応答メカニズムを明らかにすることをめ
ざした。 

 

２．研究の目的 

我々は cDNA マイクロアレイ解析によって
CCC 細胞株である OVSAYO cell では、低酸
素環境と低血清環境が共存する環境下
(Serum-Starvation and Hypoxia; SSH)にお
いて、CD69 遺伝子が顕著に発現誘導される
ことを見出した。CD69 は C タイプレクチン
として活性化型 T 細胞、活性化型 B 細胞やマ
クロファージにおいて細胞膜上に発現が認
められ、これらの細胞免疫応答において何ら
かの役割を担っていることが示唆されてい
るが、これまで固形癌細胞においての発現、
機能とともに報告例はなかった。我々は CCC

細胞のような固形癌における低酸素環境下
でのCD69の機能解析を行うことで低酸素環
境下におけるがん細胞の細胞応答について、
新たな知見を得ることができると考えた。ま
た新たな治療標的分子としての可能性につ
いても視野に入れて研究を進めていくこと
とした。 

 

３．研究の方法 

(1)CCC 細胞における CD69 の発現様式 

各種 CCC 細胞における低酸素・低血清環境
下培養後のCD69の発現について検討すると
ともに、細胞外への放出を考慮するため、超
遠心法により Microvesicles（Exosome）画
分を調製し、CD69 の発現を検討した。 

 

(2)培養細胞を用いた固形癌細胞での CD69

の機能解析 

CD69特異的 siRNAを用いた一過性のCD69

発現抑制および shRNA 発現ベクターを用い
て、定常的な CD69 遺伝子抑制 CCC 細胞株
を作製して、様々な細胞の性質について検討
した。細胞増殖能、低酸素環境下での生存能
を検討した。細胞運動能、細胞浸潤能、細胞
外基質に対する細胞接着能をそれぞれ通常
酸素濃度、低酸素濃度および無血清環境下に
おいて検討した。 

 

(3)CD69 によるインテグリン活性化の可能

性を検討するため以下の方法を用いた。 

①インテグリンの活性化評価のため、活性化
型インテグリンβ1 を認識する特異的抗体、
総インテグリンβ1 蛋白質を認識する抗体を
用いて、フローサイトメトリーにより CCC

細胞膜表面のインテグリンβ1 活性化状態を
評価した。 

②細胞外基質である fibronectin による刺激
を与える目的で、fibronectin coating した培
養プレートに CD69 を低酸素・無血清環境下
発現誘導させた CCC 細胞を接着させ、30 分
後に細胞を回収、特異的抗体によって FAK

のリン酸化レベルについて検討した。 

 

(4) 臨床サンプル由来ヒト卵巣癌組織にお
ける CD69 の発現解析 

外科切除癌組織由来の標本組織切片を用い
てヒト卵巣癌組織内のCD69発現について特
異的抗体による免疫染色を行った。 

 

４．研究成果 

(1) CCC 細胞、OVSAYO cell について低酸素
(1% O2)・無血清環境下、培養した後、total 

RNA および細胞抽出液を調製し、qPCR, 

Wetern Blotting により CD69 の発現につい
て確認したところ、16 時間以降において顕著
に発現上昇が認められ、少なくとも 48 時間
までは発現が維持されること、蛋白質レベル
では長時間暴露においてその発現がより強
く認められた。(図 1) 

他の CCC 細胞株についても蛋白質レベルで
の発現を確認したところ、10株中 6株のCCC

細胞株において CD69 の発現を認めた。
(OVSAYO, OVISE, JHOC-7, JHOC-8, 

JHOC-9, HAC-2)このうち低酸素・無血清環
境下に発現上昇が認められたのは OVSAYO

に加えて OVISE, JHOC-7, HAC-2 にとどま
ったものの、JHOC-7~9 においては通常培養
条件下でも少なからず発現が認められた。し
かしながら今回の検討において漿液性卵巣
癌や粘液性卵巣癌細胞株においてはCD69の
発現誘導は認められなかった。(OVSAHO, 

OVKATE, Kuramochi (Un-differentiated), 

MCAS)。 

また OVSAYO cellを無血清培地にて 48時間
培養した培養上清から、Microvesicles 画分を
調製したところ、低酸素環境での培養時にお
いて、CD69 蛋白質が存在していることが明



らかとなった。 

 

(2) 低酸素・低血清環境下で発現誘導される
CD69 の機能を解析するため、CCC 由来の
OVSAYO cellを用いて非特異的 shRNAある
いは、CD69 遺伝子特異的 shRNA を導入し
た shRNA 定常発現株を作製し、これらにつ
いてさまざまな機能解析を行った。その結果、
通常の培養条件下では両細胞の増殖能には
変化が認められない上、低酸素・無血清環境
下培養時の生存活性においても、CD69 遺伝
子の発現は影響を与えないことが明らかと
なった。一方で、低酸素・無血清環境下にお
いて行った Boyden chamber を用いた
Migration assay, Invasion assay の結果、
Fibronectin 依存的な細胞運動能、浸潤能が
CD69 遺伝子のノックダウンによって減弱す
ることを明らかにした。また CD69 のノック
ダウン株においては低酸素・無血清環境下に
おいて Fibronectin に対する細胞接着能が減
弱されることが示され、誘導し CD69 が活性
化されたことによる細胞接着能の亢進によ

り CCC 細胞の運動能・浸潤能が亢進するこ
とが考えられた。(図 2) 

 

(3)こうした CD69 依存的な細胞接着能の亢
進がCD69によるインテグリンの活性化に由
来する可能性を考え、低酸素・無血清条件下
誘導された CD69 が CCC 細胞膜上のインテ
グリン活性に及ぼす影響を検討した。 

Fibronectin coating した培養 dish への
CD69 依 存 的 な 細 胞 接 着 能 の 亢 進 は
fibronectin 由来 RGD ペプチド共存下におい
て緩和され、さらにインテグリンβ1 特異的
阻害抗体によっても中和された。これにより、
こうした細胞接着能の亢進が細胞膜上イン
テグリンを介した fibronectin との相互作用
によることが示唆された。さらに活性化型イ
ンテグリン特異的抗体を用いたFACS解析を
おこなったところ、CD69 ノックダウン細胞
において活性化型インテグリンβ1 の発現が
総インテグリンβ1 に比して減弱しているこ
とが明らかとなった。 

さらにインテグリン活性化についてインテ
グリンの下流シグナルカスケードについて

検討した。低酸素・無血清環境下で CD69 が
誘導された OVSAYO cell では fibronectin を
介した細胞接着刺激により、 Integrin –
fibronectin を介した細胞接着後において活
性化することが知られている FAK のチロシ
ン残基のリン酸化(Y397, Y576, Y861)が顕著
に亢進していることが明らかとなった。(図
3) 

 
インテグリンの活性化メカニズムを解析す
るためにさらに検討を行った。細胞膜表面上
に発現しているインテグリンはαサブタイ
プとβサブタイプがヘテロダイマーを形成
している。この複合体は活性化される過程に
おいて構造変化が起きることが知られてい
る。インテグリンの inside-out と呼ばれる活
性化過程ではカルシウム濃度上昇といった
刺激によりシグナルカスケードが活性化さ
れ、その結果としてインテグリンの C 末端、
細胞質側において Talin などをはじめとした
インテグリンと直接的に相互作用する分子
を含んだ特徴的な複合体が形成されること
が報告されていた。この複合体の中で最近
Talin蛋白質の Serine-425リン酸化がインテ
グリン複合体の活性化において重要である
という報告がなされた。そこで今回我々が
TalinのSerine-425リン酸化についてWB解
析にて観察したところ、CCC 細胞を低酸素・
無血清環境下培養した条件下では、CD69 依
存的にこの Serine-425 のリン酸化が亢進さ
れていることが、明らかとなった。 
これらの結果より、低酸素・無血清環境にお
いてCCC細胞ではCD69はインテグリンβ1
の活性化を促進していることが示唆された。 
我々の研究によりこれまで不明であった
CD69 分子の固形癌細胞での役割の一端につ
いて示すことができたと言える。 
 
以上の結果より、CCC 細胞において、低酸素
および無血清環境下が共存することによっ
て、CD69 は顕著な発現上昇を示すこと明ら
かとした。この発現誘導が、我々が先に示し
た ICAM1 と全く同じ制御メカニズムである
かどうかは議論の余地があるものの、NFkB

や Sp1 といった転写因子の結合サイトが
CD69 promoter 上に存在することが報告さ
れており、また我々の研究においても NFkB

や Sp1の遺伝子ノックタウンによって CD69

の遺伝子誘導は緩和されることが認められ



ている。この現象は ICAM1 におけるそれと
一致している。(引用文献.②) 
 
(4)神奈川県立がんセンターにて保有してい
る、書面において癌研究への包括的同意が得
られているヒト臨床検体由来を用いて、パラ
フィン包埋組織より組織切片を作製した。こ
れらの組織切片に対してCD69特異的抗体を
用いて免疫染色を行った。抗体処理について
は先に、フォルボールエステルによって活性
化させた Jurkat 細胞、低酸素無血清環境下
培養した OVSAYO 細胞に対して標本切片を
作製したものをポジティブコントロールと
して用いて、条件の最適化を行った。 
ヒト卵巣癌組織検体に対しての染色は現在
おおむね終了しており、現在臨床情報との照
合を行っているところである。 
 
先に述べたように CD69 は低酸素・無血清環
境下培養した CCC 細胞由来の Microvesicles

に含まれ、このことはヒト体内においても難
治で知られる CCC 細胞由来の Microvesicle

成分として認められる可能性を示している。 
癌細胞から Exocytosis などの経路を介して
放出される Microvesicles には蛋白質の他に
microRNA などの核酸も含まれていること
が知られている。脂質二重膜に覆われた顆粒
状となって体液を介して伝播されるこれら
の分子は細胞間、組織間のシグナル伝達等に
おいて重要な役割を担っていることが示唆
されてきており、近年その構成成分にも治療
標的候補分子として注目が集まってきてい
る。このような候補分子、あるいはバイオマ
ーカーとしてCD69分子が機能するかどうか
については今後の検討課題であると言える。 
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