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研究成果の概要（和文）：「なぜ腹膜播種した癌細胞は治療不可能なのか？」その原因がマイクロ RNA (miRNA)
およびがん細胞が分泌するエクソソームによるものではないかを検討することを目的とした。まず、卵巣がん細
胞に抗がん剤であるパクリタキセル（PTX）持続暴露を行い、発現変動したmiRNAの網羅的解析を通じて、いわゆ
る「腹膜播種関連miRNA」を同定し、その役割を検討した。親株と比べて、発現が減少しているmiRNAを見出し、
その中でも、miR-194はPTX耐性に関与していることを証明した。さらに、卵巣がん細胞が分泌するエクソソーム
が腹膜中皮細胞に作用して、がんが浸潤しやすい環境を整えていることを証明した。

研究成果の概要（英文）：The overcome of paclitaxel resistance is a critical issue in ovarian cancer 
treatment. We aimed to identify key miRNAs which regulate paclitaxel resistance and to pursue those 
potential as therapeutic targets. Two paclitaxel resistant ovarian cancer cell lines were 
established by a continuous exposure. MiRNA PCR arrays were performed and miR-194 was found to be 
one of down-regulated miRNAs. We found that miR-194 acts as a tumor suppressor miRNA through the 
sensitization to paclitaxel and can be considered as a therapeutic target for paclitaxel-resistant 
ovarian cancer. Further, we aimed to identify the functional roles of ovarian cancer-derived 
exosomes during peritoneal dissemination. Exosomes were isolated from ovarian cancer cell lines. 
Ovarian cancer invasion was significantly promoted in the presence of exosome-treated human 
peritoneal mesothelial cells (HPMCs). We proved that ovarian cancer-derived exosomes transfer CD-44 
to HPMCs, which can facilitate ovarian cancer invasion.

研究分野：婦人科腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
卵巣癌や胃癌などの消化器癌におけるもっ
とも頻度の高い転移・再発形式は腹膜播種で
あり、この病態が進行すると癌性腹膜炎から
腸閉塞や水腎症，腹水貯留を併発し，患者の
全身状態は急速に悪化する。したがって，癌
性腹膜炎の治療は癌治療の中でも非常に重
要な位置を占め，その成績は癌の予後を大き
く左右する。しかしながら、腹膜播種として
再発した場合、その治療には極めて難渋し、
最新の抗癌剤治療や放射線治療が奏効しな
い場合が殆どである。我々は以前より、卵巣
癌の腹膜播種という特異的な転移の仕方に
着目し、癌細胞の細胞外マトリックスへの接
着や間質への浸潤に焦点を当てて、いくつか
の標的分子(Rho-kinase, c-Met, Integrin 
α5 等)を見出し、かつそれらが予後因子であ
ることを報告してきた（Gynecol Oncol 
87:252-9;2002、Cancer Res 62:6015-20; 2002. 
Cancer Res 65:540-5; 2005. Cancer Res 
67:1670-9; 2007, Cancer Res 2008; 68; 
2329-39, Am J Pathol 182:1876-89, 2013）
（図１にその概略）。 

特に Integrin α5 に関しては、卵巣癌にお
いて、それが腹膜播種の Key molecule であ
ると同時に進行癌での予後因子であること
を証明した。そこで実際に我々の基礎研究成
果をもとに再発卵巣癌および腹膜癌に対し
て、ヒトキメラ化 Integrin- α 5 抗体
Velociximab を用いた Phase II 臨床試験が
米国で立案、実行され、2009 年の米国臨床腫
瘍学会でその成績が報告された(J. Clin. 
Oncol. 27:15s;2009 (suppl; abstr 5560)。
残念ながら、Velociximab の単剤及び抗癌剤
との併用投与は癌患者の無病期間および生
存期間の延長に寄与しなかった。つまり、
我々のこれまでの基礎研究成果は未だ実臨
床への応用にまで届いていない。のみならず、
他の分子標的治療薬の臨床試験の結果をみ
ても腹膜播種を来した進行がん患者の生命
予後そのものを改善させる結果は未だ得ら
れていない。まだまだ腹膜播種に対して、新
たな分子標的治療の可能性を模索する必要
がある。 
そこで「なぜ、初回治療や in vitro の実験
系では有効な抗がん剤治療は腹膜播種とし
て再発した際に無効なのか？」について考察

を加えた。そもそも卵巣癌では発癌の時点で
P53 や PTEN などの genetic な変異が発生し
ている。従って、腹膜播種再発においては、
genetic な変異ではなく、癌細胞が腹腔内で
生存していく過程の中で、何らかの epigenic 
な刺激により治療抵抗性を獲得しているの
ではないかと考えた。その刺激がどのような
ものかを検討するべく、まず、抗がん剤長期
暴露による epigenetic な影響を検討するこ
とにした。現行治療では進行卵巣癌患者は必
ず複数回の抗がん剤投与を受けており、つま
り癌細胞は長期間にわたり、抗がん剤の暴露
を受けている。さらにがん細胞が腹膜播種す
る際に最初に接触する細胞は腹腔内臓器を
覆う一層腹膜中皮細胞である。従って、がん
細胞が腹膜播種進展していく過程で、腹膜中
皮細胞に何らかの情報伝達を行い、その結果、
腹膜中皮細胞が何らかの形質転換を起こし
て、がんが生存し、浸潤しやすくなるように
誘導するのではないかと考えた。 
ヒトでは、ゲノムにコードされる 2500 種類
以上のmiRNAが時に重複しながら様々な遺伝
子の転写翻訳を抑制している。そして、その
半数以上が癌遺伝子の近傍に存在しており、
miRNA による epigenic な刺激が、癌細胞が
幹細胞様の治療抵抗性を獲得する過程にも
大きく関わっているのではないかと想像す
る。即ち、そのような環境下で発現が変動す
る miRNA の網羅的な解析を行い、その中から
卵巣がんの腹膜播種進展や抗がん剤に対す
る治療抵抗性を制御する miRNA を同定する
ことは新たなテーラーメイド遺伝子治療へ
の可能性を有している。また、細胞間の情報
伝達は従来、サイトカインなどの分泌蛋白質
によってなされると考えられていたが、近年、
細胞が分泌する小胞体の一つであるエクソ
ソームの内に蛋白質、mRNA, non-coding RNA 
などが豊富に含まれており、それが細胞間の
メッセンジャーとしての Key Player ではな
いかと考えられつつある。 
従って、今回の研究では、抗がん剤耐性に関
しては、miRNA の発現変動による epigenic 
な変化に焦点を当てた解析を行い、がん細胞
が腹膜中皮細胞に与える影響に関しては、が
ん細胞が分泌するエクソソームを回収し、そ
れが腹膜中皮細胞にあたえる影響を検討す
ることにした。 
 
２．研究の目的 
「なぜ、初回治療や in vitro の実験系では
有効な抗がん剤治療は腹膜播種として再発
した際に無効なのか？」を卵巣がんで追及す
ることが本研究の目的である。具体的には上
述した通り、卵巣がんの抗がん剤耐性のメカ
ニズムをmiRNA による epigenic な影響に焦
点を当てて解析を行うことにした。さらに卵
巣がん細胞が放出するエクソソームを回収
し、それが腹膜中皮細胞に与える影響の解析
を行った。以上の検討により、腹膜播種病変
の成因、治療抵抗性の原因解析し、新規分子



標的治療に直結しうる基礎的データを創出
することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）パクリタキセル（PTX）耐性卵巣癌細
胞株の作成 
抗がん剤耐性株は抗がん剤の少量持続暴露
により作成した。具体的には漿液性卵巣癌細
胞株 SKOV3ip1 と HeyA-8 に対して、PTX 10nM
と低濃度から培養を開始、3 か月かけて徐々
に PTX の濃度を挙げて継体培養し、最終的に
は 300nM の高濃度でも細胞死が誘導されな
い PTX 耐性株を作成した。 
（２）PTX 耐性化により変動する miRNA の網
羅的解析‐Taqman miRNA microarray を用い
て 
上記の方法で作成したPTX耐性株ともともと
の親株より、RNA を抽出し、Taqman miRNA 
microarray (Applied Biosystem) を用いて、
抗がん剤耐性化に伴い、発現が変動した
miRNA のリストを作成した。 
（３）上記の方法でリストアップした“PTX 
耐性関連 miRNA ”と対象となる標的分子との
関連を in silico 解析し、抗がん剤抵抗性に
与える影響を miRNA の Knock in, Knock out 
を通じて検証した。 
（４）腹膜中皮細胞初代培養の確立 
倫理委員会および患者の文書による同意を
得た上で、手術時に採取した大網を用いて、
はさみで細切後、コラゲナーゼ処理により腹
膜中皮細胞を初代培養した。 
（５）卵巣がん細胞株が放出するエクソソー
ムの回収 
エクソソームの
回収方法は試行
錯誤の結果、図 2
のような超遠心
法による手技を
確立した。この
方法により、1 x 
108 個の細胞よ
り、おおよそ 50
～100μgのエクソソームが回収できる。この
方法を用いて、卵巣漿液性腺がんの細胞株で
あるHeyA-8 およぶ TYK-nu より エクソソー
ムを抽出した。、 Agilent 2100 でこの
Exosomal miRNA の多くが、500bp 以下の
small RNA であることを確認した。対照とし
て、正常卵巣上皮を不死化させた細胞株 IOSE
より抽出したエクソソームを用いた。 
（６）腹膜中皮細胞への卵巣癌由来エクソソ
ームの添加実験 
上記（５）で抽出した卵巣癌細胞株が分泌す
るエクソソームを蛍光色素 PKH67（Sigma）で
標識したうえで腹膜中皮細胞に添加し、その
取り込みを共焦点蛍光顕微鏡で確認した。 
（７）エクソソームが腹膜中皮細胞に作用し
卵巣がん細胞の浸潤能を亢進するかの共培
養実験卵巣癌細胞由来のエクソソームが腹
膜中皮細胞を“教育”し、癌が浸潤しやすい

環境を形成していることを図3に示すような
共培養実験で証明した。24-well 用の 8 µm の
ポアをもつ Boyden Chamber に腹膜中皮細胞
を一層かつ Confluent になるように撒き腹
膜を In Vitro で再現する。その上に蛍光標
識した卵巣癌細胞 HeyA-8 を投与し、48 時間
後に Chamber を通過した癌細胞数を蛍光強
度で評価する。そして、上の Chamber にエク
ソソームを添加し、卵巣がん細胞の浸潤能が
亢進するかを確認する。それが確認できれば、
エクソソームの取り込み阻害剤である
5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-amiloride (EIPA)
を腹膜中皮細胞に添加し、エクソソームによ
る浸潤能亢進がキャンセルできるかどうか
を検証する。 

４．研究成果 
（１）パクリタキセル（PTX）耐性卵巣癌細
胞株の作成 
卵巣癌細胞株SKOV3ip1 と HeyA-8 に対して、
PTX 10nM と低濃度から培養を開始、3か月か
けて徐々に PTX の濃度を挙げて継体培養し、
図 4の MTS Assay で示すように 300nM でも細
胞死が誘導されない PTX 耐性株を作成した。 

（２）PTX 耐性化により変動する miRNA の網
羅的解析 
PTX 耐性株と親株より、RNA を抽出し、Taqman 
miRNA microarray (Applied Biosystem) を
用いて、抗がん剤耐性化により、発現が変動
した miRNA のリストを図 5 の通り作成した。
卵巣がん細胞株 SKOV3ip1 と HeyA-8 の両方
において、miR-194, miR-200c, miR-522, 
miR-627, miR-636 の発現低下を認め、以下
の実験でそれらの miRNA に焦点を当てた解
析を行った。 

 



（３）miR-194 は paclitaxel 耐性に関与す
る。 
Paclitaxel 耐 性 卵 巣 が ん 細 胞 株
（SKOV3ip1-TR, HeyA-8-TR)に miR-194 を遺
伝子導入したところ、paclitaxel に対する
耐性は部分的ではあるが解除された。逆に卵
巣がん細胞株親株 (SKOV3ip1, HeyA-8) に 
miR-194 の阻害剤を導入したところ、阻害剤
は paclitaxel に対する耐性を増強させた。
すなわち、耐性株で発現が低下している 
miR-194 は卵巣がん細胞の paclitaxel 耐
性に関与している可能性が示唆された。概略
を図 6に示す。 

（４）腹膜中皮細胞の初代培養 
図 7 の 通 り 、
Cytokeratin 陰性、
Vimentin 陽性の腹
膜中皮細胞を初代培
養した。形態も敷石
状であった。 
（５）卵巣がん細胞
株が放出するエクソ
ソームの回収 
上述の方法で回収した Pellet に高純度のエ
クソソームが含まれていることが電子顕微
鏡を用いて、エクソソームのマーカーである
CD63 の免疫染色で図 7 に示すように確認し
た。さらに、代表的な漿液性腺癌の細胞株で
あるHeyA-8 およぶ TYK-nu より RNA を抽出
し、Agilent 2100 でこの Exosomal miRNA の
多くが、500bp 以下の small RNA であること
を確認した。 
（６）腹膜中皮細胞への卵巣癌由来エクソソ
ームの添加実験 

 
図 8の通り、緑の蛍光標識マーカーで染色さ
れた卵巣がん細胞由来のエクソソームは腹
膜中皮細胞に取り込まれた。 

 
（７）エクソソームが腹膜中皮細胞に作用し
卵巣がん細胞の浸潤能を亢進するかの共培
養実験 
結果を図 9に示す。卵巣さん細胞株（HeyA-8, 
TYK-nu）由来のエクソソームはがん細胞の浸
潤能を有意に亢進した。一方、IOSE ではその

ような効果は認められなかった。 
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