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研究成果の概要（和文）：子宮頸がんの1種で難治性の子宮頸部小細胞癌について、特異的な蛋白質を見出し、新たな
治療法などを探るため、手術で採取した組織から新しい培養法; CTOS（Cancer tissue- originated spheroid）法で癌
細胞を培養した。培養した子宮頸部小細胞癌と子宮頸部扁平上皮癌、子宮頸部粘液性腺癌、肺小細胞癌と肺扁平上皮癌
、肺粘液性腺癌の蛋白の量を比較した。小細胞癌でその他の癌に比べて多く発現している蛋白を14個認め、そのうち4
個について調べることにした。手術で摘出した子宮頸癌の組織で比較したところ、選んだ4個の蛋白は小細胞癌で扁平
上皮癌に比べて多く認められた。

研究成果の概要（英文）：To find a new therapy for small cell carcinoma of uterine cervix which is 
difficult to cure, we tried to find specific proteins of small cell carcinoma of uterine cervix by 
innovative 3D culture; CTOS method（Cancer tissue- originated spheroid）and iTRAQ. Cancer cells of small 
cell carcinoma, squamous cell and mucinous adenocarcinoma which were derived from lung and uterine cervix 
were cultured by innovative 3D culture and compared about its protein profile by iTRAQ. We identified 14 
proteins which were much in small cell carcinoma than other types of cancer. 4 proteins were selected 
from 14 proteins by literature review. Then surgically resected specimens were investigated about these 
proteins by immunohistochemistry. All these proteins were confirmed that they were seen much in small 
cell carcinoma than in squamous cell or mucinous adenocarcinoma.

研究分野：婦人科腫瘍

キーワード： 婦人科腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
子宮頸部小細胞癌は子宮頸癌の 1-3％と稀
な腫瘍であるが、血行性、リンパ行性に急激
に進行する。発症年齢の中央値は 40 歳と若
いが、5年生存率はIA2期-IB1期では55-85％、
IB2 期-II 期で 25-30%、III 期-IV 期で 0-16%
と報告されており、他の婦人科腫瘍と比べて
予後が悪い。手術や化学療法や放射線療法が、
一旦は奏功するものの、すぐに再燃、再発し、
良好な生存率が得られていない。また、頻度
が低く、治療法確立のために十分な臨床試験
及び基礎研究が行われていないのが現状で
ある。子宮頸部小細胞癌の cell line として
は、CELL BANK では 1種類、JCRB 細胞バンク
で 1 種類が入手可能であるが、樹立された
cell line が少ない。 
現在、共同研究を行っている大阪府立成人
病センター研究所の井上らが、2011 年に大腸
癌手術検体から採取した癌細胞を、無血清培
地で 3 次元培養を行う方法を報告した。
（Kondo et al.Proc Natl Acad Sci U S A. 
2011）3 次元培養された癌細胞塊は球状
(spheroid) を 呈 し 、 井 上 ら が cancer 
tissue-originated spheroid（CTOS）と命名
した。CTOS は間質細胞を含まない純粋な癌細
胞の集塊であり、安定した増殖培養が可能で
あり、マウスでの造腫瘍能、また元の腫瘍の
性質を保持していることが肺癌、尿路上皮癌
でも示されている。（Endo et al. Thorac 
Oncol. 2013, Okuyama et al. J Urol. 2013）
また、我々の研究で、婦人科癌においても
CTOS 作成が可能であることが明らかとなっ
ている。 
現在、腫瘍の研究は細胞株を用いることが
一般的であるが、細胞株のほとんどは血清含
有培地で接着培養されている。株化する過程
で遺伝子変化が蓄積するため、細胞株は元の
癌細胞の性質を忠実に反映していない。また、
腫瘍内では癌細胞同士が接着して存在する
が、接着培養では擬似細胞外マトリクスとの
接着で培養されている。さらに、通常の培養
条件では生体内と比較して過剰な酸素化、栄
養状態に曝されている。また、細胞株は継代
の過程で増殖能に優れたものが選択される
ことが明らかにされている。CTOS は従来の細
胞株より元の腫瘍の性質を維持しているこ
とが示されており、癌研究の対象として、今
後重要性が増すと考えられる。 
 また、我々は、膜蛋白質に対する iTRAQ
法を用いて正常子宮内膜細胞株と子宮内膜
癌細胞株の蛋白発現を網羅的に比較し、子宮
内膜癌に特異的に発現している膜蛋白質、
BST-2 を同定し、ヌードマウスにおいて抗体
療法に成功した。(Yokoyama T et al, Int J 
Cancer. 2013 )  
 
２．研究の目的 
 当研究では、手術検体より培養して得られ
た cancer tissue－originated  spheroid
（CTOS）を用いて、子宮頸部小細胞癌の治療

ターゲットとなりうる蛋白質をiTRAQ法を用
いて網羅的に解析し、診断・創薬の鍵となる
蛋白質を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 子宮頸部小細胞癌に特異的に発現する蛋
白質を解析するため、子宮頸部小細胞癌3例、
子宮頸部粘液性腺癌 1例、子宮頸部扁平上皮
癌 1例、肺小細胞癌 1例、肺粘液性腺癌 1例
の手術検体から作成した 3 次元培養細胞塊
（CTOS)と子宮頸部小細胞癌と子宮頸部粘液
性腺癌細胞株をそれぞれ 1 種用いて、iTRAQ
法を行ない、網羅的蛋白解析を行った。細胞
株をリファレンスとし、それぞれの検体のタ
ンパクの相対的な発現量を得た。 
iTRAQ 法を用いて得られた結果及び文献的
検索で小細胞癌に特異的と考えられる蛋白
を選定し、手術検体に対して免疫組織化学染
色を行い、手術検体を用いて検討した。 
子宮頸部小細胞癌の細胞株を用いて細胞
増殖 assay を行い、選定した蛋白の機能を解
析した。 
 
４．研究成果 
 iTRAQ による網羅的な蛋白解析により、肺、
子宮における、小細胞癌、粘液性腺癌の蛋白
質の発現パターンは臓器特異性を超え、組織
型でそのパターンが共通することが判明し
た。 （図１） 
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また、粘液性腺癌、扁平上皮癌の両方に比
して小細胞癌で発現が増強している蛋白質
を 14 種類同定した。これらの蛋白質につい
て文献的検索を行い、標的とする蛋白質の評
価を行うこととした。まず、その一つの
secretagogin に着目し、免疫組織化学染色を
行ったが、iTRAQ 法に使用したうち、2 種類
の子宮頸部小細胞癌については発現を認め
たが、その他の臨床検体では発現が陰性であ
った。そのため、さらに mRNA の発現を検討
し、子宮頸部小細胞癌の各症例で、腺癌に対
して発現が高い 4種類の蛋白（図２）を iTRAQ
法で同定した 14 種類の蛋白の中から、文献
的考察を踏まえ選定した。 
 



図２（縦軸は腺癌に比した発現量） 

 

 

  

 
 

 
 
 
 
 
 

続いて、IGFBP-2、CKBB、VRK-1、NT5DC2 に
ついて子宮頸部の扁平上皮癌、小細胞癌、粘
液性腺癌について免疫染色にて検討したと
ころ、いずれも小細胞癌と扁平上皮癌を比べ
ると、小細胞癌の方が陽性の症例が有意差を
もって陽性率が高いことが分かった。一方、
小細胞癌と粘液性癌、粘液性腺癌と扁平上皮
癌は陽性率について有意差を認めなかった。 
また、IGFBP-2, VRK-1 については子宮頸部
小細胞癌の細胞株を用いてsiRNAを用いて検
討した。それぞれの発現を抑制することによ
り、WST-1 assay にて細胞の増殖が抑制され
ることが示された。 
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