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要旨 

	 卵巣癌腹膜播種において、癌細胞が腹腔内で浮遊型癌細胞集塊すなわちスフ

ェロイドを形成し足場非依存性に増殖していく過程に注目した。マウス卵巣癌

細胞株 ID8と、ID8に KRAS活性型遺伝子変異を導入した ID8-KRASでは、スフ

ェロイド形成と足場非依存性の細胞増殖能に差を認め、いずれも KRAS活性型変

異の導入に伴い亢進することが示唆された。また、浮遊状態の ID8-KRASでは、

細胞増殖関連遺伝子、および、MEK経路と関わる遺伝子の発現上昇を認め、MEK

経路の阻害によりスフェロイド形成と足場非依存性の細胞増殖が抑制されるこ

とが示唆された。MEK阻害薬が今後の卵巣癌腹膜播種の治療薬として期待され

る。 
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序文  

＜卵巣癌に対する新規治療＞  

	 上皮性卵巣癌の 2018年の新規患者発生数は全世界において 295,414人、死亡

者数は 184,799人と推測され、女性の癌関連死の第 8位となっている 1。卵巣癌

は、進行期が重要な予後因子であり、Ⅲ・Ⅳ期症例の予後が不良であることが

知られているが、卵巣癌全体の約 40〜50 ％をⅢ・Ⅳ期症例が占める 2。Ⅲ・Ⅳ

期の特徴として、腹膜播種の存在が挙げられる。卵巣癌の治療方法は主に手術

療法と化学療法であり、原則的にはまず手術を行い、手術所見より進行期を確

定し、術後化学療法を追加するのが標準治療である。しかし、腹膜播種を伴う

Ⅲ・Ⅳ期症例においては、腹腔内に病変が広がっているため、手術による根治

的な病変の摘出は困難であることが多く、化学療法の組み合わせが不可欠であ

る。Ⅲ・Ⅳ期症例における、手術および化学療法後の腹腔内再発率は約 80 ％に

のぼると報告されており 2、進行卵巣癌に対する新規治療は未だ開拓の余地があ

る。 

	 また、卵巣癌に対するプラチナ製剤を含む化学療法は高い奏功率を示してい

るが、化学療法抵抗性の場合には有効な治療法が確立されておらず、腹膜播種

を伴う進行卵巣癌患者の 5 年生存率は 40％に満たない 2。抗 VEGF ヒト化モノ
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クローナル抗体ベバシズマブや PARP（poly ADP ribose polymerase）阻害剤など

の分子標的治療薬の開発が進められているが、これらは進行卵巣癌における全

生存率の向上には至っておらず、進行卵巣癌患者は従来の化学療法に加えて分

子標的治療薬を併用しても治療が難しいのが現状である 3,4。 

 

＜卵巣癌と遺伝子変異＞  

	 卵巣癌の新規治療の方向性を考えるにあたって、卵巣癌の発生起源に注目し

てみると、良性腺腫や境界悪性腫瘍から亜段階的に悪性化する過程を踏む卵巣

癌 typeⅠと、前癌病変を持たない卵巣癌 typeⅡに分類されることが知られてい

る 5。TypeⅠの特徴としては、進展速度が遅く、巨大だが卵巣に限局することが

ほとんどである。一方、typeⅡは概して高分化で進展が速いが、その起源が卵巣

外の卵管采にあり、そこから発生した卵管上皮内癌が卵巣に二次性に波及し卵

巣癌が生じるという説が提唱されている 6。 

	 それぞれが卵巣癌全体において占める割合は、typeⅠが 66 ％、typeⅡは 34 %

と typeⅠが多い 7。TypeⅡは腫瘍進展が速いため予後不良であることが多いが、

typeⅠの中でも、明細胞腺癌や粘液性腺癌は早期発見が困難であり、typeⅡと比

較して必ずしも予後がいいとはされていない 6,8。現在は typeごとの治療法は確
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立されていないが、それぞれに対する個別の治療については検討の余地がある。 

	 Type ごとの遺伝子変異に着目してみると、typeⅠ卵巣癌においては、KRAS、

BRAF、PTEN、PIK3CA、CTNNB1、ARID1A、PPPWR1A などのさまざまな遺伝

子変異が認められることが典型的であり 9-11、typeⅠ卵巣癌のおよそ 40％はKRAS

変異を有する 12。さらに、KRAS 変異を伴う転移性 typeⅠ卵巣癌は、KRAS 変異

を伴わない転移性 typeⅠ卵巣癌に比べて予後不良であるという報告もあり 13、

typeⅠ卵巣癌における KRAS 変異陽性の意義は大きいと言える。また、KRAS 変

異は typeⅠ卵巣癌の前癌病変とも言える卵巣境界悪性腫瘍にもみられ、KRAS 

G12V変異を持つ漿液性境界悪性腫瘍患者は、変異を持たない同患者に比べて生

存期間が短いという報告もある 14。 

	 一方、typeⅡ卵巣癌は、その 95％以上に TP53変異が存在することが知られて

いる 15。TP53変異は化学療法抵抗性や高再発率との関連が報告されているが 16、

typeⅡの中でも、高分化型漿液性腺癌（High-grade serous carcinoma; HGSC）にお

いては、野生型 TP53群の方が TP53変異群に比べて、有意に生存期間が短く、

化学療法抵抗性が高いことも報告されている 17。The Cancer Genome Atlas（TCGA）

の解析によると、野生型 TP53患者の 3分の 1に、RAS変異あるいは RAS関連遺

伝子の活性型変異があることが明らかになっており 18、typeⅡ卵巣癌における野
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生型TP53患者の予後不良要因としてこれらのRAS関連遺伝子変異の影響も無視

できない。 

	 このように、卵巣癌における KRAS変異に着目すると、typeⅠ卵巣癌では KRAS

変異陽性が占める割合が多く、typeⅡ卵巣癌では予後不良群との関わりが知られ

ていることから、KRAS変異をターゲットにした治療法の開発は今後の卵巣癌治

療に有用である可能性がある。 

 

＜卵巣癌腹膜播種と癌細胞集塊（スフェロイド）の関係＞  

	 冒頭で述べたように、予後不良である進行卵巣癌の特徴のひとつとして、腹

膜播種が挙げられる。乳癌や大腸癌などの他の癌種では、原発巣から隣接臓器

や血管内へ癌細胞が浸潤し、その後、骨・肝臓・脳などの他臓器へ血行性転移

するという過程が一般的であるが 19、卵巣癌においては、他の癌種と異なり、

原発巣から遊離した癌細胞が腹腔内を経由して直接腹膜や大網に運ばれ転移す

るという経緯をたどる 20,21。 

	 この卵巣癌細胞は、腹腔内へ移行する前に、上皮間葉転換（Epithelial to 

mesenchymal transition; EMT）という変化を生じることが知られているが、これ

は上皮細胞が細胞基底膜から離脱し、細胞間接着が喪失し、原発巣から遊離す
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る働きである 22,23。EMT によって遊離した卵巣癌細胞は単細胞あるいは集塊を

形成し腹水中へ放たれる。このとき形成される癌細胞の集塊はスフェロイドと

呼ばれている 24-27。（スフェロイドの定義は一元的ではなく、癌幹細胞を指す場

合もあるが、本研究におけるスフェロイドは、足場非依存性に増殖する癌細胞

集塊を指す。）これらスフェロイド内の癌細胞が、次にフィブロネクチンなどの

細胞接着分子の受容体であるインテグリンの発現を上昇させ、腹水中から腹膜

へ接着することによって、腹膜への播種が促進されるとされている 28。  

 このように、卵巣癌腹膜播種においてスフェロイドを形成しながら癌細胞が腹腔内で

増殖する過程を模倣した、3D培養法という in vitroの培養法が知られている。3D

培養法とは、単層細胞培養と比較して生体に近い結果を得ることを目的に開発

された培養法であり、2002 年頃より注目され始めてきた。ヒトの組織や臓器は

3D 構造であるが、通常、培養細胞の評価は単層細胞培養、つまり 2D 構造での

評価が行われることが多い。そこで、細胞形態や細胞間相互作用、細胞分化の

過程がより生体内に近い 3Dの細胞培養方法についての研究が始まった 29-32。3D

培養は、細胞の形や極性評価のほか、遺伝子発現、細胞増殖能、形態形成能、

運動性、細胞分化などの評価のために用いられ、2D培養との比較によりそれら

が評価されていることも多い。3D培養の方法には複数の手法が存在し、評価す
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る項目の違いによって培養方法が選択されている。例えば、Non-adhesive surface

細胞培養法、spinner flask細胞培養法、rotary細胞培養法、hanging drop細胞培養

法、micromolding techniques の利用、 centrifugation pellet 法、 external force 

enhancement 法など多数ある 33,34。これらの培養法は、乳癌や悪性黒色腫におい

ても応用されているが 35,36、卵巣癌腹膜播種における腹腔内スフェロイドを模倣

した培養方法としても広く応用されている 37-39。He らの報告では、卵巣明細胞

腺癌において、膜タンパク CDCP1（CUB-domain-containing protein 1）が腹膜播

種へもたらす影響を評価するために、ヒト卵巣明細胞腺癌細胞株を 3D培養法で

培養し、形成されたスフェロイドの CDDP1発現について評価している 24。 

	 そこで、本研究においても、腹腔内スフェロイドの足場非依存性細胞増殖を

模倣する実験系として 3D培養法を用い、癌細胞株を細胞接着性の低いプレート

で培養する方法を選択した 40。 

 

＜癌遺伝子変異とスフェロイド形成＞  

	 前述したように、KRAS 変異は卵巣癌の予後不良因子とも捉えられ、KRAS 変

異をターゲットとした治療法については検討する意義がある。KRAS 遺伝子は、

RAS ファミリーの 1 つで、RAS-RAF-MEK-ERK 経路の上流に位置する。
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RAS-RAF-MEK-ERK 経路においては、上皮成長因子受容体（Epidermal growth 

factor receptor; EGFR）からの細胞増殖シグナルが RASタンパクを介し核に伝達

されて細胞増殖が亢進することが知られており、この経路は RAS または RAF

ファミリー内の遺伝子変異により活性化される 41,42。つまり、KRAS遺伝子に活

性型変異が生じると、癌細胞の異常増殖が促進される。RAS 関連遺伝子には、

KRAS、NRAS、HRASがあるが、これらがヒトの癌では最も変異が多いことが知

られている。 

	 遺伝子変異がもたらす発癌機序については、さまざまな報告がある。卵巣癌・

卵管癌・腹膜癌においては、細胞の不死化や細胞増殖の促進、癌細胞のアポト

ーシス抑制が、遺伝子変異によって生じることが知られており 20,43-45、後述する

通り、腹膜播種も遺伝子変異によって促進されるという報告がある。 

	 大腸癌においては、KRAS活性型変異がある場合はない場合に比べて、播種病

変が増加傾向であるという報告がある 46,47。卵巣癌における KRAS変異と播種の

関連性については明らかになっていないが、2016 年の Yoshida らの報告では、

卵巣癌腹膜播種についての研究で、KRAS活性型変異導入によって腹腔内におけ

る免疫細胞分布が変化し、炎症性サイトカインが増加することで、腹膜播種を

誘導し腫瘍形成を促進している可能性を示している 48。しかし、KRAS活性型変
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異が腹腔内のスフェロイド形成に影響をもたらすかどうかについての報告はい

まだなく、検討の余地がある。 

	 一方、KRAS変異と癌細胞の足場非依存性細胞増殖との関連については、複数

の報告があり、Sunagaらは、KRAS活性型変異を伴うヒト非小細胞肺癌細胞株に

おいて KRASをノックダウンすると、接着細胞の培養すなわち 2D培養では細胞

増殖に変化は生じないが、浮遊細胞の培養すなわち 3D培養では著明に細胞増殖

が減衰することを報告している 49。これは、非小細胞肺癌の足場非依存性の細

胞増殖において、KRAS活性型変異が重要な役割を果たすことを示している。ま

た、KRAS活性型変異を有するヒト大腸癌細胞株を 3D培養すると、ミトコンド

リア代謝を介して細胞増殖するという報告もあり 50、KRAS活性型変異と癌細胞

の足場非依存性増殖との間には関連性があると言える。 

	 これらの事実を踏まえて、本研究では、KRAS活性型変異が卵巣癌の進展に与

えうる影響について明らかにすることを目的とした。具体的には、KRAS活性型

変異が腹膜播種形成を促進すると仮定し、KRAS活性型変異によって、足場非依

存性の細胞増殖能が亢進するかどうか、また亢進するとすればその原因は何か

を追求することを目的とした。その評価のために 3D培養法を利用し 2D培養と

の比較を行うこととした。 
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＜トラメチニブ＞  

	 前述した通り、RAS-RAF-MEK-ERK経路は癌細胞増殖に関わる経路であり、

さまざまな癌でこの経路が過剰に活性化していることが知られている 41,42。その

ため、以前より悪性腫瘍の治療標的として注目されてきたが、近年、より選択

的な RAS-RAF-MEK-ERK経路の阻害についての研究と、新薬の開発が進められ

ている。 

	 その中でもMEK阻害薬の治療効果が見出され、すでに臨床応用が始まってい

る。MEK阻害薬のひとつ、トラメチニブは、RAS-RAF-MEK-ERK経路における

MEK1およびMEK2活性を特異的に阻害する選択的なアデノシン 3’-リン酸非競

合阻害薬であり、BRAF や CRAF、ERK1/2 は阻害しないとされている。経口生

物活性を有し、IC50は 0.92 〜 3.4 nMである 51。 

	 トラメチニブはさまざまな癌種で効果を評価されているが、動物モデルにお

ける知見に基づいて、有害事象低減と薬効の増強を目的に、RAF 阻害薬との併

用療法が試みられている 52。悪性黒色腫や非小細胞肺癌に対して、BRAF阻害薬

であるダブラフェニブとの併用療法が国内でも認可されている 53-56。 

	 トラメチニブとダブラフェニブとの併用療法は、2016年 3月に BRAF V600E/K

（コドン 600 のバリンからグルタミン酸への点突然変異）遺伝子変異を有する
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根治切除不能な悪性黒色腫に対して、初めて国内で承認されたが 57、2018 年 7

月には、同悪性黒色腫への外科的切除後の術後補助療法としても承認された 58。

これは、BRAF V600E/K 変異を有する Stage Ⅲの悪性黒色腫患者のうち、外科

的切除後の 870 人を対象とした第Ⅲ相二重盲検無作為化比較試験の結果に基づ

いている。投与期間 12 ヶ月で、ダブラフェニブ（1回 150 mg、1日 2回、連日投

与）とトラメチニブ（1回 2 mg、1日 1回、連日投与）併用群 438人と、プラセ

ボ群 432 人を比較した試験で、プラセボ群と比較して、併用群で再発または死

亡のリスクを 53 %低下させ、統計学的に有意な無再発生存期間の延長が認めら

れた（無再発生存期間中央値：併用群未到達、プラセボ群 16.6 ヶ月、ハザード

比 0.47（95%信頼区間：0.39 - 0.58）、p < 0.001）。 

	 卵巣癌におけるMEK阻害薬の効果に関しては、再発低分化漿液性腺癌に対す

るセルメチニブの効果が第Ⅱ相試験まで報告されている 59。今後、卵巣癌に対

するMEK阻害薬の応用が期待されるところであるが、卵巣癌腹膜播種における

トラメチニブの効果は未知である。本研究では、KRAS活性型変異を有する卵巣

癌の治療標的を検討することを目的とし、現在、MEK阻害薬の中でも最も臨床

開発が進んでいるトラメチニブを選択した。 
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＜マウス卵巣癌細胞株 ID8について＞ 

	 ID8 細胞は、メスの C57BL/6 マウスから採取した卵巣から、卵巣上皮細胞の

みを切除し初代培養した後に、20 回以上継代して樹立されたマウスの卵巣癌細

胞株である 60。初代培養中は細胞増殖が緩徐であり、上皮成長因子の添加が必

要であるが、20 回以上継代を行うと、形質転換しその細胞増殖スピードは速く

なり、上皮成長因子の添加は不要となる。樹立された細胞株をメスの C57BL/6

マウスへ腹腔内投与すると、腹腔内に腫瘍細胞が形成され、腹水の産生が認め

られることから、卵巣癌の腹膜播種モデルとしてさまざまな研究で利用されて

いる 61-67。ID8細胞を投与したマウスの死亡までの期間は、約 114日間である。 

	 ID8細胞の染色体分析の結果から、複数の染色体において異数体が認められて

おり、この点においてヒトの上皮性卵巣癌との共通点とされている 68,69。また、

広域の腹膜播種をもたらすことから、組織学的および病理学的にはヒト卵巣癌

における HGSCと類似し、typeⅡ卵巣癌の特徴を有するとされている 60,70。 

	 また、ID8細胞は明らかな遺伝子変異を持たないとされており、新たに遺伝子

変異の導入や不活性化等を行うことで、遺伝子変異を有する卵巣癌モデルとし

て ID8を応用することが可能である。Yoshidaらも、ID8細胞に KRAS G12V活

性型変異を導入することで ID8-KRAS細胞を作製し、KRAS活性型変異を有する
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マウス卵巣癌細胞株として使用している 48。KRAS G12V 活性型変異は、KRAS

遺伝子のコドン 12における、グリシンからバリンへの変異を示しているが、ヒ

トの卵巣癌における KRAS 変異の約 37%を占めるとされており、予後不良因子

にも挙げられている 71。これに倣い、本研究においても、KRAS活性型変異がも

たらしうる腹膜播種のメカニズム解明や新規治療法の探索を行うため、ID8 に

KRAS G12V活性型変異を導入した ID8-KRASを用意し実験に用いた。前述の通

り、ID8は typeⅡ卵巣癌の特徴を有すると言われているが、ID8に KRAS活性型

変異を導入することで、typeⅡ卵巣癌だけでなく、KRAS活性型変異が多く認め

られる typeⅠ卵巣癌の特性も有する卵巣癌細胞株を作製し得た。	  

	 また、Yoshidaらは、ID8と ID8-KRASをマウスへ投与した卵巣癌腹膜播種モ

デルを用い、腹腔内の播種増殖や炎症について評価しているが、その中で、使

用しているマウスは 8週齢の C57BL/6J メスが用いられており、腹水量が十分貯留

した時の体重が 23 g であったこと、またその際の腹水量は、ID8 も ID8-KRAS

も約 5 mlであったことを示している 48。細胞株投与後のマウスの体重が 23 gに

達した時点で安楽死させ、各評価を行っていることから、本研究でも体重 23 g

に達した時点をエンドポイントとし、実験を行った。 

	 また、同報告では、in vitroでは ID8と ID8-KRASの細胞増殖能に差がみられ
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なかったにも関わらず、in vivoでは ID8-KRASを投与したマウスで、ID8を投与

したマウスよりも、腹腔内播種の形成および腹水の産生が速いことを報告して

いる。マウスの体重が 23 gに達するまでの日数は、ID8は細胞投与後約 12週間、

ID8-KRASは約 2週間であった 48。この結果より、2D培養の比較では違いの認

められなかった ID8 と ID8-KRAS が、マウス腹腔内では播種形成や腹水産生速

度に差を生じたことが分かり、Yoshidaらは、この原因を KRAS活性型変異によ

る炎症性サイトカイン増加の影響と考察している。この報告の中では、腹腔内

播種巣の増殖能や腹水中のサイトカインの評価は行われているが、腹腔内に浮

遊している癌細胞自体の増殖能については定量的な比較は行われていない。 

	 一方、ID8 モデルを使用して腹腔内の浮遊癌細胞の評価を行った報告がある。

Yinらの報告では、卵巣癌の腹腔内では、マクロファージの周囲に癌細胞が集積

してスフェロイドを形成することで、細胞増殖能を保つというメカニズムにつ

いて報告している 26。彼らは、ID8を投与したマウスにおいて産生された腹水を

回収し、その中の細胞集塊をスフェロイドと定義し、回収した腹水の鏡検によ

り腹水中のスフェロイド形態および数を評価し、また、スフェロイドの Ki67免

疫染色を行うことで細胞増殖能を評価している。さらに、卵巣癌患者の腹水を

回収し、ID8マウスの腹水と同様に、腹水中のスフェロイド形態および数の評価
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と細胞増殖能評価を行い、スフェロイドとマクロファージの相互関係について

報告している。しかし、遺伝子変異に伴う、卵巣癌の腹腔内浮遊癌細胞の細胞

増殖能については評価されていない。 

	 本研究では、これらの既報に基づき、ID8-KRASを用いた 2D培養と 3D培養

との比較、および ID8 投与マウスと ID8-KRAS 投与マウスの腹腔内浮遊癌細胞

の比較を行うことで、卵巣癌腹膜播種における KRAS活性型変異導入に伴う足場

非依存性増殖の変化について評価することとした。 
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研究目的  

	 卵巣癌腹膜播種において、マウス卵巣癌細胞株 ID8 と KRAS 活性型変異を導

入した ID8-KRAS を用いて、遺伝子変異と腹腔内癌細胞の足場非依存性増殖能

の関連性について明らかにし、癌細胞の足場非依存性増殖を抑制する方法を追

求することを目的とした。 

1. ID8細胞と KRAS活性型変異導入株である ID8-KRAS細胞の、培養方法によ

る増殖能の違いを評価する 

2. 腹腔内における癌細胞増殖能が、KRAS活性型変異導入により増強するかを

明らかにする 

3. KRAS活性型変異導入により、足場非依存性の細胞増殖能が増強する要因を

明らかにする 

4. MEK 経路の阻害によって、KRAS 活性型変異導入株のスフェロイド形成が

阻害され、足場非依存性の細胞増殖能が抑制されるかどうか、in vitro およ

び in vivoにおいてそれぞれ明らかにする 
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実験方法 

1. 試薬 

・MEK1/2 inhibitor Trametinib（GSK1120212）（Selleck Chemicals, Houston, USA） 

・DMSO（dimethyl sulfoxide）（Sigma-Aldrich, Missouri, USA） 

 

2. 細胞培養 

	 マウス卵巣癌細胞株 ID8細胞と ID8-KRAS細胞を用いた。ID8-KRAS細胞は、

ヒトの KRAS G12V活性型変異を ID8細胞に導入し、清野透先生（国立がん研究

センター研究所、東京、日本）に作製していただいた。導入方法は、

pCLXSN-KRASG12Vを作製し、LXSN-KRASG12Vウイルスを、ID8細胞に感染

させ、遺伝子導入を行った。800 µg / ml の G418存在下で 7日間培養し、耐性細

胞を選別し、KRAS活性型変異発現型 ID8細胞、すなわち ID8-KRAS細胞を得た

48。 

	 次に、ID8細胞と ID8-KRAS細胞に、CSII-CMV-EGFP（lentivirus）を用いて、

GFP遺伝子をそれぞれ導入し、ID8-GFP細胞と ID8-KRAS-GFP細胞を得た。GFP

導入は、清野透先生と吉松有紀先生（国立がん研究センター研究所、東京、日

本）に行っていただいた。 
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	 両細胞は、10 %ウシ胎児血清（Thermo fisher scientific, Massachusetts, USA）と

抗生物質（ペニシリン-ストレプトマイシン-アムホテリシン B 懸濁液）（Wako, 

Osaka, Japan）を含む Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）（Wako）で維

持し、5 %CO2、37 ℃下で培養した。 

	 接着細胞の培養すなわち 2D 培養は接着細胞用の細胞培養プレートあるいは

ディッシュを用い、浮遊細胞の培養すなわち 3D培養は、後述する通り超低接着

プレートあるいはディッシュ（Corning, New York, USA）を用いて培養を行った。 

 

3. 浮遊細胞培養法（3D培養法） 

	 1×105 個 / mlの細胞を超低接着プレート（Corning）に播種し、5 %CO2、37 ℃

下で、48時間培養した 72。DNAマイクロアレイ解析や細胞カウント、細胞増殖

能評価に用いた細胞は 10 cmディッシュで培養し、アポトーシス評価、MEK阻

害薬投与実験に用いた細胞は 6 ウェルプレートで培養した。浮遊細胞を集める

際、播種した細胞を培地ごと回収し、100 g、2分間遠心し、0.25 %トリプシン / 

EDTA（Wako）を添加してシングルセルに分離した。 
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4. In vivoマウス卵巣癌腹膜播種モデル 

 マウスはC57BL/6Jを用い、日本エスエルシー株式会社（静岡、日本）より購入した。

Specific pathogen free飼育エリアで、日照サイクル12時間、1ケージあたり5匹で飼育し

た。木材性の床敷を使用した。 

 ID8-GFP細胞とID8-KRAS-GFP細胞を、1×106 個 / mlとなるよう、DMEM培地で濃

度調整し、平均体重約18 gの8週齢メスマウスの腹腔内へ、調整した細胞懸濁液を1匹

あたり1 mlずつ、イソフルラン麻酔下に投与した48。 

 マウスは、癌細胞投与後、体重23 gを越えた時点をエンドポイントとした48。エンドポイ

ント時には、イソフルラン麻酔薬を過剰吸入させ、安楽死させた48。安楽死の際はマウ

スの体重と腹水量を評価した。 

 マウスは全44匹使用した。その内訳は、細胞増殖能評価実験で各群6匹ずつ、アポ

トーシス評価実験で各群6匹ずつ、MEK阻害薬投与実験で各群10匹ずつ使用した。 

 

5. 生存細胞数評価 

	 生存細胞数評価のため、in vitroにおいて、10 cmディッシュに各ディッシュ

1×106 個の細胞を播種し、48 時間培養した後に鏡検し細胞形態を撮影した。そ

の後、全細胞を回収し、接着細胞数および浮遊細胞数をカウントした。2D培養
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では、上清除去後、0.25 %トリプシン / EDTA（Wako）を添加して接着細胞を

剥がした後に、PBSで洗浄して細胞懸濁液を回収した。その後、1500 rpm、5分

間遠心して、上清除去し、ペレットを PBSで懸濁、トリパンブルー染色液を 1:1

の割合で混和し、セルカウンターで細胞数を測定した。3D培養では、培地ごと

細胞懸濁液を回収し、0.25 %トリプシン / EDTA（Wako）を添加してシングル

セルに分離した。その後、100 g、2分間遠心して、上清除去し、ペレットを PBS

で懸濁、トリパンブルー染色液を用いて、2D培養細胞と同様に細胞数を測定し

た。 

 

6. 細胞増殖能評価 

	 In vitroと in vivoにおいて、それぞれ細胞増殖能を評価した。 

	 In vitroでは、ID8-GFP細胞と ID8-KRAS-GFP細胞を、それぞれ 10 cmディッ

シュを用い、各ディッシュ 1×106 個の細胞を播種した。各細胞を 2D培養および

3D培養でそれぞれ 48時間培養した後、5-ethynyl-2′-deoxyuridine（EdU）を各デ

ィッシュ 10 µMとなるように添加し、その 2時間後に細胞を回収した 73。回収

した細胞懸濁液は PBSで洗浄した。EdUを検出するために、Click-iT Plus EdU 

Alexa Fluor 647 flow cytometry assay kit（Life Technologies, Massachusetts, USA）を
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用いて、EdUを Alexa Fluor 647で染色した。EdU染色された細胞を、製品のプ

ロトコル通りに固定処理を施行後、FACSCalibur flow cytometer（BD Biosciences, 

NJ, USA）でフローサイトメトリーを行い、GFPと EdUを検出し、GFP陽性細

胞中の EdU陽性細胞を EdU陽性率として算出した。フローサイトメトリーのデ

ータは、FlowLogic software（Inivai Technologies, Melbourne, Australia）を用いて

解析した。（EdU陽性率（%）= 100 × （GFP陽性細胞中の EdU陽性細胞数 / 

全細胞中の GFP陽性細胞数）） 

	 In vivoでは、ID8-GFP細胞と ID8-KRAS-GFP細胞を 1×106個 / 匹ずつ、それ

ぞれマウス腹腔内へ投与し、その 48時間後に 40 µl EdU（200 µg, 20 mM）/ PBS 

500 µl / 匹をさらに腹腔内投与した 74,75。EdUを投与して 2時間後に、生理食塩

水 8 mlを腹腔内投与し、腹腔内洗浄液として回収後、100 µMセルストレイナー

でろ過した。1500 rpm、5分間遠心し、上清除去後、赤血球溶血処理を行った。

In vitroと同様、Click-iT Plus EdU Alexa Fluor 647 flow cytometry assay kit（Life 

Technologies）を用いて、EdU 染色を行った。フローサイトメトリーで解析し、

FSCおよび SSCに基づいて癌細胞の範囲を同定し、さらに GFP陽性エリアでゲ

ーティングした。GFPと EdUを検出し、GFP陽性細胞中の EdU陽性細胞を EdU

陽性率として算出した。（EdU陽性率（%）= 100 × （GFP陽性癌細胞中の EdU
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陽性細胞数 / 全癌細胞中の GFP陽性癌細胞数）） 

 

7. Annexin-V FITC アポトーシス評価 

	 In vitroと in vivoにおいて、それぞれアポトーシス率を評価した。 

 In vitroでは、ID8-GFP細胞とID8-KRAS-GFP細胞を、それぞれ6 ウェルプレートを

用い、各ウェル4×105 個の細胞を播種した。各細胞を、2D培養および3D培養でそれ

ぞれ24時間培養した後、細胞を回収した。回収した細胞懸濁液は、Annexin-V 

Apoptosis Detection Kit （Abcam, Massachusetts, USA）を用いて、製品のプロトコルに

従いアポトーシスを評価した。Annexin-V FITCで細胞染色を行い、フローサイトメトリ

ーを用いて検出し、全細胞中のAnnexin-V陽性細胞の割合をアポトーシス率とした。  

	 In vivoでは、ID8-GFP細胞とID8-KRAS-GFP細胞を1×106個 / 匹ずつ、それぞれ

マウス腹腔内へ投与し、その24時間後に生理食塩水8 mlを腹腔内投与し、腹腔内

洗浄液として回収後、100 µMセルストレイナーでろ過した。1500 rpm、5分間遠

心し、上清除去後、赤血球溶血処理を行った。細胞懸濁液を、GFP-Certified 

Apoptosis / Necrosis Detection Kit (Enzo Life Sciences, Inc. New York, USA)を用いて、

製品のプロトコルに従いアポトーシスを評価した。Annexin-V EnzoGoldで細胞染色を
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行い、フローサイトメトリーを用いて検出し、GFP陽性細胞中のAnnexin-V陽性細胞の

割合をアポトーシス率とした。 

 

8. DNAマイクロアレイ法 

	 ID8細胞とID8-KRAS細胞を、2D培養と3D培養でそれぞれ48時間培養し、各培

養細胞からRNeasy mini kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて、RNAを抽出

した。RNAサンプルを回収し、3D-Geneマウスオリゴチップ24k（Toray Industries 

Inc., Tokyo, Japan）を用いて、オリゴDNAマイクロアレイ解析を行った。aRNA

合成には、the Amino Allyl MessageAMP II aRNA amplification kit（Applied 

Biosystems, California, USA）を用いた。Cy5で標識されたアミノアリルRNAとハ

イブリダイゼーションバッファーを、製品のプロトコル通りに16時間ハイブリ

ダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーションシグナルは3D gene scanner

（Toray Industries Inc.）を用いて獲得され、3D gene extraction（Toray Industries Inc.）

で追加処理を行った。各遺伝子で検出されたシグナル値は、global normalization

によって検出中央値を25に調整して正規化された。 

	 シグナル値2倍以上の変化があり、p値 < 0.05であった転写産物を、発現の変

動がある遺伝子と捉えた。  
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9. 定量的real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction（RT-qPCR） 

 DNAマイクロアレイ解析に用いたRNAサンプルを用い、RT-PCRkit（TOYOBO, 

Osaka, Japan）を用いて逆転写を行った。Light Cycler 480（Roche, Basel, Switzerland）

によってcDNAを増幅し、PPIAによって補正した⊿⊿Ct法で各RNAの発現を評価し

た。 

 使用したプライマーと条件は表に示す。 

 

遺伝子 プライマー 配列（5’-3’） アニーリング

温度（℃） 

PPIA Sense 

Antisense 

CAGGTCCTGGCATCTTGTCC 

ATGCCCGCAAGTCAAAAGAA 

63 

Tescalcin Sense 

Antisense 

CCTACCATTCGCAAGGAGAA 

TTCTCGATGTGAGGGTTTCC 

60 

Ifitm1 Sense 

Antisense 

CTTCAAAAGCCGAGAGATG 

CCACCATCTTCCTGTCCCTA 

59 

Sprr2a2 Sense 

Antisense 

GGTCACTGCTGTTTCATTTCCT 

ATTAGACCATCACCAAAGGGG 

60 

Gas6 Sense 

Antisense 

AGGTCTGCCACAACAAACCA 

GCGTAGTCTAATCACGGGGG 

63 

Dusp5 Sense 

Antisense 

TGCACCACCCACCTACACTA 

ATGTCAGCAGTGTGGCTGTC 

63 
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10. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）パスウェイ解析 

	 DNAマイクロアレイ解析で発現に差のあった遺伝子群について、分子パスウ

ェイ解析プログラムGeneCodisを用いて、KEGGパスウェイと照合し、解析を行

った76-78。 

 

11. MEK阻害薬投与実験 

	 In vitroでは、ID8-KRAS-GFP細胞を、6 ウェルプレートを用いて、各ウェル

2×105 個播種し、それぞれ2D培養および3D培養を行った。細胞播種直後に、MEK

阻害薬トラメチニブ（GSK1120212）（Selleck Chemicals）、または、同量のDMSO

（dimethyl sulfoxide）（Sigma-Aldrich）を添加した。トラメチニブは、0、1、10、

100 nMの濃度勾配をつけてそれぞれ投与した。48時間培養後に鏡検し、細胞形

態像を撮影した。その後、細胞を回収し、前述の通り、細胞増殖能評価を行っ

た。EdU陰性細胞に対するEdU陽性細胞の割合を細胞増殖能とした。 

In vivoにおいては、ID8-KRAS-GFP細胞を1×106 個 / 匹ずつマウス腹腔内へ投

与し、同時にトラメチニブ投与を開始した。トラメチニブ投与群の1匹あたりの

投与量は、トラメチニブ 18 µg / 0.5 %メチルセルロース・0.2 % Tween 80

（Sigma-Aldrich）200 µl / 匹を、連日腹腔内投与した。対照群へは0.5 %メチル
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セルロース・0.2 % Tween 80（Sigma-Aldrich）200 µl / 匹を腹腔内投与した79。投

与は1日1回、1週間に6日間、計3週間行い、体重を1日おきに計測した。エンド

ポイントは、前述の論文に基づき、対照群は体重23 gを越えた時点で、トラメチ

ニブ投与群はID8-KRAS-GFP投与から35日の時点とした。腹腔内のスフェロイド

形成評価のため、生理食塩水8 mlを腹腔内投与し腹腔内洗浄液として回収後、100 

µMセルストレイナーでろ過し、1500 rpm、5分間遠心、上清を破棄した。その後、

赤血球溶血処理を行い、バフィーコートをスポイトで吸い上げた後、10 cmディ

ッシュに播種し、鏡検して細胞形態像を撮影した。また、安楽死させた際に、

腹水量を評価し、エンドポイントに到達するまでの日数を比較した。 

 

12. 統計学的解析 

 各データは平均値 ± 標準誤差で記載した。2群間の比較に関しては、JMP Pro 13 

（SAS Institute Inc., NC, USA）を用いてstudent t検定を行った。0.05未満のp値を有

意差ありとみなした。多重比較においては、RT-PCRの結果におけるp値はMicrosoft 

Office Excel 2011（BellCurve, Tokyo, Japan）を用いてHolm法で算出した。In vitro

のトラメチニブ投与実験におけるp値は、JMP Pro 13（SAS Institute Inc., NC, USA）を
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用いてDunett検定で算出した。マイクロアレイ解析におけるp値はFDR法で調整した。

生存率はカプランマイヤー法で算出し、比較法はログランク検定を用いた。 
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結果 

1. マウス卵巣癌細胞株ID8とKRAS活性型変異を導入したID8-KRASにおける、

2D培養下と3D培養下の細胞増殖能の違い  

1-1. KRAS活性型変異導入によって、2D培養では細胞形態と生存細胞数に変

化はみられなかったが、3D培養ではスフェロイド形成の増加を認め生存細胞数

が増加した  

 ヒト腹腔内において、卵巣癌細胞が腹腔内に浮遊し、足場非依存性に増殖する環

境を模倣して、マウス卵巣癌細胞株を3D培養法で培養し、スフェロイド形成の評価を

行った。KRAS活性型変異を導入することにより、2D培養と3D培養で細胞形態や生存

細胞数に違いが生じるかどうかを検討し、足場非依存性細胞増殖におけるKRAS変異

の意義について評価することとした。 

 超低接着型プレートにID8-GFP細胞とID8-KRAS-GFP細胞を播種し、3D培養を行

い、2D培養と比較した。以下、2D培養下のID8-GFP細胞とID8-KRAS-GFP細胞をそ

れぞれID8-2D、ID8-KRAS-2D、3D培養下のID8-GFP細胞とID8-KRAS-GFP細胞を

それぞれID8-3D、ID8-KRAS-3Dと表記する。2D培養下と3D培養下で、ID8-GFPと

ID8-KRAS-GFPのそれぞれの細胞増殖を形態学的に評価した結果、2D培養下では2

つの細胞株（ID8-2D、ID8-KRAS-2D）に細胞増殖の違いは認められなかったが、3D
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培養下では2つの細胞株（ID8-3D、ID8-KRAS-3D）の間に大きな違いを認めた。

ID8-KRAS-GFPは、3D培養開始後、すみやかに癌細胞の集塊、すなわちスフェロイド

を形成し、48時間培養後もその形態を維持していた。一方、ID8-GFPは、3D培養下で

はほとんどスフェロイドを形成せず、48時間培養後もスフェロイドはほとんど認められな

かった（図1-A）。 

 次に、2Dまたは3D培養下における、ID8-GFPとID8-KRAS-GFPの生存細胞数を、培

養開始後48時間でそれぞれカウントした。ID8-2Dは（93.9 ± 17.1）× 105 cellsであっ

たのに対して、ID8-KRAS-2Dは（91.8 ± 11.6）× 105 cellsで有意差は認められなか

った（p = 0.92）。一方、ID8-3Dは（3.1 ± 0.4）× 105 cellsであったのに対し、

ID8-KRAS-3Dは（5.6 ± 0.4）× 105 cellsと、ID8-KRAS-GFPが有意に増加していた

（p < 0.05）（図1-B、1-C）。 

	 これらの結果より、3D培養下において、KRAS活性型変異導入株においては、

KRAS活性型変異非導入株よりもスフェロイド形成が促進される可能性が示唆さ

れた。また、3D培養下では、KRAS活性型変異導入株において、KRAS活性型変

異非導入株よりも癌細胞の生存細胞数が有意に増加していた。 
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図1 ID8細胞とID8-KRAS細胞の2D培養と3D培養における細胞増殖形態と生

存細胞数  

ID8-GFPとID8-KRAS-GFPを、それぞれ1 × 106 個ずつ細胞播種し、2Dおよび3D培

養で48時間培養した。 

A. 2D培養および3D培養における細胞鏡検像を撮影した。（倍率100倍） 

B-C. ID8-GFPとID8-KRAS-GFPを、48時間培養後、生存細胞数を評価した。独立した

試験を3回行い、その平均 ± 標準誤差で結果を示した。（* p < 0.05） 
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1-2. KRAS活性型変異導入によって、2D培養では細胞増殖能は変化しないが、

3D培養では細胞増殖能が亢進した  

	 続いて、各細胞の増殖能を定量的に評価するため、培養細胞におけるEdU陽性

率を測定した。ID8-2DとID8-KRAS-2Dは、48時間培養後のEdU陽性率が変わら

なかった（ID8-2D 76.2 ± 2.7 % 対 ID8-KRAS-2D 76.7 ± 3.3 %、p = 0.90）のに対

して、ID8-KRAS-3Dは48時間培養後では、ID8-3DよりもEdU陽性率が約5倍高か

った（ID8-3D 6.7 ± 1.5 % 対 ID8-KRAS-3D 37.3 ± 0.8 %、p < 0.05）（図2-A、2-B）。 

	 以上より、KRAS活性型変異導入によって、3D培養下での細胞増殖能が亢進す

る可能性が示唆された。 
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図2 ID8細胞とID8-KRAS細胞の2D培養と3D培養における細胞増殖能  

ID8-GFPとID8-KRAS-GFPを、それぞれ1 × 106 個ずつ細胞播種し、2Dおよび3D培

養で48時間培養した。 

A. EdUを用いて、細胞増殖能を評価した。48時間培養した細胞に EdU 10 µMを

添加し、2時間培養後、EdUを Alexa Fluor 647で染色し、EdU陽性率を評価し

た。回収した培養細胞中の GFP陽性細胞における EdUの陽性率を比較した。GFP

陽性細胞の範囲を実線で囲み、GFP陽性細胞中の EdU陽性細胞の範囲を点線で

囲み示した。独立した 3回の試験の代表的なデータを示した。 

B. GFP陽性細胞とEdU陽性細胞をフローサイトメトリーで評価し、GFP陽性細胞

中のEdU陽性細胞をEdU陽性率として算出した。独立した3回の試験の代表的な

データを示した。また、その平均 ± 標準誤差で結果を示した。（* p < 0.05）（EdU

陽性率（%）= 100 × （GFP陽性細胞中のEdU陽性細胞数 / 全細胞中のGFP陽性

細胞数）） 
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1-3. 3D培養下での癌細胞アポトーシス率は、KRAS活性型変異導入により変

化しなかった  

	 各細胞の増殖能に続いて、アポトーシス率を評価するために、ID8-2D、ID8-3D、

ID8-KRAS-2D、ID8-KRAS-3Dにおける Annexin-V染色を評価した。ID8-2Dと

ID8-KRAS-2Dの比較と、ID8-3Dと ID8-KRAS-3Dの比較においては、アポトー

シス率に優位な差を認めなかった（ID8-2D 1.5 ± 0.3 % 対 ID8-KRAS-2D 2.2 ± 

0.8 %、p = 0.46、ID8-3D 29.3 ± 2.0 % 対 ID8-KRAS-3D 27.0 ± 3.1 %、p = 0.60）（図

3）。  

 

 

図3 In vitroにおけるID8細胞とID8-KRAS細胞中のアポトーシス評価  

ID8-GFPとID8-KRAS-GFPをそれぞれ1 × 106 個播種し、48時間2D培養と3D培養を

行った。浮遊細胞と接着細胞をともに回収し、PBS洗浄し、Annexin V-FITC（5 µl）を

細胞浮遊液に添加してAnnexin-V染色を行った。染色した細胞をフローサイトメトリー

で解析し、Annexin-V陽性のアポトーシス細胞の割合を算出した。独立した試験を3

回行い、その平均 ± 標準誤差で結果を示した。（* p < 0.05） 
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2. 腹腔内における癌細胞増殖能は、KRAS活性型変異導入により増強した  

2-1. KRAS活性型変異導入により、腹腔内癌細胞の細胞増殖能が亢進した  

	 これまでの結果より、2D培養では ID8と ID8-KRASの形態や細胞増殖能に違

いは認めなかったが、3D培養ではいずれも大きく異なることが明らかになった。

つまり、細胞が浮遊している状態において、KRAS活性型変異が導入されると、

スフェロイドの形成能や癌細胞増殖能が亢進する可能性が示唆された。 

	 そこで、生体腹腔内の浮遊細胞においても、実際に癌細胞増殖能が亢進する

かどうかを評価するために、ID8-GFPと ID8-KRAS-GFPをマウスの腹腔内へ投

与し、それらの細胞増殖能を評価した。ID8-GFPと ID8-KRAS-GFPをそれぞれ

マウスへ投与し、48時間後に回収した腹腔内洗浄液における、GFP陽性癌細胞

の割合と EdU陽性率を評価した（図 4-A）。その結果、全回収細胞における GFP

陽性癌細胞の割合は、ID8 0.2 ± 0.1 %、ID8-KRAS 1.4 ± 0.6 %（p = 0.10）であっ

た（図 4-B）。 

	 さらに、GFP陽性癌細胞中の EdU陽性細胞の割合は、ID8-KRASにおいて ID8

より有意に増加を認めた（ID8 14.8 ± 3.7 %、ID8-KRAS 26.1 ± 2.4 %、p < 0.05）

（図 4-C）。 

	 これらの結果より、腹腔内の浮遊癌細胞は、ID8よりも ID8-KRASで有意に増



 38 

殖能が亢進することが示された。 

 

 
図4 In vivoにおけるID8細胞とID8-KRAS細胞の細胞増殖能評価  

ID8-GFPと ID8-KRAS-GFPをそれぞれマウスの腹腔内へ投与し、48時間後にEdU

を腹腔内投与した。EdU投与の 2時間後に、生理食塩水 8mlを腹腔内投与し、

腹腔内洗浄液として回収した。EdUをフローサイトメトリーで検出するために、

EdUを Alexa Fluor 647で標識した。 

A. 腹腔内洗浄液中の GFP陽性癌細胞における EdUの陽性率を比較した。GFP

陽性癌細胞の範囲を実線で囲み、GFP陽性細胞中の EdU陽性細胞の範囲を点線

で囲み示した。独立した 3回の試験の代表的なデータを示した。 

B. 腹腔内洗浄液中の全細胞におけるGFP陽性癌細胞の割合を定量的に解析した。

独立した試験を3回行い、その平均 ± 標準誤差で結果を示した。（* p < 0.05、

各群n = 6） 

C. GFP陽性癌細胞における EdU陽性細胞の割合を定量的に解析した。独立し

た試験を 3 回行い、その平均 ± 標準誤差で結果を示した。（* p < 0.05、各群 n = 6） 
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2-2. 腹腔内浮遊細胞のアポトーシス率は KRAS活性型変異導入により変化

しなかった  

	 次に、in vivoにおいても、in vitroと同様にアポトーシス率をそれぞれ評価し

た。癌細胞を投与してから 48時間後の腹腔内浮遊癌細胞の数は ID8と ID8-KRAS

で変化がなかったため、24時間後のアポトーシス評価を行った。その結果、GFP

陽性癌細胞中の Annexin-V陽性細胞は、ID8と ID8-KRASの間で差を認めなかっ

た（ID8 20.2 ± 4.0 %、ID8-KRAS 17.2 ± 3.9 %、p = 0.63）（図 5）。  

 

 

 

図5 In vivoにおけるID8細胞とID8-KRAS細胞のアポトーシス評価  

ID8-GFPとID8-KRAS-GFPを1 × 106 個ずつマウスへ腹腔内投与し、24時間後に腹腔

内洗浄液を回収した。遠心分離し、PBS洗浄後、Annexin-V染色を行った。染色した

細胞をフローサイトメトリーで解析し、GFP陽性細胞中のAnnexin-V陽性細胞の割合を

評価した。独立した試験を3回行い、その平均 ± 標準誤差で結果を示した。（* p 

< 0.05、各群n = 6） 
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3. ID8細胞とID8-KRAS細胞の遺伝子発現プロファイルの違いについて  

3-1. KRAS活性型変異導入による遺伝子発現の変化は、2D培養下よりも 3D

培養下で大きく、細胞増殖関連の遺伝子発現が増加した  

	 ここまでの結果より、ID8とID8-KRASにおいて、2D培養と3D培養では、アポ

トーシス率に変化は認められなかったが、生存細胞数と細胞増殖能が異なるこ

とが明らかになった。培養法によってこれらの違いが生じる要因を探るため、

各培養条件における、遺伝子発現の変化について評価した。方法として、ID8-2D、

ID8-3D、ID8-KRAS-2D、ID8-KRAS-3Dの各細胞から、それぞれtotal RNAを抽出

し、DNAマイクロアレイ解析を行った。 

	 まず、ID8-2D対ID8-KRAS-2D、ID8-3D対ID8-KRAS-3Dにおいて、それぞれの

遺伝子発現を比較すると、ID8-2DとID8-KRAS-2Dでは遺伝子発現パターンは似

通っていたが、ID8-3DとID8-KRAS-3Dでは遺伝子発現パターンに大きな違いを

認めた（図6-A）。 

	 それぞれの比較において、上昇および低下した遺伝子数を比べると、ID8-3D

とID8-KRAS-3Dを比較した場合の方が、ID8-2DとID8-KRAS-2Dを比較した場合

よりも、変動した遺伝子の数が多かった（図6-B）。 
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図 6	 ID8-2D対 ID8-KRAS-2D、ID8-3D対 ID8-KRAS-3Dを比較した DNAマ

イクロアレイ解析  

ID8と ID8-KRASを、1 × 106 個播種し、2D培養と 3D培養でそれぞれ 48時間培

養した。それぞれのサンプルから total RNAを抽出し、DNAマイクロアレイ解

析を行った。 

A. ID8-2D対 ID8-KRAS-2D、ID8-3D対 ID8-KRAS-3Dの遺伝子発現を比較し、

プロットで表した。 

B. マイクロアレイ解析で発現量に差のあった遺伝子の数を表に示した。正規化

されたシグナル値が 2倍以上上昇した遺伝子と 2倍以上低下した遺伝子を抽出

した。  

	 さらにパスウェイ解析を行ったところ、ID8-3DとID8-KRAS-3Dの比較では、

cell cycleやDNA replicationといった細胞増殖や細胞周期に関連する遺伝子の発

現が、ID8-3DよりもID8-KRAS-3Dで有意に上昇していることが認められた（表1）。 

	 つまり、3D培養では、2D培養と比べて、KRAS活性型変異が導入されたことに

よる発現遺伝子の変化が大きく、変化のあった遺伝子群は細胞増殖や細胞周期

に関連することが明らかになった。 
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表1	 ID8-3Dと比較してID8-KRAS-3Dで発現上昇していた遺伝子群の

KEGG解析結果  

 

パスウェイ 

アノテーション 

遺伝子名 遺伝子

数 

p値* 

(KEGG) 04110: Cell 

cycle 

Ccnb1, Mad2l1, Cdk1, Orc1, 

Chek2, Mcm3, Ccna2, Pcna, 

Espl1, Ccnd1, Bub1, Skp2, Dbf4, 

Orc6, Rbl1, Mcm4, Chek1, E2f1, 

Mcm6, Cdkn2d, Cdc25b, Cdc20, 

Mcm2, Bub1b, Cdc6, Wee1, 

Ccnb2, Ccne1, Cdc45, Anapc7, 

Cdc25c, Plk1, Mcm7, Mcm5, Ttk 

35 4.97E-30 

(KEGG) 03030: DNA 

replication 

Mcm3, Pcna, Pola1, Prim2, Pole, 

Rfc5, Prim1, Mcm4, Rfc2, Lig1, 

Mcm6, Pola2, Mcm2, Pold2, 

Rnaseh2b, Rfc3, Rpa2, Mcm7, 

Fen1, Mcm5, Pole2, Rpa3 

22 1.81E-28 

(KEGG) 00240: 

Pyrimidine 

metabolism 

Tk1, Pola1, Ctps, Prim2, Pole, 

Dut, Cda, Umps, Prim1, Dck, 

Upp1, Pola2, Pold2, Dtymk, 

Dctd, Tyms, Rrm2, Polr3g, 

Pole2, Rrm1, Uck2 

21 

1.31E-15 

(KEGG) 03420: 

Nucleotide excision 

repair 

(KEGG) 03030: DNA 

replication 

Pcna, Pole, Rfc5, Rfc2, Lig1, 

Pold2, Rfc3, Rpa2, Pole2, Rpa3 

10 3.59E-12 

(KEGG) 03410: Base 

excision repair 

Gm5518, Pcna, Pole, Lig1, Neil3, 

Pold2, Hmgb1, Tdg, Fen1, Pole2, 

Mutyh, Ung 

12 8.87E-12 

(KEGG) 04110: Cell 

cycle 

Mcm3, Pcna, Mcm4, Mcm6, 

Mcm2, Mcm7, Mcm5 
7 1.13E-11 



 43 

p値*: FDR法で修正した p値 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(KEGG) 03030: DNA 

replication 

(KEGG) 03420: 

Nucleotide excision 

repair 

(KEGG) 03030: DNA 

replication 

(KEGG) 03430: 

Mismatch repair 

Pcna, Rfc5, Rfc2, Lig1, Pold2, 

Rfc3, Rpa2, Rpa3 

8 4.67E-10 

(KEGG) 04110: Cell 

cycle 

(KEGG) 04914: 

Progesterone-mediated 

oocyte maturation 

Ccnb1, Mad2l1, Cdk1, Ccna2, 

Bub1, Cdc25b, Ccnb2, Anapc7, 

Cdc25c, Plk1 10 6.88E-10 

(KEGG) 03430: 

Mismatch repair 

Pcna, Rfc5, Rfc2, Exo1, Lig1, 

Pold2, Rfc3, Rpa2, Rpa3 
9 9.50E-10 

(KEGG) 04114: 

Oocyte meiosis 

Mad2l1, Cdk1, Espl1, Bub1, 

Aurka, Ppp2r1b, Sgol1, Calml3, 

Rps6ka2, Cdc20, Ccnb2, Ccne1, 

Anapc7, Cdc25c, Plk1, Fbxo5  

16 1.05E-09 



 44 

3-2. 3D培養下で KRAS活性型変異が導入されると、癌進展に関連する遺伝

子の発現が上昇した  

	 KRAS活性型変異導入によって、3D培養下の癌細胞増殖能の亢進がもたらさ

れる原因を明らかにするために、DNAマイクロアレイ解析を用いて、今度は

ID8-2D対 ID8-3D と ID8-KRAS-2D対 ID8-KRAS-3Dの遺伝子発現パターンを解

析した。 

	 その結果、ID8と ID8-KRAS、いずれの比較においても、2D対 3Dでは、発現

遺伝子の変化は大きく認められた（図 7-A、7-B）。 

	 そこで、発現が上昇した遺伝子群の方へ注目してみると、ID8-2D対 ID8-3D と

ID8-KRAS-2D対 ID8-KRAS-3Dで共通して上昇していたのは 1015遺伝子、

ID8-2D対 ID8-3Dのみで上昇していたのが 1118遺伝子、ID8-KRAS-2D対

ID8-KRAS-3Dのみで上昇していたのが 638遺伝子であった（図 7-C）。 
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図 7	 ID8-2D対 ID8-3D、ID8-KRAS-2D対 ID8-KRAS-3Dを比較した cDNA

マイクロアレイ解析  

ID8と ID8-KRASを、1 × 106 個播種し、2D培養と 3D培養でそれぞれ 48時間培

養した。それぞれのサンプルから total RNAを抽出し、DNAマイクロアレイ解

析を行った。 

A. ID8-2D対 ID8-3D、ID8-KRAS-2D対 ID8-KRAS-3Dの遺伝子発現を比較し、

プロットで表した。 

B. マイクロアレイ解析で発現量に差のあった遺伝子の数を表にした。正規化さ

れたシグナル値が 2倍以上上昇した遺伝子と 2倍以上低下した遺伝子を抽出し

た。 

C. ID8-2Dと ID8-3D、ID8-KRAS-2Dと ID8-KRAS-3Dで、共通して上昇（左）あ

るいは低下（右）を認めた発現遺伝子数をベン図で表した。 
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	 次に、KRAS活性型変異導入によってもたらされると考えられる、3D培養下

の癌細胞増殖のメカニズムを明らかにするため、ID8-KRAS-2D対 ID8-KRAS-3D

の比較において ID8-KRAS-3Dのみで上昇している遺伝子に着目した。正規化さ

れたシグナル値が 100以上の遺伝子の中で、ID8-KRAS-2Dと比較して

ID8-KRAS-3Dで 3倍以上の上昇を認めた遺伝子を有意に変動のある遺伝子とし

て抽出した（表 2）。これらの中で、tescalcin（Tesc）、 interferon-induced 

transmembrane protein 1（Ifitm1）、small proline-rich protein 2A2（Sprr2a2）、

growth-arrest-specific protein 6（Gas6）、dual-specificity phosphatase 5 （Dusp5）が

最も上昇していた分子であった。これらの遺伝子のうち、Tesc、Ifitm1、Gas6、

Dusp5は、癌進展と関連があるという報告がある 80-87。	  
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表 2  ID8-KRAS-3Dのみで上昇していた発現遺伝子  

ID8-KRAS-2Dと比較して、ID8-KRAS-3Dで 3倍以上上昇を認め、かつ正規化さ

れたシグナル値が 100以上の遺伝子上位 15位までを表に示した。 

遺伝子名 正規化シグナル値 

 
ID8-2D ID8-3D ID8-KRAS-2D ID8-KRAS-3D 

Tesc  286 282 347 1191 

Ifitm1   25 132 668 

Sprr2a2  18 14 73 550 

Gas6   62 28 340 

Dusp5  81 91 80 322 

Sprr2b  14 14 63 288 

Txnip 117 173 75 277 

Tgfbi    4 156 

2610318N02Rik  70 31 38 136 

Spink4   25 2 131 

Cma1  3 2 13 126 

Bcam 52 93 39 124 

Vldlr 10 12 20 120 

C1qtnf1 30 50 25 116 

Rgs3 25 39 29 112 
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	 RT-qPCRを用いて、これら上位 5つの遺伝子発現レベルが、in vitroで

ID8-KRAS-3Dにおいて最も上昇していることを確かめた（図 8）。 

	 これらの結果より、KRAS活性型変異の導入に加えて、3D培養を行って初め

て、癌進展に関連する遺伝子の発現が上昇することが明らかになった。 
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図 8	 ID8-KRAS-3Dで上昇を認めた遺伝子の発現評価  

ID8-KRAS-3Dで上昇を認めた遺伝子の発現を評価した。ID8-KRAS-3Dのみで上

昇していた遺伝子のうち、上位 5つの遺伝子の mRNAレベルを RT-qPCRで評価

した。それぞれの発現レベルは、PPIAを内因性の参照遺伝子として、比較 Ct

法で算出した。独立した試験を 3回行い、その平均 ± 標準誤差で結果を示した。

（* p < 0.05） 
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4. MEK 経路の阻害によって、細胞浮遊状態における KRAS 活性型変異導

入株のスフェロイド形成が阻害され、細胞増殖能が抑制された  

4-1. 3D培養下において、MEK阻害薬は KRAS活性型変異導入株のスフェ

ロイド形成と細胞増殖能を抑制した  

	 前述の遺伝子発現解析の結果より、ほかの細胞では発現上昇しておらず、

ID8-KRAS-3Dのみで発現上昇している遺伝子が明らかになったが、その中でも、

Tesc、Iftim1、Gas6は、RAS-RAF-MEK-ERK経路と関連することが知られている

81,88-90。また、RAS-RAF-MEK-ERK経路は、KRAS活性型変異に伴う発癌様式にお

いて重要な経路であることもすでに知られている41,42。そのため本研究では、

KRAS活性型変異が導入された3D状態つまり足場非依存性細胞の状態における、

癌細胞増殖に対する治療ターゲットとしてRAS-RAF-MEK-ERK経路に注目した。 

	 RAS-RAF-MEK-ERK経路の阻害薬の中でも、MEK阻害薬は、すでに卵巣癌を

含むいくつかの癌において臨床試験で使用されている59,91。そして、MEK阻害薬

の中で、トラメチニブは最初にFDAの承認を受けたMEK阻害薬であり、悪性黒

色腫や非小細胞肺癌においてBRAF変異を有する場合に、ダブラフェニブとの併

用で用いられている92。そこで、今後、卵巣癌における臨床応用も考慮し、本研

究でもトラメチニブを選択した。 
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	 まず、in vitroにおいて、ID8-KRASにおけるトラメチニブ投与下での細胞増殖

形態を評価した。その結果、2D培養下では細胞形態に変化を認めなかったが、

3D培養下ではトラメチニブ高濃度の場合にスフェロイド形成が抑制されたこと

が鏡検下で確認された（図9-A）。また、細胞増殖能を定量的に評価した結果、

2D培養ではトラメチニブはいずれの濃度でも細胞増殖能に影響を及ぼさなかっ

たが、3D培養では、10 nMと100 nMで細胞増殖能が低下した（図9-B、9-C）。 

	 このようにMEK阻害薬トラメチニブは、3D培養において、KRAS活性型変異導

入株のスフェロイド形成と細胞増殖をともに抑制した。 
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図9	 ID8-KRAS細胞におけるMEK阻害薬によるスフェロイド形成と細胞

増殖能への影響  

ID8-KRAS-GFPを2 × 105 個播種し、トラメチニブを異なる濃度（0、1、10、100 

nM）で投与し、それぞれ2D培養と3D培養で48時間培養した。 

A. 2D培養と3D培養において、48時間培養した癌細胞を鏡検した。（倍率100倍） 

B-C. トラメチニブ投与後、48時間培養した細胞に、10 µM EdUを添加し、さら

に 2時間培養した。EdUは Alexa Fluor 647で染色し、GFP陽性細胞における EdU

陽性率をフローサイトメトリーで解析した。独立した試験を 3回行い、代表的

なデータを Bに示した。また、EdU陰性細胞に対する EdU陽性細胞の割合を算

出し、Cにグラフ化し示した。独立した試験を 3回行い、その平均 ± 標準誤差

で結果を示した。（* p < 0.05） 
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4-2. MEK阻害薬は生体内においてもスフェロイド形成を抑制し、KRAS活

性型変異に伴う癌形成を抑制した  

	 最後に、ID8-KRASの in vivoにおけるMEK阻害薬の効果を評価した。

ID8-KRAS-GFPをマウスの腹腔内へ投与すると同時に、トラメチニブ投与を開

始した。1匹あたりのトラメチニブ投与量は、18 µg / 日とし、連日腹腔内投与

（1日 1回、週 6日間）を行った。対照群へは同量の溶媒を腹腔内投与した。マ

ウスを安楽死させる際に、腹水量とエンドポイント到達日数、スフェロイド形

成像を評価した。 

	 その結果、トラメチニブは腹水産生を著明に抑制した（対照群 3.5 ± 0.5 ml 対 

トラメチニブ群 0 ml、p < 0.05）（図 10-A）。また、エンドポイント到達日数の

中央値は対照群で 18.5日であったのに対し、トラメチニブ群はいずれも体重 23 

gに達することなく、生存率を改善した（p < 0.001）（図 10-B）。 

	 マウス安楽死の際に、腹腔内のスフェロイド形成像を評価したところ、対照

群と比較して、トラメチニブ治療群でスフェロイド形成の抑制が顕著であった

（図 10-C）。なお、マウスの健康状態は治療前後で変化なく、トラメチニブ投

与による有害事象は認められなかった。 
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	 これらの結果より、トラメチニブは、KRAS活性型変異導入に伴う腹水産生を

抑制し、生存率を改善したと言える。また、トラメチニブ投与により、KRAS活

性型変異導に伴う腹腔内スフェロイド形成も抑制し得た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 56 

  

 

図 10	 In vivoにおける、ID8-KRASに対する MEK阻害薬投与による癌形

成と腹腔内スフェロイド形成への影響  

1 × 106 個 / 匹の ID8-KRAS-GFPをマウスの腹腔内へ投与し、MEK阻害薬トラ

メチニブ投与群と対照群で比較した。マウスの体重が 23 gを越えた時点で安楽

死させた。 

A. 安楽死時にマウスの腹水を回収し、量を測定した。統計学的解析は t検定を

用いた。（* p < 0.05） 

B. マウスの生存率を、各群 10匹ずつで評価し、カプランマイヤー曲線を示し

た。両群の比較はログランク検定を用いた。 

C. 安楽死時に、腹水あるいは腹腔内洗浄液を回収し、浮遊癌細胞を鏡検した。

代表的な顕微鏡写真を示した。（倍率 40倍） 
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考察 

 本研究では、マウス卵巣癌細胞株ID8と同株にKRAS活性型変異を導入した細胞株

ID8-KRASを用いて、KRAS活性型変異が卵巣癌における足場非依存性の細胞増殖

に影響を及ぼすかどうかを評価し、また、RAS-RAF-MEK-ERK経路においてKRASの

下流をターゲットとした卵巣癌の新たな治療戦略を検討した。 

 

1. 卵巣癌腹膜播種の過程において、KRAS 活性型変異が癌細胞増殖に与え

うる影響について  

	 まず、マウス卵巣癌細胞株 ID8と KRAS活性型変異を導入した ID8-KRASを、

2D培養と 3D培養、2つの培養法でそれぞれ培養し、その細胞形態と生存細胞

数を評価した。この結果より、KRAS活性型変異導入によって、2D培養では 48

時間培養後の細胞形態や生存細胞数は変化しなかったが、3D培養においては 48

時間培養後の細胞集塊、すなわちスフェロイドの増加と、生存細胞数増加を認

めた（図 1）。次に、各培養法における細胞増殖能を評価した結果、2D培養では

KRAS活性型変異導入による変化はみられなかったが、3D培養では KRAS活性

型変異導入によって細胞増殖能が亢進した（図 2）。また、3D培養下では KRAS

活性型変異導入によって生存細胞数が増加したことから、ID8-KRASよりも ID8
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でアポトーシスが亢進していると仮定し、各培養法におけるアポトーシス率を

評価したが、結果、2D培養でも 3D培養でも差を認めなかった（図 3）。 

	 これらの結果をまとめると、マウス卵巣癌細胞株 ID8は、KRAS活性型変異が

導入されても、接着細胞の培養では細胞増殖に変化を生じないが、浮遊細胞の

培養では、KRAS活性型変異導入に伴い、生存細胞数の増加と細胞増殖能の亢進

を認めた。つまり、足場非依存の状態において、KRAS活性型変異が導入される

と、癌細胞増殖が亢進することが示唆され、この結果は、序論で紹介した既報

の結果とも一致する 49,50。 

	 そこで次に、ID8と ID8-KRASをそれぞれマウス腹腔内へ投与して、マウスの

腹腔内における足場非依存性癌細胞増殖を評価した。癌細胞を投与して 48時間

後の、マウス腹腔内の全細胞における癌細胞の割合は、ID8と ID8-KRASで有意

な差は認められなかったが、ID8-KRASで多い傾向にあった（図 4-B）。さらに、

癌細胞の細胞増殖能を評価した結果、ID8-KRASで ID8よりも有意に細胞増殖能

が亢進していた（図 4-C）。また、in vitroと同様、アポトーシスの評価も行った

が、腹腔内における癌細胞のアポトーシス率は ID8と ID8-KRASで差は認めら

れなかった（図 5）。これらの結果から、生体の腹腔内において、KRAS活性型変

異導入により、癌細胞の細胞増殖能が亢進することが示唆された。 
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	 Yoshidaらの研究結果においても、KRAS活性型変異導入により腹膜播種形成

が促進されることを示しているが、ID8を投与したマウスと ID8-KRASを投与し

たマウスからそれぞれ腹膜播種組織を採取し、Ki67染色を行って播種巣の細胞

増殖能を比較した結果では、両者の間で染色率に差を認められていない 48。本

研究の結果とあわせて考えると、腹膜に播種した癌細胞はすでに足場依存性に

細胞増殖していると考えられ、in vitroにおける 2D培養と同じ状態であると仮定

できる。一方、本研究で評価した、マウス腹腔内洗浄液中の癌細胞は、足場非

依存の状態にあり、腹膜へ播種する途中の過程にあると考えられる。これは in 

vitroにおける 3D培養と同じ状態と考えると、KRAS活性型変異に伴う腹膜播種

形成促進の要因として、KRAS活性型変異の導入により足場非依存性の癌細胞増

殖が亢進したためと推察される。 

	 また、ID8-KRASは 3D培養下でスフェロイドを多く形成したが、ID8は 3D

培養下でもスフェロイド形成が ID8-KRASより乏しかった（図 1-A）。本研究で

は、スフェロイド形成能の定量的な評価は行っていないが、スフェロイド形成

の鏡検結果から、KRAS活性型変異の導入によってスフェロイドの形成そのもの

が促進された可能性が示唆された。このスフェロイド形成の促進が、KRAS活性

型変異導入に伴う足場非依存性の癌細胞増殖能亢進に寄与している可能性が示
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唆された。 

 

2. 足場非依存性の状態において KRAS 活性型変異導入に伴い癌細胞増殖

能が亢進する要因について  

	 KRAS活性型変異の導入により足場非依存性の癌細胞増殖が亢進する要因を

明らかにするため、2D培養・3D培養における ID8と ID8-KRASの DNAマイク

ロアレイ解析を行った。2D培養同士と 3D培養同士を比較すると、3D培養同士

を比較した場合の方が、発現遺伝子の変化が大きいことが明らかになり（図 6）、

癌細胞が足場非依存性に増殖する際に遺伝子発現の変化が生じると考えられた。

また、足場非依存性増殖において、KRAS活性型変異の導入によるその他の遺伝

子発現の変化を同定するため、ID8-3Dと ID8-KRAS-3Dの発現遺伝子を比較し

たところ、パスウェイ解析の結果より、細胞増殖や細胞周期関連の遺伝子群が

ID8-KRAS-3Dで上昇していることが明らかになった（表 1）。このことより、足

場非依存性増殖において、KRAS活性型変異が導入されると細胞増殖が亢進する

ことが、発現上昇した遺伝子からも明らかになり、細胞増殖能評価の結果と一

致する結果が得られた。 

次に、2D培養対 3D培養の発現遺伝子を比較した結果、ID8-KRAS-2Dと比較
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して ID8-KRAS-3D のみで上昇を認めた遺伝子が明らかになった（図 7、表 2）。

それらの遺伝子の中で、Tesc、Ifitm1、Gas6、Dusp5 は、癌進展と関連があると

いう報告がある 80-87。Tescは、別名 calcineurin-homologous protein 3（CHP3）と

言われ、細胞分化と増殖のレギュレーターとして知られる。マウスの心臓・脳・

胃や、ヒトの血球・造血細胞に高発現するが、脳奇形やいくつかの癌で高発現

することが知られている 83,84。ERK 経路の下流に位置し、細胞分化を調節する

転写因子、Etsファミリーの発現に関与する 88。Ifitm1は、IFITMファミリーの 1

つで、インターフェロンにより発現が誘導される。IFITM タンパクは、生殖胚

細胞の成熟・分化や、免疫反応シグナリングに関わる。頭頸部癌・口腔癌（扁

平上皮癌）の早期浸潤との関連や、胃・食道癌での過剰発現が報告されており

93、Ifitm1の発現は ERK経路の活性化によって誘導されるという報告がある 94。

Gas6 は、ビタミン K 依存性タンパクで、多様な生物活性を有する 80。Gas6 は

ERK キナーゼを活性化し、さまざまな癌での高発現が認められている 95。Gas6

受容体の Axl が卵巣癌で高発現することが知られており、肝細胞癌でも腫瘍浸

潤を促進すると報告されている 80-82,96。Dusp5は、腫瘍抑制に働くことが知られ

ているホスファターゼである 85-87,89,90。 

この中で、Tesc、Ifitm1、Gas6は、ERK経路の活性化に関わる遺伝子であるこ
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とから、KRAS活性型変異が足場非依存性の細胞増殖を亢進させる要因のひとつ

として、ERK経路の活性化が関わる可能性が示唆された。 

	 RAS の活性化により足場非依存性の細胞増殖が亢進するという現象に関して

はすでに多数の研究報告があるが、どの経路を介しているかという詳細なメカ

ニズムについてはいまだ明らかになってはいない 49,50,97-99。本研究の結果より、

KRAS 活性型変異の導入、つまり RAS 活性化に伴う足場非依存性細胞増殖の亢

進には、ERK経路の活性化が関与している可能性が考えられた。ERKの上流に

は RAF-MEKがあることから、RAS活性化により、この RAF-MEK-ERK経路が

活性化し、足場非依存性細胞増殖に寄与している可能性が示唆された。 

 

3. MEK 阻害による、足場非依存性の細胞増殖とスフェロイド形成の抑制

効果について  

	 最後に、RAF-MEK-ERK経路の阻害によって、KRAS活性型変異がもたらす足

場非依存性の細胞増殖が、抑制されるかどうかを評価した。 

	 MEK阻害薬トラメチニブは、抗悪性腫瘍薬として臨床使用されており、さま

ざまな癌種で効果を評価されている 53-59。しかし、卵巣癌腹膜播種におけるその

効果はまだ明らかではない。本研究結果において、ID8-KRASが RAF-MEK-ERK
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経路を介して足場非依存性細胞増殖を促進していると考えられたため、MEK阻

害薬によるその抑制効果とスフェロイド形成に影響を与えるかどうかを評価し

た。その結果、スフェロイドの定量的なカウントは行っていないが、形態的評

価では、MEK阻害薬トラメチニブが、高濃度で 3D培養下での ID8-KRASのス

フェロイド形成を抑制することが明らかになった（図 9-A）。また、濃度依存性

に 3D培養下の ID8-KRASの細胞増殖も抑制した（図 9-B、C）。ただし、トラメ

チニブの IC50は 0.92 〜 3.4 nMであり、本実験で細胞増殖抑制およびスフェロ

イド形成抑制の効果がみられたのは、10 nM以上であった。2D培養・3D培養い

ずれにおいても、100 nM投与下で細胞死は認められていないが、効果が得られ

るのに十分な濃度であったと考えられるため、1 〜 10 nMの間の段階で細胞増

殖抑制効果が出現するかについてはさらに検討する余地がある。 

	 また、本実験では、MEK阻害薬投与によって、RAS下流蛋白の発現が低下し

たことは確認できておらず、本研究で得られた結果が RAF-MEK-ERK経路を阻

害した結果であると断定はできないため、その点においても今後検討の余地が

ある。 

	 トラメチニブの生体への投与実験の結果からは、トラメチニブ投与群で対照

群と比較して有意に腹水産生の抑制と生存率の改善が認められた（図 10-A、B）。
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ただし、実際に臨床でヒトへ使用されているトラメチニブの投与量は 2 mg / 日

であり、成人体重が約 60 kgの場合、0.033 mg / kgの投与濃度となる 53-58。本研

究でマウスへ投与した量は 18 µg / 日であり、これは 1 mg / kgの投与濃度である

ため、ヒトへの投与量の約 30倍の濃度で投与したことになる。本研究では先行

研究に倣って上記の投与量に設定し 79、実験結果からはトラメチニブ投与群の

マウスに有害事象は認められなかったが、さらに少ない投与量でも効果が認め

られる可能性があり、投与量に関しては検討の余地がある。 

	 また、トラメチニブは、RAS-RAF-MEK-ERK経路におけるMEK1およびMEK2

活性を特異的に阻害し、BRAFや CRAF、ERK1/2は阻害しないとされている 51。

しかし、細胞内では特定の経路を阻害した場合に、他の経路が活性化される反

応が知られており、その結果によりさまざまな経路の活性化がもたらされるこ

とがある 100-102。そのひとつとして、ERKシグナルの阻害により PI3K/AKT経路

の活性化が誘導されることが知られており 103、本研究の結果も、一概に ERK経

路の阻害のみにより生じた結果ではなく、慎重に捉える必要があるが、有害事

象のない範囲で癌細胞の足場非依存性増殖抑制効果が認められた。また、スフ

ェロイドの形成も in vitro同様、定量的ではないが確認され（図 10-C）、スフェ

ロイドの形成抑制が、腹水産生抑制と生存率改善に寄与した可能性がある。 
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	 これらの結果より、MEK阻害により ID8-KRASの足場非依存性細胞増殖が抑

制され、また、腹腔内のスフェロイドの形成も抑制される可能性が示唆された。

そのため、MEK阻害は KRAS活性型変異を有する卵巣癌腹膜播種に対する治療

のひとつとして有用である可能性が考えられた。 

	 また、近年、スフェロイド形成の阻害を標的とした治療も新たな癌治療とし

て注目されており 25、本研究の結果より、MEK阻害薬投与によってスフェロイ

ド形成が抑制され、腹水産生抑制と生存率の向上に関与している可能性がある

ことから、スフェロイド形成を抑制すること自体が、卵巣癌腹膜播種の進行抑

制に寄与する可能性がある。 
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結論  

	 本研究は、ヒトの腹腔内環境を模倣したin vitroの3D培養を用いた卵巣癌の研

究に新しい知見を加えた。また、KRAS活性型変異によって、足場非依存性の癌

細胞増殖が亢進し、卵巣癌の腹膜播種形成を促進する可能性が示唆された。足

場非依存性の癌細胞増殖をもたらす一因として、MEK経路活性が関与すること

が明らかになった。そのため、MEK阻害薬はKRAS活性型変異を有する卵巣癌腹

膜播種に対する治療のひとつとして有用である可能性がある。さらに、KRAS活

性型変異に伴う足場非依存性の癌細胞増殖には、スフェロイド形成の亢進も関

与している可能性があり、スフェロイド形成を抑制することも癌細胞腹膜播種

に対する治療標的として考慮される。 
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