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研究成果の概要（和文）：本研究では、卵巣癌腹膜播種の成立段階におけるフィブリン網、組織因子(TF)の関与
が明らかとなった。フィブリン網にトラップされた卵巣癌細胞集塊に対し、初期段階での血管新生因子
（VEGF-A)による補給血管の誘導が、重要であることが示唆された。これらは、卵巣がんの予後規定因子である
腹膜播種の制御における、抗フィブリン療法、TF標的治療、血管新生阻害療法などの治療戦略の可能性を示唆す
る結果であり、今後のさらなる検証の礎となるものである。
正常免疫マウスを用いた腹膜播種モデルにおける観察においてヒト臨床検体と同様の癌細胞集塊のフィブリン網
による捕捉現象が再現されており、さらなる解析に有用なモデルである。

研究成果の概要（英文）：In this study, the involvement of fibrin networks and tissue factor (TF) in 
the establishment of ovarian cancer peritoneal seeding was clarified. The induction of replenishment
 vessels by angiogenic factor (VEGF-A) in the early stage of ovarian cancer cell clusters trapped in
 the fibrin network was suggested to be important. These results suggest the potential of 
therapeutic strategies such as antifibrin therapy, TF-targeted therapy, and antiangiogenic therapy 
in controlling peritoneal dissemination, a prognostic factor in ovarian cancer, and provide a basis 
for further validation.
Observations in a peritoneal seeding model using normal-immunized mice reproduced the trapping of 
cancer cell clusters by a fibrin network similar to that observed in human clinical specimens, 
providing a useful model for further analysis.

研究分野：婦人科腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかとなった卵巣癌腹膜播種の成立におけるフィブリン網、組織因子、血管新生因子の関与は、これ
までの上皮間葉転換（EMT）仮説とは全く異なる機序であり、卵巣がんの予後不良因子である腹膜播種に対す
る、新たな治療戦略の開発への礎となりうるものである。早期発見の困難な卵巣高異形度漿液性癌における新規
治療戦略に結実する可能性があり、社会的意義が大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は早期より腹膜播種をきたす悪性腫瘍の一つであり、腹膜間質へ侵入する分子機
構として、「腹膜上皮への接着とそれに引き続く上皮間葉転換が重要」とされている。
今回これらの機序とは異なり、癌細胞集塊が自身の構造とそれが対峙する腹膜上皮の構
造を保ったまま周囲に fibrin網が誘導され、それを足場に血管新生を伴う宿主の間質組
織が形成されている像を観察した。 
 
２．研究の目的 
「癌細胞集塊は腹膜中皮に対峙した後、宿主の間質細胞に作用し、癌細胞集塊の周囲に
腹膜組織と連続した間質組織を形成誘導することで癌細胞集塊の構造を保ったまま腹
膜間質への浸潤を完遂する」という作業仮説をあげて、これを検証する目的で本研究を
計画した。具体的には①臨床検体を用いた仮説を支持する分子の発現解析、②卵巣癌細
胞株を用いた仮説を支持する分子の発現誘導因子の in vitro解析、および③マウス卵巣
癌腹膜播種モデルを用いた仮説の in vivo解析を遂行して卵巣癌の新しい腹腔内播種性
転移の分子機構を解明し、新規の治療法開発につながる知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記の腹膜播種転移の分子機構を解明して新規の治療戦略を構築する知見を得る、という目的
を達成するために、下記に示す仮説①-④に基づきその検証を目指した実験を遂行する。 
＜作業仮説＞ 
① 中皮細胞に対峙した癌細胞集塊が、腹膜組織に炎症を誘導する。 
② 炎症で fibrinogenが析出されて癌細胞集塊周囲に fibrin網が形成される。 
③ 癌細胞集塊が fibrin 網への間質細胞遊走を誘導して、癌集塊の周囲に腹膜組織と連続した
間質組織を形成する。 
④ 形成された間質内に血管が新生され、癌組織内に進展し、直接コンタクトをとる（腫瘍播種
の成立）  
 以上の仮説に基づき、それに対応する以下の実験を病理組織、ヒト卵巣癌細胞株、マウス卵巣
癌腹膜播種モデルを用いて遂行する。 
仮説① 中皮細胞に対峙した癌細胞集塊が、腹膜組織に炎症を誘導する 
1. 病理組織を用いた実験：卵巣癌腹膜播種病変の病理組織において腹膜に対峙している癌細胞
集塊で、炎症誘導因子である IL-6, IL-8や COX2などの発現を免疫組織学的に検討する。一方
で腹膜播種癌患者の腹水に含まれる炎症誘起物質のスクリーニングを行う。 
2. ヒト卵巣癌細胞株を用いた実験：婦人科手術において採取された腹膜組織の一部をコラゲナ
ーゼ存在下に振盪培養し、腹膜を裏打ちしている間質細胞群を分離する。一方でヒト卵巣癌細胞
株を振盪培養して癌細胞集塊を形成し、これを腹膜由来間質細胞の単層培養系とさらに緩徐な
条件下で振盪共培養してそれぞれに発現誘導される炎症誘導分子について ELISA法、免疫細胞
染色法、RT-PCR法などを用いて解析する。 
3. マウス卵巣癌腹膜播種モデルを用いた実験： 
 本申請者はヒト卵巣癌の high-grade の漿液性腺癌に類似した遺伝子変異(p53-/-, Brca1-/-, 
myc, 及び Akt)を導入し、ルシフェラーゼ活性と HA tagを組み込んだ BR5-Lucマウス卵巣癌
細胞株（米国 Orsulic S.博士から供与）を用いて、既に同系マウスに対する腹膜播種モデル（写
真右）を確立している。これは免疫機能が正常なマウスモデルであるため、癌細胞周囲の免疫細
胞等微小環境の観察が可能である。このモデルマウスにおいて腹腔内に投与した癌細胞株およ
び腹膜組織に惹起される炎症誘導性の遺伝子発現変化を Microarray でスクリーニングし、RT-
PCRおよび免疫組織染色法で確認する。 
仮説② 炎症で fibrinogenが析出されて癌細胞集塊周囲に fibrin網が形成される 
1. 病理組織を用いた実験：腹膜播種病変の病理組織で、癌細胞集塊周囲における fibrin形成誘
導に関連する蛋白 Tissue factorや fibrinogenなどの発現を免疫組織学的に検討する。一方で腹
膜播種をきたした卵巣癌患者の腹水に含まれる凝固関連因子のスクリーニングを行う。 
2. ヒト卵巣癌細胞株を用いた実験：仮説①−2での共培養系もしくは腹膜由来間質細胞の単層培
養系に癌細胞集塊を接着させた条件下に fibrin形成誘導因子の発現変化を検討する。 
3. マウス卵巣癌腹膜播種モデルを用いた実験：仮説①−3で用いたMicroarrayデータから発現
変化する凝固関連性の遺伝子をピックアップし、RT-PCRおよび免疫組織染色法で確認する。ま
た腹腔内に生体用 fibrinを混合投与（もしくは塗布）することで播種形成の変化を観察する。 
仮説③ 癌細胞集塊が間質細胞の遊走を誘導して周囲に間質組織を形成する 
1. 病理組織を用いた実験：腹膜播種部の癌細胞集塊を囲む間質組織での Cancer associated 
fibroblast (CAF) や免疫細胞、SDF-1/CXCL12など間質細胞遊走因子の発現を検討する。 
2. ヒト卵巣癌細胞株を用いた実験：卵巣癌株集塊存在下における腹膜由来間質細胞の間質細胞
遊走因子の発現変化を RT-PCRで、また遊走能の変化をmigration assayなどで解析する。 



3. マウス卵巣癌腹膜播種モデルを用いた実験：リコンビナント SDF-1/CXCL12 を腹腔内投与
し腹膜播種形成における影響を検討する。 
仮説④ 形成された間質内の新生血管が癌組織内に進展する（腫瘍播種の成立）  
1. 病理組織を用いた実験：腹膜播種病変の病理組織において、癌細胞集塊内側への血管 
網の形成や血管新生誘導因子の産生を CD34、VEGF-Aや D2-40の発現などで評価する。  
2. ヒト卵巣癌細胞株を用いた実験：卵巣癌細胞株集塊存在下、非存在下に腹膜由来間質細胞や
癌細胞における血管・リンパ管誘導因子発現の変化を RT-PCR で確認する。また臍帯から臍帯
血管内皮細胞を分離・培養し、同じく癌細胞集塊と腹膜由来間質細胞の共培養条件下で遊走能の
変化を検討する。 
3. マウス卵巣癌腹膜播種モデルを用いた実験：教室の鏡らが改良した臓器透明化による 
立体観察法 (Kagami et al. Sci Rep, 2017)を用いて、卵巣癌腹膜播種モデルの腹膜転移病巣にお
いて、血管内皮細胞を CD34またはリンパ管内皮細胞を D2-40で染色することで、脈管新生の
過程を立体可視化する。 
 以上の実験の結果に基づき、上記の仮説の検証を評価し、必要であれば修正して腹膜播種転移
の分子機構に基づいた新規の治療戦略の提案を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
１） 卵巣癌細胞集塊は腹膜中皮を保持したままフィブリン網に捕捉され、新生血管を誘導する 
卵巣癌臨床検体の詳細な観察により、微細な腹膜播種は腹膜中皮層を保ったまま、接着する
ことなく、網状構造に捕捉されている像が観察された。網状構造は免疫組織染色の結果、フ
ィブリン網であることが観察され、フィブ
リン網を足場に血管内皮細胞が遊走するこ
とが観察された。がん細胞集塊および血管
内皮細胞は血管新生因子（VEGF-A）を発現し
ており、これらが加速度的に血管を誘導す
ることにより、癌細胞集塊の補給を行って
いると考えられた。 
 

２） フィブリン網の形成には癌制服水中の組織
因子（Tissue Factor:TF）が関与する 
卵巣癌患者の腹水中には組織因子（TF）が高
発現していることが示された。発育した卵
巣癌腹膜播種を形成する癌関連線維芽細胞
に TF の高発現が観察され、卵巣癌腹膜播種
成立への関与が示された。 
 

３） 正常免疫マウスにおける卵巣癌腹膜播種モデルの評価 
腹膜播種機構の生体内での再現と解析を目的として作成されたマウス卵巣癌腹膜播種
モデルを用いて検討した。ヒト卵巣癌の高異形度漿液性癌を模倣する遺伝子変異を導入
し、ルシフェラーゼと HA-Tagを組み込んだ BR5-Lucマウス由来のモデル細胞株を同
系マウスの腹膜に移植した。2週間後にサンプリングを行い、顕微鏡下に観察したとこ
ろ、臨床検体での観察同様、フィブリン網に捕捉された癌細胞集塊が観察された。腹膜
播種の状態を生存マウスで観察可能であり、正常免疫を有するマウスモデルであるため、
腹膜播種成立におけるフィブリン網 形成、TF の関与における免疫細胞や関連する微
小環境の解析に有用である。 
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