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学 位 論 文 内 容 の 要 旨

《目 的》

卵巣癌は婦人科悪性腫瘍の中で最も予後の悪い悪性腫瘍である。卵巣癌の予後不良につな

がる要因は、化学療法への耐性による再発率の高さが挙げられる。既存の化学療法では、さらな

る治療効果が望めるレジメンは挙げられず、近年様々な分子標的治療が注目されている。

卵巣癌は閉経後での発症率が高いとされている。エストロゲンは生体内で様々な役割を示すこ

とは周知の事実であるが、閉経後女性へのエストロゲン投与により卵巣癌の発症率が増加すると

いう報告をはじめ、卵巣癌とエストロゲンおよびエストロゲン受容体の関与についての報告がみら

れるが、そのメカニズムについては未だ明らかになっていない。また、核内受容体であるエストロゲ

ン受容体のみでは説明できない非常に短時間に起こる生体反応より、細胞膜に位置するエストロ

ゲンをリガンドとする受容体 G-protein coupled receptor 30（GPR30)の存在が明らかとなった。
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エストロゲン受容体の一種である GPR30 は 7 回膜貫通型受容体とされ、生体内でエストロゲン

をリガンドとし様々な生体反応を示す受容体として近年報告された。悪性腫瘍の分野では、乳癌

で Src を介する GPR30 と Epidermal Growth factor receptor （EGFR;上皮成長因子受容

体)間のシグナル経路や GPR30 から EGFR を介し Mitogen Activated Protein Kinase

（MAPK;分裂促進因子活性タンパク質キナーゼ) につながる細胞内シグナル経路についての報

告が散見されるが、卵巣癌ではその発現意義や生物学的な役割についての報告はない。そこで

本研究では、臨床検体を用いて卵巣癌での GPR30 の発現の有無を調べ、GPR30 の発現につ

いての臨床病理学的検討と、卵巣癌細胞株を用いて in vitro における GPR30 の機能解析を行

い、卵巣癌における GPR30 の発現意義と機能解析を行った。

《対象と方法》

① 2001 年 1 月から 2009 年 12 月まで当科で手術を行いインフォームド・コンセントを得た卵

巣癌 162 例（境界悪性腫瘍 10 例、漿液性腺癌 61 例、類内膜腺癌 30 例、明細胞腺癌 29

例、粘液性腺癌 19 例）を対象とした。臨床病理学的検討を行うためにパラフィン切片から

組織マイクロアレイ標本を作製し、GPR30、EGFRの免疫染色を行い臨床病理学的因子と

比較検討した。

② GPR30 の遺伝子をヒト乳腺 cDNA library から増幅し発現 vector を作成し、

Lipofectamine法で卵巣癌細胞株Caov-3にGPR30を強制発現させた。GPR30選択的

アゴニスト (G1) (100nM)により GPR30 を刺激し、選択的アンタゴニスト (G15) (100nM)

を用いて GPR30 の活性を抑制し、48 時間における細胞増殖への影響を MTS assay で

検討した。

③ 作成した発現 vectorを用いてGPR30を強制発現させたCaov-3細胞株に、G1を 100nM

の濃度で添加し、EGFR およびその下流にある Akt のリン酸化を Western blotting 法で

検討した。また、Src の inhibitor である PPI (10M)添加による G1 による Akt のリン酸化

への影響をも検討した。
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《結 果》

① 全症例での GPR30 の発現は 61%にみられた。上皮性卵巣癌の発現率は 65%、境界悪

性腫瘍の発現率は 10%であり、上皮性卵巣癌において GPR30 の発現は、境界悪性腫

瘍に比較し有意に高かった。

進行期別では期 66%、Ⅱ期 78%、Ⅲ期 61%、Ⅳ期 68%と有意差はなかった。組織型別

では漿液性腺癌 75%、類内膜腺癌 83%、粘液性腺癌 73%で、明細胞腺癌では 20%と

他の組織型と比べて有意に低かった。また、GPR30 単独の発現と予後との関連では、

Kaplan-Meier 法で無病生存率、全生存率ともに有意差はみられなかった。しかしながら、

乳癌細胞株で関連が示唆される様にGPR30 とEGFR両者が陽性であった群は、陰性群

と比較して有意に無病生存率を悪化させた。

② MTS assay では、GPR30 を強制発現させた卵巣癌細胞株 Caov-3 に G1 を添加すると

有意に cell viability が増加し、G15 添加ではその増殖効果は抑制された。

③ Western blotting 法で、Caov-3 への G1 添加により、EGFR および Akt がリン酸化され

た。さらに、Srcの inhibitor (PPI)によりAktのリン酸化が抑制された。以上から、Caov-3

において GPR30 は、Src を介し EGFR-Akt の経路を刺激することを明らかにした。

《結 論》

卵巣癌におけるGPR30とEGFRの共発現は、予後不良因子となることを示した。また、臨床的

に化学療法の感受性が低く治療抵抗性を示す明細胞腺癌において GPR30 の発現は他の組織

型と比較して発現頻度は有意に低く、組織特異性が示唆された。さらに、卵巣癌において

GPR30 は、Src-EGFR を介して生存シグナルである Akt の活性化を起こし、細胞増殖を導くこと

が解明された。以上より、GPR30 を制御することで、卵巣癌の増殖を抑制する可能性が示唆され

た。
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（様式 甲 6）

論 文 審 査 結 果 の 要 旨

化学療法に対し耐性を獲得し、治療抵抗性を示す卵巣癌の長期生存率は依然不良である。一

方で、エストロゲンあるいはエストロゲン受容体と卵巣癌との関与についての報告が散見されるが、

未だそのメカニズムについては明らかではない。本研究は、卵巣癌におけるエストロゲン受容体

GPR30 の発現意義と機能解析を行ったものである。

申請者は、卵巣癌 162 例を対象とし GPR30 の臨床病理学的発現意義を検討し、卵巣癌細胞

株 Caov-3 を用いて乳癌細胞株で報告がある GPR30 が Src を介し EGFR を刺激し細胞増殖に

つながることに注目し機能解析を行った。

全症例での GPR30 の発現は 61%にみられた。進行期別に有意差はなく、GPR30 単独の発現

と予後への関与に有意差は認めなかったが、GPR30 と EGFR が共発現であれば無病生存率に

有意差を認めた。一方組織型別では、治療抵抗性を示す明細胞腺癌が他の組織型と比較し有

意に発現頻度が低かった。さらに卵巣癌細胞株 Caov-3 を用い、GPR30 の選択的アゴニスト G1

の添加で cell viability が増加し、アンタゴニスト G15 添加ではその増殖効果が抑制されることを

確認した。また G1 添加で EGFR およびその下流にある Akt は活性化し、Src の inhibitor を投

与することで Akt の活性化が抑制されることを確認した。

申請者は本研究で、卵巣癌における GPR30 と EGFR の共発現は予後不良因子となるこ

とを示した。さらに、卵巣癌細胞株 Caov-3 を用いて Src-EGFR を介して生存シグナルで

ある Akt への関与を示し、GPR30 の刺激は細胞増殖を導くことが解明された。このこと

は、GPR30 の制御は卵巣癌の増殖を抑制できる可能性を示唆している。

以上により、本論文は本学大学院学則第 11 条に定めるところの博士（医学）の学位を授

与するに値するものと認める。
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