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研究成果の概要（和文）：胃癌をはじめとした固形癌に存在する低酸素領域は、HIF-1αを誘導し癌の悪性度
（増殖能、浸潤能）亢進を惹起する。一方、低酸素ストレスにより生じた不良ミトコンドリアから発生するROS
は、HIF-1αを安定化し癌の悪性度と関連することが分かっている。
通常、不良ミトコンドリアはミトコンドリア選択的オートファジー（マイトファジー）によって処理を受ける
が、本研究は、スキルス胃癌において、マイトファジー機構が破綻しており、蓄積した不良ミトコンドリアから
のROS産生が亢進することで、HIF-1αの誘導・安定化を惹起し癌悪性度が亢進することを証明した。

研究成果の概要（英文）：The hypoxic environment is substantial in solid tumors including gastric 
cancer (GC), where it accelerates their malignant behavior via HIF-1α pathway. Whereas, hypoxia is 
known to stimulate ROS production from mitochondrial complex III in the electron transport chain, 
and mitochondrial ROS (mtROS) stabilize HIF-1α leads to increased cancer aggressiveness. 
Mitochondrial autophagy (mitophagy) is a selective form of autophagy and a critical step in 
excluding mitochondria damaged by stress, including hypoxia. Our data suggested that mtROS is 
accumulated under hypoxia in scirrhous GC cells due to impaired mitophagy, while mtROS is controlled
 at a low level through the normal mitophagy process in non-scirrhous GC cells.
This study demonstrated that the integrity of mitophagy determined the cancer aggressiveness of GC 
cells under hypoxic environment via the activation of the mtROS/HIF-1α interplay.

研究分野： 一般・消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
固形癌は、腫瘍の増大に伴い腫瘍内部

に低酸素領域を生じる。HIF-1α は、癌
の低酸素応答において中心的な役割を
果たし、血管新生、浸潤・転移能亢進、
エネルギー代謝、抗癌剤耐性などに関与
している。一方で、腹膜播種を有する胃
癌は、手術不能であるばかりでなく抗癌
剤治療にも抵抗性を示し、胃癌の予後不
良因子の一つである。しかしながら、高
頻度に腹膜播種をきたす未分化型・スキ
ルス胃癌の悪性形質獲得のメカニズム
は、未だに解明されていない。 
ヌードマウスにおいて高度腹膜播種

形成能を有するスキルス胃癌細胞
(58As9、44As3)は非スキルス胃癌細胞と
比較して、低酸素下での HIF-1α発現量
が高く安定しており、細胞増殖能・浸潤
能とも相関している。また、ROS は
HIF-1α を安定化させ、その一方で、
HIF-1αは BNIP3 や BNIP3L を介して、ミ
トコンドリア選択的なオートファジー
（マイトファジー）を誘導し ROS を調節
する。（J Biol Chem 2000: 275; 25130-8, 
Mol Cell Biol 2009: 29; 2570-81）し
かし、胃癌細胞における HIF-1α と
ROS・マイトファジーの関係についての
報告は、現在のところ皆無である。 
HIF-1α 発現量の高いスキルス胃癌細

胞は、低酸素で培養すると、ROS 産生が
著明に増加するのに対し、非スキルス胃
癌細胞ではほぼ ROS 産生を認めない。こ
の結果、胃癌細胞株における HIF-1α発
現の違いは、低酸素ストレスによって生
じる不良ミトコンドリアから産生され
る ROS 量の差が原因である、と考えられ
る。さらに ROS 産生の差は、各細胞株に
おけるミトコンドリア品質管理（マイト
ファジー）機構の差ではないかと推測し
た。 

 
２．研究の目的 

固形癌には低酸素領域が存在し、癌の
悪性形質獲得と密接に関連している。一
方、低酸素ストレスにより生じた不良ミ
トコンドリアから発生する ROS は、
HIF-1α の安定化に寄与し癌悪性度を亢
進させる。不良ミトコンドリアはミトコ
ンドリア選択的オートファジー（マイト
ファジー）やリソソームでの酸化タンパ
ク消化機構（MALM）により処理を受ける
が、本研究は、これら不良ミトコンドリ

アの処理機構（MQC）の破綻により惹起
される、“未分化型・スキルス胃癌の悪
性形質獲得の機序解明”を目的とする。 
つまり、低酸素環境におけるスキルス

胃癌悪性形質獲得機序として、MQC（マ
イトファジー、MALM）の破綻 → 不良な
ミトコンドリアが蓄積 → ROS の産生亢
進 → HIF-1α の誘導・安定化 → 増
殖・浸潤能の亢進、という仮説を提唱し、
その全貌解明を目標として掲げた。 

 
３．研究の方法 

I. 胃癌細胞における、HIF-1α発現量と
ROS、マイトファジーとの関連の解明 
 
〔細胞株〕 
スキルス胃癌細胞株：58As9, 44As3 
非スキルス胃癌細胞株：MKN74, MKN45 
HIF-1α安定欠失胃癌細胞株： 
58As9-KD, MKN74-KD 
 

1) ROS 阻害剤による HIF-1α 発現量の
変化の検討 

低酸素下でのHIF-1α発現誘導および
経時的変化について、ROS 阻害剤であ
る N-アセチルシステイン（NAC）を投
与し検討、“ROS が HIF-1α 安定化に
寄与している”ことの証明。HIF-1α
発現は、Western blot で評価・定量化
した。 
 

2) HIF-1α 阻害による ROS 産生量の変
化の検討 

低酸素下でのROS産生の経時的変化に
ついて、HIF-1α 欠失株（58As9-KD, 
MKN74-KD）を用いて検討し、“HIF-1α
がROSをコントロールしている”こと
の証明。ROS 産生量は Enzo Life 
Science 社の Total ROS detection kit
を用いて、FACS 解析した。 
 

3) 低酸素環境におけるミトコンドリア
オートファジー（マイトファジー）
の評価 

“低酸素ストレスによりオートファ
ジーが生じる”ことの証明。各胃癌細
胞株におけるオートファジーのマー
カー（LC3-I、LC3-II と SQSTM1/p62）
の発現を、常酸素および低酸素下で評
価した。各マーカーの発現は、Western 
blot で評価・定量化した。 
 



4) マイトファジー阻害による ROS 産生
量の変化を検討 

マイトファジー阻害剤クロロキンを使
用し、各種オートファジーマーカーの
発現変化について評価・検討した。さ
らにその際のROS産生量の変化をFACS
解析することにより、“マイトファジ
ーの阻害により ROS 産生量が増加す
る”ことを証明した。 
 

5) 蛍光顕微鏡によるマイトファジーの
証明・可視化 

オートファジーとマイトファジーの区
別 に 関 し て は 、 Mitotracker と
Lysotracker、さらには抗 LC3-II を使
用して、“ミトコンドリアがオートラ
イソソームに取り込まれる画像”を蛍
光顕微鏡で捉え、マイトファジーを証
明した。 

 
II. Mieap によるミトコンドリア品質管
理機構の評価 
 
1) ROS 産生における Mieap の機能解析 

58As9,44As3と MKN74,MKN45における、
HIF-1α発現およびROS産生の違いは、
MALM関連遺伝子であるMieapの発現の
差が要因と考えられる。Mieap を標的
とする siRNA を作製し、MKN74 と MKN45
を使用し“Mieap 抑制による ROS 産生
亢進と HIF-1α安定化”を証明した。 

 
2) 蛍光顕微鏡によるミトコンドリア品

質管理機構の画像化 
抗 Mieap 抗体, Lysotracker, MitoSox, 
Mitotracker などを使用し、Mieap によ
るミトコンドリア品質管理を画像とし
て評価した。 

 
４．研究成果 

まず、スキルス胃癌細胞株（44As3、
58As9）は非スキルス胃癌細胞株（MKN45）
と異なり、低酸素環境下で HIF-1α発現
が誘導され、ミトコンドリアで ROS が蓄
積することを示した。さらに ROS 阻害剤
である N-アセチルシステイン(NAC)を投
与すると、低酸素下での ROS 産生が低下
し、HIF-1α発現も抑制された。一方で
HIF-1αをノックダウンすると低酸素で
の ROS 産生が低下し、ROS と HIF-1αが
相互に作用していることが明らかとな
った。 

続いて、オートファジーマーカー
LC3-I/II,SQSTM1/p62 を常酸素及び低酸
素下で検討した結果、44As3 と 58As9 で
は低酸素下でのオートファジー機構が
働いていないことが分かった。さらに蛍
光顕微鏡を用いて、MKN45 における低酸
素下でのオートファジーがミトコンド
リア選択的に起こっている（マイトファ
ジーである）ことを証明した。また、ク
ロロキン（オートファジー阻害剤）で処
理すると、MKN45 においても低酸素下で
のマイトファジーが阻害されROSが蓄積
し、その結果、増殖・浸潤能が亢進する
ことを示した。 
以上より、“マイトファジー機構の破

綻→不良ミトコンドリアからのROS産生
亢進→HIF-1αの誘導・安定化→増殖・
浸潤能亢進”というメカニズムが証明さ
れ、ここまでの結果は、すでに Int J 
Oncol 2016; 48(4): 1379-90.に発表し
た。 
さらに、MQC をミトコンドリア/リソソ

ームマーカー標識で評価すると、低酸素
下 58As9 では MKN45 と異なり、ミトコン
ドリアにリソソーム集積を認めずMQC障
害が示唆された。一方、MKN45 をリソソ
ーム阻害剤クロロキン処理すると低酸
素下ミトコンドリアROS蓄積とともに浸
潤能亢進が認められた。さらに MKN45 で
MALM 関連遺伝子 Mieap をノックダウン
すると、ミトコンドリア ROS の増加と浸
潤細胞の増加を認めた。 
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