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研究成果の概要（和文）：唾液腺多形性腺腫の間質は乏血管性の特徴があることから、低酸素環境下でのがん細
胞の生存・増殖を可能にしているエネルギー代謝調節機構を明らかにするために、多形性腺腫由来細胞における
HIF-1に関連したがんの代謝に重要な因子であるMYCの発現レベルおよび細胞機能に果たす役割を検討した。
HIF-1α遺伝子・蛋白質は48時間低酸素培養下で高発現し、MYCともに核への局在がみられた。 MYC発現を抑制す
ると細胞増殖のみだけでなく遊走も抑制された。以上より、多形性腺腫細胞はMYCを高発現することで、低酸素
状態での細胞の生存・増殖を維持していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：On the basis of hypovasucularity of the salivary pleomorphic adenoma, we had
 a hypothesis that pleomorphic adenoma cells are able to survive in hypoxic conditions. To 
understand the hypoxia-dependent manner of energy metabolism in this particular tumor, we analyzed 
function of MYC, which are the most important factor of metabolic regulation, in cell proliferation 
and migration in hypoxic-conditioned pleomorphic adenoma cells. In hypoxic condition, SM-AP cells, 
human pleomorphic adenoma cell systems, showed higher gene expression levels of HIF-1α and MYC in 
hypoxia. HIF-1α protein was also kept in higher levels and localized more significantly in nuclei. 
The proliferation and migration of SM-AP cells were reduced under the lack of MYC expression. These 
results indicated that hypoxic conditions induced pleomorphic adenoma cells to produce MYC, which 
was maintained by high HIF-1α protein levels.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 がん細胞はがん特有の代謝機構、例えば解
糖系によるATP産生などを主におこなうこと
で、正常と異なる微小環境である低酸素状態
に適応し、生存・増殖している。すなわち、
がんの生存・増殖の分子機構を解明するうえ
で、がん細胞の獲得する代謝のリプログラミ
ング機構を理解することが重要かつ必須であ
る。これまでに低酸素応答転写因子である
hypoxia-inducible factor-1(HIF-1)が低酸素下の
解糖系を含めたがんのエネルギー代謝にも働
いていることが知られており、MycもHIF-1と
強調したがんの代謝に重要な因子であること
が知られている。 

 これまで唾液腺多形性腺腫について多面的
に解析を重ねてきた中で、多形性腺腫には病
理組織学的に多彩な間質形成と乏血管性とい
う特徴があり、低酸素状態におかれた腫瘍組
織の解析には最適な実験材料であることを見
出した。しかし、多形性腺腫の乏血管性すな
わち低酸素環境に注目した研究は国内外にな
かった。その理由としては多形性腺腫からの
細胞株樹立は困難で機能的実験は不可能だっ
たことがあげられる。そこで、申請者は多形
性腺腫由来細胞系SM-AP1〜SM-AP5を樹立し、
唾液腺にも腺腫から癌腫へという発がん経路
が存在し、その癌化にはp53の変異や新生キメ
ラ遺伝子が関与することを発見し、ヌードマ
ウス移植実験で多形性腺腫を再現できた。 

 そこで、「多彩な間質形成と乏血管性を特徴
とする唾液腺多形性腺腫には低酸素状態があ
り、多彩な間質の中で腫瘍細胞増殖が維持さ
れている」という仮説をたて、樹立したSM-AP
細胞系を通常培養条件下とモジュール式イン
キュベーターチャンバー装置を用いた低酸素
培養条件下(5%CO2−1%O2−94%N2／48時間)で
の培養とを比較検討したところ、低酸素培養
条件下ではHIF-1α蛋白質レベルが有意に高く
維持されるとともに、HIF-1αの多くは核へ移
行し、さらに多彩な間質形成の主体である細
胞外基質extracellular matrix (ECM)分子である
フィブロネクチン、テネイシン、基底膜型へ
パラン硫酸プロテオグリカン（パールカン）
およびIV型コラゲンの合成が低酸素培養条件
下で促進されることも確認できた。よって多
彩な間質形成も低酸素下での腫瘍細胞の積極
的なECM合成による結果であったことがしめ
されたとともに、特にパールカンについては、
癌の増殖・浸潤における主要なECMの一つとし
て注目するに至った。またSM-AP細胞系に
siRNAを用いたECM発現抑制をおこなうと、細胞
増殖が抑制されることも確認できた。これらの結
果から、多形性腺腫由来細胞には低酸素環境
においてHIF-1α分解を抑制し、さらにHIF-1α
が転写因子として機能して多彩な間質形成を
促進し、低酸素状態における細胞増殖に寄与
している可能性が示唆された。 
 

２．研究の目的 
 
 本研究課題では、高度な ECM 合成能が共
通しているものの低酸素応答性が異なる唾
液腺腫瘍細胞のエネルギー代謝がどのよう
に制御されて生存・増殖に利用されているの
かを明らかにしたい。第一に、通常の酸素培
養条件下と低酸素培養条件下で、Myc遺伝子
発現および蛋白質発現レベル比較し、がん細
胞が低酸素環境の構築に寄与する ECM 合成
をおこなう際のエネルギー代謝に解糖系活
性化が関与しうるのかを検証する。第二に、
HIF-1α と Myc との協調が確認し得たなら、
生体内においても低酸素環境の構築に寄与
しているのかを検証するため、ヌードマウス
移植腫瘍組織およびヒト多形性腺腫組織手
術材料を含むヒト癌組織材料を用いて、免疫
組織化学的に HIF-1αおよび Myc分子の発現
様式の関連性を解析する。第三に、低酸素応
答を制御する転写因子HIF-1およびMycの発
現を抑制した細胞系を siRNAで作製し、試験
管内で HIF-1αおよび Mycの発現状態を確認
すると同時に、ECM合成状況の変化や細胞浸
潤・遊走への影響を検定する。以上の三つの
アプローチで、低酸素状態で HIF-1α によっ
て ECM 合成が促進された状態での、細胞生
存・増殖・転移が維持亢進されるためのエネ
ルギー代謝調節機構を、多形性腺腫を材料に
して実証したい。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞培養：ヒト唾液腺多形性腺腫より樹
立した SM-AP1〜SM-AP5細胞について、
通常の酸素正常培養条件（5% CO2/20% 
O2）と低酸素（5% CO2/1% O2/94% N2）
の条件下で維持できるように培養する。
免疫細胞化学、定量的 RT-PCR 法、免疫
沈降法およびウエスタンブロッティング
法のために細胞を培養し、周密化までの
適切な時期に 4%パラフォルムアルデヒ
ドにて固定するとともに、蛋白質、全
RNAを回収する。通常の酸素正常培養に
は、マルチガスインキュベータを用い、
低酸素培養実験には、ECMの発現解析を
おこなうため、中長期的な低酸素環境の
維持が必要不可欠であるが、それにはモ
ジュール式インキュベーターを用いるこ
とで対応した。 

(2) 免疫細胞化学および遺伝子・蛋白質発現
の検索：SM-AP細胞を上記 1)項により培
養し、通常の酸素正常培養条件と低酸素
条件下で、通法にて total RNAを抽出し、
フェノール・クロロホルム法により精製
し、cDNA を調整し、定量的 RT-PCR 法
にて、まず低酸素応答を司る転写因子で
ある HIF-1と Myc 遺伝子発現状況の相
関の有無を詳細に検討する。また相関が
得られたならば、各 SM-AP 細胞 1.2x104

個をスライドチャンバーに植え込み、同



様に培養し、4%パラフォルムアルデヒド
で固定後、遺伝子発現を確認したのと同
様の抗体種を免疫沈降法およびウエスタ
ンブロッティング法および免疫蛍光法を
用いて蛋白質発現状況も確定した。 

(3) 細胞機能（増殖・遊走）試験： siRNA法
にてMyc発現抑制細胞系を確立し、野生
型 SM-AP細胞との間で、細胞増殖および
セルカルチャーインサートを用いた浸潤
能試験を行い、腫瘍の浸潤および遊走能
を検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1) c-Myc 遺伝子発現解析: 低酸素培養条件
下における SM-AP1 と SM-AP4 の c-Myc
遺伝子発現について試験管内で比較した。
両細胞を通常の培養条件 (10% FCS/5% 
CO2)で３日間培養の後、さらに通常の培養
条件と低酸素条件（1％O２/5％CO２/94％N
２）で 48 時間（中長期低酸素培養）培養
の後、RNA を抽出・精製し、cDNA を調整
して定量的 RT-PCR 法にて検討した。その
結果、中長期低酸素培養下で、SM-AP1 と
SM-AP4ともに通常の培養条件下に比べて
高発現が確認された。 

(2) c-Myc蛋白質発現解析: 上記1)の結果をう
けて、中長期低酸素培養条件下における
SM-AP1 と SM-AP4の HIF-1α蛋白質発現
について検討した。培養後細胞層を可溶
化して、核分画と細胞質の分画にわけて蛋
白質を抽出し、ウエスタンブロッティング法
にて確認したところ、SM-AP1 と SM-AP4 と
もに通常の培養条件下での c-Myc 蛋白質
発現に比べ、低酸素培養条件下では発現
が核に局在する傾向がみられた。さらに
SM-AP1 と SM-AP4 の c-Myc 蛋白質発現
について、試験管内で比較した。両細胞を
通常の培養条件（10% FCS/5% CO2）と低
酸素条件（1％O２/5％CO２/94％N２）とで 48
時間培養（中長期低酸素培養）後に、4%パ
ラフォルムアルデヒドで固定後、c-Myc抗体
をもちいて、免疫蛍光抗体法にてその発現
動態を検討した。その結果、前年のウエス
タンブロッティング法での c-Myc 蛋白質発
現の結果と同様に、SM-AP1 と SM-AP4 の
両細胞共に低酸素培養条件下において、
c-Myc 蛋白質が主に細胞核に陽性である
ことが確認された。 

(3) SM-AP 細胞系のブドウ糖トランスポー
ター(Glut1)とグルタミントランスポー
ター(SLC1A5, ASCT2)の遺伝子発現解
析: 上記 1)の結果をうけて、中長期低酸素
培養条件下における SM-AP1 と SM-AP4
のGlut1およびASCT2遺伝子発現につい
て検討した。その結果、SM-AP1とSM-AP4
ともに通常の培養条件下に比べて、それぞ
れ 3倍、1.5倍の発現上昇が確認された。 

(4) SM-AP細胞系のc-Myc遺伝子発現抑制に

よる細胞機能解析: 1)での低酸素下での
c-Myc 蛋白質発現解析の結果をうけて、
c-Myc が細胞機能にどのように関わってい
るのかを検討するために、SM-AP細胞系に
siRNAを用いた c-Myc発現を抑制した系を
作成し、SM-AP 細胞系の増殖および遊走
能の比較検討をおこなった。その結果、
siRNA で c-Myc の発現を抑制したうえで、
細胞を同量にまきなおした後の３日間の細
胞増殖を比較したところ、SM-AP1 及び
SM-AP4 ともに、c-Myc の発現を抑制した
細胞の増殖が、コントロールに比して抑制
されていることが示された。さらに同様にトラ
ンスウエルチャンバーに細胞をまきなおし
た後、24 時間後の細胞遊走を比較したとこ
ろ、SM-AP1で c-Mycの発現を抑制した細
胞の遊走能が抑制された。 

(5) ヌードマウス移植腫瘍組織での c-Myc蛋白
質発現解析:  ヒト唾液腺多形性腺腫由来
SM-AP1 と SM-AP4の両細胞系を、通常の
培養条件（10% FCS/5% CO2）で培養した
後、1.0x106個/200µl に調整してヌードマウ
ス背部皮下に移植して腫瘤を形成させ、腫
瘤内の酸素分圧を生物組織内酸素分圧連
続測定装置酸素モニターにて測定した。そ
の結果、SM-AP1 移植腫瘍内酸素分圧は
周囲皮下組織内酸素濃度に比して有意に
低いことが確認された。さらに移植腫瘍組
織を切除、固定後にパラフィン切片を作製
し、免疫組織化学的に検討した結果、腫瘍
組織内のSM-AP1細胞の核にHIF-1αが陽
性となり、同様に c-Myc陽性も見られ、試験
管内での実験結果と同様であった。また中
長期低酸素培養条件下でより遺伝子発現
の亢進が確認されていたGlut1も腫瘍組織
内の SM-AP1 細胞の細胞膜に陽性が見ら
れた。 

(6) 実験結果の評価と総括: これまでの実験
結果より以下のように結論した。 

① 多形成性腺腫由来細胞では、低酸素
下でc-MycとHIF-1αが強調し、HIF-1α
蛋白質の高発現、活性化が促進される
ことが示唆された。 
② 低酸素下での多形成性腺腫由来細胞
の主な代謝経路としては、Glut1を介し
たグルコースの取り込みを亢進した
Glycolysisであることが示唆された。 
③ 低酸素下でc-Mycの発現を促進させる
ことで、多形成性腺腫由来細胞の生
存・増殖を維持していることが示唆され
た。 
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