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研究成果の概要（和文）：2種類の胃癌細胞株（As9、MKN74）を用いてHIF-1αノックダウン（KD）株およびコン
トロール（Sc）株を作製し、低酸素環境下におけるHIF-1α阻害による抗腫瘍効果、さらにパルミチン酸（PA）
およびカルニチン付加による抗腫瘍効果増強を確認した。また、HIF-1α阻害剤であるYC-1でも、KD株と同様の
結果が得られた。その際、活性酸素の増加傾向が確認された。これまでのin vitro実験結果から、HIF-1αが脂
肪酸β酸化の抑制およびROS制御の中心的因子であり、HIF-1αの阻害、さらに脂肪酸および低分子カルニチンを
付加することで低酸素下アポトーシスを増強できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：HIF-1α knockdown (KD) and control (Sc) cells were prepared using two types 
of gastric cancer cell lines (As9 and MKN74) by transfected technique. Antitumor effect by HIF-1α 
inhibition under hypoxic environment was confirmed. Moreover, additional of palmitic acid (PA) and 
carnitine enhanced antitumor effect. The HIF-1α inhibitor, YC-1 also showed similar results to the 
HIF-1α KD cells even when adding PA and carnitine. At that time, reactive oxygen species (ROS) 
increased in HIF-1α KD cells and cells treated by YC-1, and PA and carnitine tended to enhance ROS 
production. From our results of the in vitro experiments, HIF-1α is a central factor in the 
inhibition of fatty acid β oxidation and ROS regulation, and inhibition of HIF-1α and addition of 
fatty acid and low molecular weight carnitine induce hypoxia-induced apoptosis.

研究分野：消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は低酸素環境下における癌の脂肪酸代謝に着目した独創的な胃癌薬物療法の確立を目指すものである。依
然として仮説検証の実験中ではあるが、これまでの結果より、HIF-1αを阻害に加えて脂肪酸代謝を促進するパ
ルミチン酸およびカルニチンを投与することによって抗腫瘍効果が増強されることを確認しており、今後の仮説
検証に期待の持てるものとなっている。手術不能胃癌患者は経口接種困難な場合が多く、長期低栄養状態は癌悪
液質を来し生命予後を悪化させる。将来的には、経静脈的に脂肪乳剤（脂肪酸含有）およびHIF-1α阻害薬+カル
ニチン併用療法が栄養改善と抗腫瘍効果を併せ持つ画期的胃癌治療薬となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
固形癌内の低酸素環境は癌悪性度を増強する。低酸素誘導因子（HIF-1α）は低酸素環境→癌
悪性度増強の中心的転写因子であり浸潤・転移能亢進・抗がん剤耐性に関与する一連の遺伝子群
発現を低酸素依存性に誘導する。よって有効かつ副作用の無い HIF-1α阻害剤開発は高悪性度を
有する低酸素領域癌に対する分子標的治療薬となる。近年、HIF-1αは低酸素環境下癌細胞のエ
ネルギー代謝変容にも寄与している事が明らかになっている。われわれの研究グループはこれ
までに胃癌細胞株 58As9 の HIF-1αノックダウン（HIF-KD）株が低酸素環境（1%O2）において過
剰 ROS 産生によりアポトーシスを誘導することを明らかにし、さらに HIF-KD 株へのグルコース
（G）+インスリン（I）添加が G uptake 増強→ROS 産生増加→アポトーシス増強することを in 
vitro および in vivo で証明し、その機序を明らかにした（PLoS One. 2015, Sci Rep. 2017）。 
今回、われわれは脂肪酸代謝変容に焦点をあて「低酸素環境下胃癌細胞を標的としたYC-1 plus 
脂肪酸（パルミチン酸：PA）＋カルニチン併用療法の基礎的研究」を立案した。低酸素環境にお
いてβ酸化は抑制されており、脂肪酸合成→lipogenesis へと代謝変容すること（Mol & Cell 
Oncol 2015）が知られている。近年、低酸素環境では HIF-1αによる脂肪酸β酸化の直接的抑制
効果が報告されている。低酸素下癌細胞における脂肪酸β酸化の抑制は「癌の Warburg 効果」と
同様、電子伝達系で産生される過剰 ROS を抑える低酸素環境適応反応であり、HIF-1αはその中
心的因子と推測した。以上より、我々は HIF-1α発現が抑制されることで低酸素下胃癌細胞に脂
肪酸β酸化が強制作動される結果、過剰 ROS 産生を惹起し、アポトーシスを誘導するという治療
仮説を想定した。さらに脂肪酸（パルミチン酸: PA）および進行癌患者での不足が報告されてい
る低分子カルニチン（Gastro-Intestinal Tumors 2015）を付加することで低酸素下アポトーシ
スをさらに増強できると推測した。 
 
２．研究の目的 
腫瘍内に生じる低酸素環境は、癌エネルギー代謝変容に作用し、低酸素誘導因子（HIF-1）が
その中心的な役割を演じている。本研究の目的は、低酸素環境下胃癌細胞の脂肪酸代謝変容（β
酸化抑制）に着眼し、①HIF-1 阻害剤 YC-1（3-[5'-hydroxy methyl-2'-furyl]-1-benzylindazole）
（分子量 304.4）少量投与による低酸素環境下での強制的脂肪酸β酸化発動→過剰活性酸素（ROS）
産生→アポトーシス誘導機序を立証すること、②脂肪酸（パルミチン酸：PA）およびβ酸化進行
に必須であるカルニチンを付加することで YC-1 のアポトーシス誘導を増強する機序を明白にす
ること、③ヌードマウス皮下腫瘍モデルにて低容量 YC-1 plus PA+カルニチン併用が低酸素下胃
癌細胞を標的とした新規胃癌治療薬となることを立証すること、である。 
 
３．研究の方法 
① 2種類の胃癌細胞株（58As9, MKN74）を用いて低濃度 YC-1 投与が低酸素環境（1%O2）での
HIF-1α発現抑制→過剰 ROS 産生→アポトーシス誘導に作用するかを解析する。さらに PA+カル
ニチン付加が YC-1 の低酸素特異的アポトーシス誘導効果を増強するかにつき解析・検討する。 
（具体的な方法） 
・低濃度 YC-1 による低酸素特異的アポトーシス解析： 
胃癌細胞株：58As9, MKN74、HIF-1αノックダウン（KD）株（58As9-KD, MKN74-KD）(10,42) を
常酸素（20%O2）および低酸素（1%O2）にて培養する。低濃度 YC-1（10μM）処理 58As9、MKN74
が低酸素環境で HIF-1α発現を抑制し過剰 ROS 産生によるアポトーシスを惹起するか解析する。
同時に常酸素環境では YC-1（10μM）によるアポトーシス効果はみられない事も確認する。アポ
トーシス positive control 株として 58As9-KD、MKN74-KD を使用する(10,42)。アポトーシスは
cleaved-caspase3/PURP 発現を Western blot（WB）にて評価する。ROS 産生量は ROS 解析キット
を用い FACS にて定量解析する。 
・パルミチン酸（PA）+カルニチン付加によるアポトーシス増強効果についての解析： 
58As9、MKN74 に PBS、YC-1（10μM）単独、YC-1 plus PA+カルニチンを常・低酸素下で添加し、
MTS 法にて cell viability を解析する。尚、PA および L-カルニチン濃度は 1μM, 10μM, 100
μM を設定し、最終的に至適有効濃度を決定する。YC-1 plus PA+カルニチンが YC-1 単独に比
し、低酸素特異的な増殖抑制効果を増強するかを解析・立証する。さらにアポトーシス効果につ
いても cleaved caspase3、cleaved PURP 発現を WBにて比較解析する。 
・低濃度 YC-1 plus PA+カルニチン併用による脂肪酸代謝変容の立証： 
細胞内アセチル CoA およびアシル CoA 濃度を測定する事により、YC-1 単独および YC-1 plus PA+
カルニチン併用投与が低酸素下胃癌細胞株の脂肪酸β酸化を活性化することを立証する。 
 
② 脂肪酸β酸化促進に寄与する遺伝子群（ACS、CPT1、CPT2、CAD）の発現・機能解析を行う。 
（具体的な方法） 
・HIF-1αによる ACS、CPT1、CPT2、CAD 発現抑制の証明： 
胃癌細胞株として58As9、MKN74およびそれぞれのHIF-1αノックダウン(KD)株（58As9-KD、MKN74-
KD）を使用し、脂肪酸酸化を促進する酵素遺伝子 ACS、CPT1、CPT2、CAD を常酸素・低酸素下
での発現を 58As9 vs 58As9-KD および MKN74 vs MKN74KD で比較解析（RT-PCR、WB）する。それ
によって、ACS、CPT1、CPT2、CAD 遺伝子のいずれ（あるいは全て）が低酸素環境で HIF-1αによ
る抑制を受けるかを明らかにする。さらに 58As9、MKN74 を YC-1（10μM）処理（HIF-1 発現阻



害）した場合、control（PBS）に比し低酸素下での ACS、CPT1、CPT2、CAD mRNA のいずれ（ある
いは全て）が発現復帰するかにつき解析・立証する。その後タンパク発現を WB にて確認する。
これらの解析により、低酸素下での脂肪酸β酸化促進因子（4遺伝子）の発現抑制が HIF-1αに
より制御されていること、HIF-1αノックダウン（KD）および YC-1 による HIF-1α抑制により発
現復帰することを立証する。 
 
③ヌードマウス皮下腫瘍モデルによる低容量 YC-1 plus PA+カルニチン併用療法の効果判定 
（具体的な方法）  
ヌードマウス背部皮下に胃癌細胞株を接種し腫瘍（5mm 程度まで）形成（58As9、MKN74 共に皮下
腫瘍形成能あり）させ、その後、Control（PBS）、YC-1、YC-1 plus PA+カルニチンを腹腔内注入
（n=5、1 回/日 10～14 日間）し定期的に腫瘍径を計測する。また、摘出した腫瘍に対し、HIF-1
α免疫染色および WB解析、低酸素領域染色、cleaved caspase3 免疫染色および WB 解析、ROS 測
定（8-OHdG の免疫染色）などを行う。 
 
４．研究成果 
・2種類の胃癌細胞株（58As9、MKN74）を用いて HIF-1α-ノックダウン（KD）細胞株を作製（図
1）。KD細胞株では低酸素環境でcell viabilityが低下することが確認された（trypan blue法）。
その際、過剰に ROS が産生（FACS および confocal microscopy）し、アポトーシスが誘導されて
いること（Western blot）が確認された。 
・また、HIF-1α阻害剤である YC-1 を使用した場合も、KD 細胞株と同様の実験結果が得られた。 
さらに前述の仮説に基づき、PA+カルニチン付加によるアポトーシス増強効果について解析を行
った。PBS、YC-1 単独、YC-1 plus PA+カルニチンを常・低酸素下で添加し、cell viability を
解析したところ、YC-1 plus PA+カルニチンが YC-1 単独に比し、低酸素特異的な増殖抑制効果を
増強する傾向にあった。 
・PA およびカルニチン付加の至適濃度を設定すべく、様々な濃度条件下で抗腫瘍効果（trypan 
blue 法）の増強効果を評価した。本実験にて PA は 50microM、カルニチンは 200microM が至適濃
度であると設定された。また、胃癌細胞株の親株に YC-1 を使用して HIF1-αを阻害する条件下
でも、PA およびカルニチンの至適濃度は前述と同様であった。なお、PA は単独付加でも細胞死
の増強を認めたが、カルニチンの単独付加では認められなかった。ただし、PA＋カルニチン付加
ではPA単独付加を上回る細胞死の増強を認め、カルニチンによる相乗効果が示唆された（図2）。 
・また、FACS や WB（Caspase-3 や PARP）にて、PA 単独付加および PA＋カルニチン付加によるア
ポトーシス増強効果が確認され、その効果は PA単独＜PA＋カルニチンであった。 
・現在、PA およびカルニチン付加による浸潤能や遊走能の変化、さらに細胞内活性酸素の変化
を評価するとともに、細胞内アセチル CoA およびアシル CoA 濃度の測定、また、脂肪酸β酸化促
進に寄与する遺伝子群の発現解析を行っている。さらに、生体内での効果を評価すべく、動物実
験の準備を進めている。 
・本研究の派生実験として、肝癌細胞株を用いて同様の実験を行ったところ、より顕著な抗腫瘍
効果および PA＋カルニチン付加による効果増強が認められた。本結果は、元来肝細胞が脂肪の
主要な代謝器官であることに起因すると推測され、肝癌治療にも応用できる可能性があると考
えられた。 
 
（図 1）                     （図 2） 
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