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研究成果の概要（和文）：低酸素誘導因子(HIF)の標的分子であるCD73が細胞機能に果たす役割を検討した。唾
液腺多形腺腫由来細胞系SM-APを通常及び低酸素条件下で培養し、HIF-1αおよびCD73の発現、細胞遊走能さらに
CD73合成レベルをsiRNA法で制御したときの細胞増殖能について検討した。HIF-1α遺伝子・蛋白質は48時間低酸
素培養下で核に高発現し、CD73発現も高発現がみられた。低酸素条件下において細胞遊走能は亢進し、CD73発現
を抑制すると細胞増殖は抑制された。以上より、低酸素状態でHIF-1αを活性化させることで、多形腺腫細胞は
CD73を高発現させ、細胞の増殖・遊走を促進していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of CD73, one of the target molecules
 of the hypoxia inducible factors (HIF) activation mechanism, in cell function under hypoxia. We 
cultured SM-AP cells, which were established from a human pleomorphic adenoma, under normal or 
hypoxic conditions, and examined the expression of HIF-1α and CD73, as well as cell migration and 
proliferation when the level of CD73 synthesis was controlled by siRNA. The HIF-1α gene and protein
 were highly expressed in the nucleus under hypoxic conditions for 48 hours, and CD73 expression was
 also highly expressed. Under hypoxic conditions, the cell migration ability was enhanced compared 
to normal culture conditions. On the other hand, when CD73 expression was suppressed, cell 
proliferation was inhibited. These results suggest that activation of HIF-1α under hypoxic 
conditions promotes cell proliferation and migration of pleomorphic adenoma cells through their own 
high expression of CD73.

研究分野： 口腔病理学

キーワード： hypoxia　HIF-1α　CD73　pleomorphic adenoma

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍は低酸素状態(Hypoxia)という特異な微小環境下において、低酸素誘導因子(Hypoxia inducible factors: 
HIF)により引き起こされる低酸素応答を介した生存・増殖をおこなっている。今回、我々はHIF活性化機構の標
的分子の一つであるCD73が低酸素下で細胞機能に果たす役割を検討した。その結果、低酸素状態でHIF-1αを活
性化させることで、多形腺腫細胞は自身がCD73を高発現させ、細胞の増殖・遊走を促進していることが示唆され
た。CD73を介した腫瘍細胞自身の腫瘍特異的な低酸素応答性増殖機構を標的とした新たな抗腫瘍治療への展望を
見出すことができたと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
腫瘍は低酸素状態(Hypoxia)という特異な微小環境下にあるため、低酸素誘導因子(Hypoxia 
inducible factors: HIF)により引き起こされる低酸素応答は、腫瘍細胞の増殖やエネルギー代
謝および腫瘍細胞への免疫反応抑制や腫瘍間質細胞の機能制御などにおいて重要な役割を果た
している。しかし HIF は生体の恒常性維持にも重要な役割を果たしていることから、HIF そのも
のをターゲットとするのではなく、腫瘍微小環境に特異的な HIF による活性化機構を標的とし
た新規抗腫瘍治療法の創出が求められている。 
 我々は日常の病理診断業務において、口腔扁平上皮癌や唾液腺腫瘍の病理組織像を診る中で、
腫瘍間質には免疫系細胞及び血管などの間葉系細胞が介在しない、腫瘍自身の分泌する細胞外
基質(Extracellular Matrix, ECM)が豊富に蓄積していることを見出し、腫瘍間質における ECM
の機能を検討することで腫瘍細胞が低酸素下で維持・増殖できる仕組みを解明することができ
ると考えた。そこで申請者は、多彩な間質形成と乏血管性を特徴とする唾液腺多形腺腫に注目し、
「多形腺腫は低酸素環境下で多彩な間質を形成することで腫瘍細胞増殖が維持されている」と
いう仮説のもと、これまで科学研究費補助金（若手研究 B、基盤研究 C）の継続的な支援を得て
多面的に解析を重ねてきた。 
 まず申請者は耳下腺に発生した多形腺腫から多形腺腫由来細胞 SM-AP 細胞系を樹立し、細胞
系及び組織系の両面から研究をアプローチできる環境を整えた。同時に外科材料を用いた病理
組織学的解析により、腫瘍間質 ECM が細胞増殖因子のリザーバとなり、細胞増殖を維持している
ことを報告した。さらに樹立した SM-AP 細胞系を低酸素下で培養することで、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 は核へ移行し、ECM の合成が促進されること、
siRNA を用いた ECM 発現抑制にて細胞増殖が抑制されることも確認した。 
 低酸素環境において多彩な間質形成を促進し、細胞増殖が維持されている可能性が示唆され
たものの、依然としてその分子機構については未だ不明な点が多い。そこで申請者らは、HIF 活
性化機構の標的分子の一つである CD73 に注目した。CD73 は、2つの同一の  70kD サブユニット
の二量体から構成され、glycosylphosphatidylinositol（GPI）構造によって膜に固定された 5'-
ヌクレオチダーゼである。腫瘍微小環境における CD73 の主な機能としては、免疫活性化 ATP を
免疫抑制アデノシンに変換することで、CD73/アデノシン経路を介して腫瘍自身を攻撃する NK 細
胞や CTL 細胞の活性化を抑制し、免疫不活化状態を保つことが知られており、腫瘍免疫抑制機構
のターゲットの一つである。しかし申請者らは、唾液腺腫瘍の外科材料を用いた病理組織学的解
析から、腫瘍自身の分泌する ECM が豊富に蓄積している腫瘍間質の中で、腫瘍細胞自身が CD73
を発現していることを見出した。 
 さらに SM-AP 細胞系に siRNA を用いて CD73 発現を抑制することで、細胞増殖が抑制されるこ
とも確認できた。よって CD73 による低酸素環境下での腫瘍の低酸素応答性増殖機構を解明でき
れば、CD73 による細胞外アデノシンの産生を介した免疫抑制機構を標的とした免疫療法とは異
なる、ECM の存在下での CD73 を介した腫瘍細胞自身の腫瘍特異的な低酸素応答性増殖機構を標
的とした新たな抗腫瘍治療法を創出することができると考えたのである。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、腫瘍自身の分泌する ECM が豊富に蓄積している低酸素環境下にある腫瘍間質
のなかで、腫瘍細胞自身が CD73 を発現することで、CD73/アデノシン経路を介して免疫系に及ぼ
す機能とは別の腫瘍細胞自身の生存・増殖に直接関わる機能を持っているのではないかと推測
した。特に CD73 には GPI アンカーのタンパク質分解的切断または加水分解を介して細胞膜から
放出される可溶性フォームも存在していることも知られており、細胞増殖因子と同様に腫瘍間
質 ECM が CD73 の可溶性フォームのリザーバとしての機能しているのではないかと考えた。ECM
の存在下での CD73 を介した腫瘍細胞自身の腫瘍特異的な低酸素応答性増殖機構を解明すること
で、低酸素環境下での腫瘍の低酸素応答性増殖機構を標的とした新たな抗腫瘍治療法を創出す
ることを目的とし、以下の３点について明らかにする。 
①低酸素環境下での腫瘍細胞における CD73 発現と ECM 合成能の検証 
②腫瘍細胞性格や腫瘍間質に注目した CD73 発現パタンと機能評価 
③ECM の存在下での CD73 を介した細胞増殖関連液性因子の検討 
 
３．研究の方法 
 
(1) HIF-1α発現抑制による ECM の発現動態の検証：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 48 時間維持できるように培養する。低酸素環境下における HIF-1α
発現と ECM 合成能との関係を、siRNA 法による HIF-1α発現抑制下での ECM 合成および ECM



合成抑制下での CD73 発現から検討する。 

(2) CD73 発現動態と腫瘍細胞の機能評価：低酸素下での腫瘍細胞における CD73 の機能を解析す
るために、低酸素培養条件下と通常培養条件下での SM-AP 細胞系の CD73 の発現動態を詳細
に検討する。さらに siRNA 法による腫瘍細胞での CD73 発現及び ECM 合成抑制下での、CD73
の発現動態および細胞の増殖及び遊走能を検討する。 

(3) 細胞増殖関連液性因子の網羅的解析：腫瘍間質に存在する細胞増殖関連液性因子を抽出する
ために、SM-AP 細胞を低酸素培養条件下と通常培養条件下及び siRNA 法による CD73 発現抑
制下で培養した後、培養上清を回収し、Proteome ProfilerTM 抗体アレイキット(R&D 
systems)を用いて細胞増殖関連液性因子の網羅的解析を行い、(1),(2)の結果と合わせて、
CD73 を介した増殖に関わる低酸素応答性増殖機構の分子機構を見出す。 

(4) ヒト腫瘍組織材料を用いた組織学的解析：ヒト手術外科材料での CD73 の発現パタンを確認
するために、ヒト多形腺腫組織をはじめとした、ヒト唾液腺腫瘍組織手術材料パラフィンブ
ロック等から切片を作製し、免疫組織化学的染色にて検証する。特に CD73 の発現がみられ
る腫瘍細胞性格や腫瘍間質に注目した発現パタンを具体的に検討する。 

 
４．研究成果 
 
(1) SM-AP 細胞系の HIF-1α遺伝子発現抑制による ECM 発現動態の検証：HIF-1αが SM-AP 細胞

系の ECM 発現動態にどのように関わっているのかを検討するために、siRNA を用いて HIF-1
α発現を抑制した SM-AP 細胞系から RNA を抽出・精製し、cDNA を調整して定量的 RT-PCR 法
にて、ECM 分子の一つである perlecan や fibronectin の発現を比較した。その結果、SM-AP1
細胞系の HIF-1αの発現を抑制することで、perlecan や fibronectin の発現も抑制される
傾向があることが示された。 

(2) CD73 の発現動態及び腫瘍細胞の機能評価: 低酸素培養条件下における SM-AP1 と SM-AP4 の
CD73 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と低酸素条件（1％
O２/5％CO２/94％N２）で 48 時間培養の後、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、SM-AP1/4 ともに通常の培養条件下に比べて高発現が確
認された。さらにトランスウエルチャンバーに細胞をまきなおした後、通常の培養条件と低
酸素条件（1％O２/5％CO２/94％N２）で 24 時間培養後の細胞遊走能を比較したところ、SM-
AP1/4 ともに、細胞の遊走能が促進される傾向にあることがわかった。CD73 が SM-AP 細
胞系の機能にどのように関わっているのかを検討するために、siRNA を用いて CD73 の発
現を抑制した SM-AP 細胞系を作成し、細胞増殖能の比較検討をおこなった。その結果、
siRNA で SM-AP1/4 細胞系の CD73 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、CD73 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ることが示された。 

(3) 細胞増殖関連液性因子の網羅的解析：腫瘍間質に存在する細胞増殖関連液性因子を抽出す
るために、SM-AP1/4 細胞を低酸素培養条件下と通常培養条件下で培養したのち、培養上清
を回収し、Proteome ProfilerTM 抗体アレイキット(R&D systems)を用いて細胞増殖関連液
性因子の網羅的解析をおこなった。その結果、SM-AP1/4 ともに、低酸素培養条件下で emmprin
や Angiogenin の発現が増加するとともに、逆に GDF-15 や Pentraxin3 など発現の減少がみ
られた因子などが明らかとなった。低酸素培養条件下で emmprin や Angiogenin の発現が増
加することが確認できたので、SM-AP1 細胞系をヌードマウス背部皮下に移植して形成させ
た腫瘍組織を切除、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。その結
果、腫瘍組織内の SM-AP1 細胞の核に HIF-1α陽性が、細胞膜に CD73 及び emmprin の発現も
みられることがわかった。 

(4) ヒト腫瘍組織材料を用いた組織学的解析: ヒト多形腺腫組織手術材料パラフィンブロック
から切片を作製し、免疫組織化学的染色にて CD73 および細胞増殖関連液性因子の網羅的
解析にて低酸素培養条件下で発現の増加が認められた emmprin の発現を検証した。その結
果、ヒト多形腺腫組織においても、腫瘍細胞に CD73 および emmprin の発現が認められる
と共に、さらに主に筋上皮分化を示す腫瘍細胞においては、SM-AP 細胞移植腫瘤での免疫
組織学的解析結果と同様に、CD73 および emmprin の共在が確認された。 

(5) 実験結果の評価と研究の総括: これまでの実験結果より以下のように結論した。細胞外基質
(Extracellular Matrix: ECM)豊富な腫瘍間質の中で、腫瘍細胞自身が HIF 活性化機構の標的分
子の一つである CD73 を発現することで、腫瘍細胞の増殖が維持されている可能性が示され
た。よって、CD73 による低酸素環境下での腫瘍の低酸素応答性増殖機構機構を解明できれ
ば、CD73 による細胞外アデノシンの産生を介した免疫抑制機構を標的とした免疫療法とは
異なる、ECM の存在下での CD73 を介した腫瘍細胞自身の腫瘍特異的な低酸素応答性増殖
機構を標的とした新たな抗腫瘍治療法を創出することができると考えられる。 
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