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研究成果の概要（和文）： 

生体内発癌要因としての低酸素・再酸素化を立証するために，上皮由来細胞株からの癌腫発生

と，個体レベルでの発癌の証明を行った．3 種類の上皮系細胞株を低酸素インキュベーター

(1%酸素)と通常酸素インキュベーター(20%酸素)の培養環境間を 12 時間毎に交置培

養し，低酸素再酸素化環境に曝した．一定の継代毎に造腫瘍性を検討した結果，上皮

系細胞株では長期にわたる継代の後に癌化することを一部の細胞株に見出した．また，

個体に低酸素再酸素化を付加した際の発癌性に関し，マウス腎に虚血再灌流傷害を反

復させたが．これまでに発癌には至っていない．対象臓器を変えた検討が必要と考え

られた． 

 

研究成果の概要（英文）： 

I examined whether a series of ischemia-reperfusion condition could act on normal 

epithelial cells as an endogenous carcinogenic factor. I used three epithelial cell lines 

to examine whether those cell lines could be converted into tumorigenic ones after 

cultivation in a series of hypoxia-reoxygenation condition, i.e., between the incubators 

kept at 1% and 20% O2 concentrations. The cell lines were sporadically converted into 

tumorigenic ones in nude mice after serial long passages. I also examined whether a series 

of ischemia-reperfusion condition could be carcinogenic by using mouse kidney; so far I 

have not detected any tumors in the ischemia-reperfusion organ. I need to examine possible 

conversion using another organ. 
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１．研究開始当初の背景 

  申請者の“炎症発癌モデル”を用いた

これまでの解析から，炎症発癌には好中球

浸出が一義的に関わること(Am J Pathol 

163: 2221, 2003)，好中球由来活性酸素

(NADPH oxidase)が発癌を決定することを

報告してきた(Am J Pathol 169: 294, 2006)．

一方で，ヒト発癌に占める炎症の割合は，

約5〜20％程度であること(Nature 420: 

860, 2002)や，発癌要因の上位3項目(食

事・喫煙・炎症)以外の“原因不明”の割

合が世界レベルで増加(32〜63％)してい

ること(Asian Pac J Cancer Prev 7: 672, 

2006)などから，“原因不明”や“一般がん”

の生体内発癌要因として，炎症以外の生理

的フリーラジカル生成環境としての低酸

素・再酸素化が原因になるのではないかと

いう着想に至った．  

  低酸素・再酸素化による発癌の証明は，

これまでに申請者が基盤研究の採択を受

けて施行してきた（[平成 15-16 年度]基盤

B 低酸素環境下に生じるフリーラジカル

の発癌・悪性化に果たす意義; [平成 17-18

年度]基盤 C 一般がんの発癌要因としての

低酸素再酸素化の証明）. これらの研究成

果として，1)低酸素再酸素化だけでマウス 

線維芽細胞株(NIH3T3, Balb3T3)の癌化に

成功し，2)再酸素化に伴うフリーラジカル

生成が癌化に必須であること，3)発癌責任

分子を同定した．しかし，発癌要因として

の低酸素・再酸素化の決定的根拠には，上

皮細胞株を用いた癌化と，生体内発癌の証

明が不可欠であることから本研究を計画

した． 

 

２．研究の目的 

  遺伝子変異に基づく家族性(遺伝性)

発癌や，環境要因に基づく職業癌を除き，

発癌の大部分を占める「一般がん」

(common cancers)の要因は，依然として

不明である．申請者は「一般がん」の発

癌要因に，組織・臓器に生じる低酸素・

再酸素化を想定し，これまでにマウス線

維芽細胞株を培養条件下で低酸素・再酸

素化を繰り返すだけで生成される細胞内

フリーラジカルにより癌化させることに

成功した． 

  本研究で明らかにする点は，低酸

素・再酸素化による発癌を，1)上皮細胞

株を用いた癌腫への進展の証明と，2)マ

ウス生体内での臓器発癌を実証すること

により，これまでに提唱されていない新

たな生体内発癌要因としての低酸素・再

酸素化の根拠を提示する． 

 

３．研究の方法 

(1)低酸素再酸素化による上皮細胞株の 

  癌化の証明： 

① 上皮細胞株には，ヒト由来の大腸腺腫細

胞(FPCK-1-1)と不死化胎児腎上皮細

胞(HEK293)，およびラット由来の不死

化小腸上皮細胞(IEC-6)を用いた． 

② これらの細胞株を 6穴プレートに播種

し，通常インキュベーター(20%酸素濃度)

と，低酸素インキュベーター(1%酸素濃

度)の間を 12 時間毎に入れ替えて培養し，

継続的な低酸素再酸素化環境を再現した．

細胞は 1 週間毎に播種し直した． 

③ 交置培養細胞株を一定の継代数毎に回

収して 6 週齢の雌 KSN ヌードマウスに皮

下移植した．週 2度の腫瘍計測を行なっ

た． 

 

(2)虚血再灌流傷害および低酸素再酸素化 

  による上皮細胞株の癌化の証明： 

① マウス腹膜に小切開を加え，左腎動静脈

を手術用クリップで止血した．30 分〜1

時間の虚血後にクリップを開放し，閉塞

血管内に血液が再灌流することを目視し

て，虚血再灌流が生じたことを確認した．

この操作を同一のマウスを用いて継続的

に約 1ヶ月間隔で施行した．また，施術

マウスは死亡するまで観察を続けた． 

 

４．研究成果 

① 上皮系細胞株としてヒト大腸腺腫細胞

(FPCK-1-1)，不死化胎児腎上皮細胞

(HEK293)，およびラット不死化小腸上

皮細胞(IEC-6)の計 3 種類を用い，これ

らを低酸素インキュベーター(1%酸素

濃度 )と通常酸素インキュベーター

(20%酸素濃度)の培養環境間を 12 時間

毎に交置培養し，低酸素再酸素化環境

に曝した．一定の継代毎に処理細胞を

回収し，ヌードマウス皮下に移植して

造腫瘍性の獲得の有無を検討した．そ

の結果，これまでの非上皮系細胞株に



比べて，上皮系細胞株では長期にわた

る継代の後に癌化することを一部の細

胞株に見出した．従って，低酸素再酸

素化環境は細胞レベルにおいて発癌要

因となる可能性が示唆された． 

 

② マウス個体に虚血再灌流傷害を付加

した際の発癌性に関し，これまでマウ

ス左腎動静脈を遮断し，その後血流を

再開させる虚血再灌流傷害を反復させ

てきた．遮断時間および虚血再灌流回

数等の条件を整え，実験を繰り返して

きた．観察期間も最長 2 年を超える個

体もあるが，これまでに虚血再灌流を

施行した臓器での発癌には未だに至っ

ていない．現在，腎以外の臓器を対象

とした実験を検討している．  
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