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研究成果の概要（和文）： 
肺癌切除例で、HIF-1、Glut-1 発現を定量化したところ、HIF-1、Glut-1 発現と SUVmax、再

発率は、腺癌症例にて有意な相関が認められたが、扁平上皮癌では認められなかった。肺腺癌

において低酸素環境下に誘導される HIF-1、Glut-1 発現が FDG-PET を反映し、更に腫瘍の悪

性度の指標となる。また細胞低分子動態解析法により 5-FU の細胞死誘導にプロリン-グルタミ

ン酸代謝が密接に関連していることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In lung adenocarcinoma, the SUVmax and the expression of HIF1α and GLUT1 
correlated with various clinicopathological factors relating to malignancy and disease 
free survival. We conclude that in lung adenocarcinoma, but not squamous cell 
carcinoma, HIF1α-induced GLUT1 expression indicates tumor aggressiveness 
pathologically, and might explain high FDG uptake on PET and correlate with poor 
prognosis.  We also show that proline and glutamate metabolism may play a role in 
5-FU induced cell death using real time mass spectrometry. 
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１．研究開始当初の背景 
〈FDG-PET の位置づけ〉  
肺癌診療において FDG-PET は、主に転移な
どの病期診断に用いられる。FDG は glucose
類似体で、細胞膜に発現した Glut-1 (glucose 
transporter-1)を介して細胞内に輸送される
が、glucose とは異なりリン酸化された後代

謝されずに細胞内にとどまる。この FDG か
らの放射線を捕らえることでFDG-PET画像
は構成されるが、細胞レベルからみたその詳
細なメカニズムについては未解明である。 
〈癌の低酸素バイオロジー〉  
癌細胞はその増殖に伴い必然的に低酸素ス
トレスにさらされる。それに適応するため、
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癌細胞は転写因子 HIF-1 (hypoxia inducible 
factor-1)を介して、細胞膜の Glut-1 を発現さ
せ、低酸素下でのエネルギー産生可能な解糖
系代謝を促す。さらには血管新生を介し癌細
胞周囲の微小環境をも変化させ、転移浸潤能
を獲得することが知られている。この低酸素
抵抗性こそが癌の悪性度の本態とされ、癌の
低酸素バイオロジーの研究が最近注目を集
めている。さらに TKI (Gefitinib, Erlotinib)、
taxol、CPT-11 などの抗腫瘍剤は、その下流
に存在する癌低酸素応答の要である HIF-1
の機能制御を標的としている。 
〈肺癌の低酸素応答と FDG-PET〉  
FDG の細胞内輸送の鍵である Glut-1 は、癌
の低酸素応答の要である HIF-1 を介して発
現が増強され、解糖系代謝の亢進により癌の
増殖に寄与すると仮定される。すなわち
FDG-PET は癌の低酸素応答の結果を悪性度
の指標として検出しているという仮説が成
立する。 
〈生きた個々の細胞のリアルタイム分子動
態解析システム「ビデオマススコープ」〉  
広島大学で本研究分担者により開発された
ビデオマススコープは、生きた細胞をビデオ
光学顕微鏡で観察しながら、超微量の細胞内
成分を超微細な針（ナノスプレーチップ）で
吸い取り、これを高電圧で一気に噴射し分子
をイオン化することで、細胞内の分子を効率
よく質量分析するものである。従来の遺伝子
やプロテオーム研究などは細胞の集合体や
組織をすり潰して解析したものだが、この新
技術により個々の生細胞内の分子の局在や
代謝の追跡がリアルタイムに可能となった。 
 
２．研究の目的 
本研究は生きた個々の細胞をビデオ顕微鏡
で観察しながら、リアルタイムで細胞内物質
の質量分析が可能な画期的な新技術、「ビデ
オマススコープ」を用いて、低酸素や抗癌剤
により肺癌細胞内で起こる糖代謝産物や
FDG (fluoro-2-deoxy-D-glucose)の蓄積を経
時的に追跡する。これにより肺癌細胞の低酸
素応答メカニズムを解析し、肺癌の悪性度評
価に対するFDG-PETの役割を細胞一つのレ
ベルから明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1）HIF-1, Glut-1 発現の定量化 
広島大学呼吸器外科で完全切除された非小
細胞肺癌 94 例について HIF-1, Glut-1 発現
を定量化し解析し、FDG-PET 集積との相関、
予後規定因子である脈官侵襲やリンパ節転
移の関与を検討する。 
2）質量分析システムを用いた肺癌細胞内解
糖系代謝分子・抗癌剤・FDG 測定法の確立 
各種肺癌培養細胞をビデオ光学顕微鏡で観
察しながら、経時的に細胞内成分を細胞質、

核に分けてナノスプレーチップで吸い取り、
糖代謝分子、抗癌剤代謝産物、FDG を質量分
析により定量化する方法を確立する。 

この際、測定に最適と思われる肺癌細胞株を、
Western blot による Glut-1, HIF-1 発現強度
により選択する。 
3）低酸素応答を指標とした抗癌剤耐性メカ
ニズムの解明 
我々は研究室内に各種抗癌剤（5FU, CPT-11, 
platinum）に耐性細胞株を親株からクローニ
ングしている。この細胞株を用いて、低酸素、
抗癌剤刺激下に、質量分析システムによる解
糖系代謝分子や抗癌剤代謝分子、その細胞内
局在、及び FDGの細胞内への蓄積を定量化し、
親株と耐性株の比較から、抗癌剤耐性のメカ
ニズムを探る。 
            
４．研究成果 
癌細胞はその増殖に伴い低酸素ストレスに
さらされるため、転写因子 HIF-1 を介して、
細胞膜に Glut-1 を発現させ、低酸素下での
エネルギー産生可能な解糖系代謝を促す。
FDGはGlut-1を介して細胞内に輸送され、PET
画像に反映される。本研究は細胞低分子動態
解析法を用いて、低酸素や抗癌剤治療などの
ストレスにより癌細胞内に起こる FDGの蓄積
を観察し、低酸素関連因子発現や浸潤増殖能
との相関を観察することにより、肺癌の悪性
度評価に対する FDG-PETの可能性を明らかに
することを目的とした。 
図 1 



肺腺癌 70 例、扁平上皮癌 24 例、計 94 例を
対象とし、免疫組織化学的染色を行い、低酸
素環境下に誘導される HIF-1、Glut-1 の発現
を定量的に示した。HIF-1、Glut-1 発現と
SUVmax、脈管浸潤、リンパ節転移、再発率は、
腺癌症例にて相関が認められたが（図 1 (A), 
(B)）、扁平上皮癌では有意な相関は認められ
なかった（図 1 (C), (D)）。図 2では HRCT(A), 
FDG-PET(B), H & E (C), Acinar subtype H & 
E(D), Acinar subtype HIF-1(E), Acinar 
subtype Glut-1(F), Lepidic subtype H & 
E(G), Lepidic subtype HIF-1(H), Lepidic 
subtype Glut-1(I), Acinar subtype H & E(D), 
Acinar subtype HIF-1(E), Acinar subtype 
Glut-1(F)で示すように、HRCT, FDG-PET,免
疫染色結果が良く相関していた。扁平上皮癌
では図 2 の H & E(J), HIF-1(K), Glut-1(L)
に示す通り関連は薄かった。腺癌については
非小細胞肺癌、特に腺癌においては Glut-1
の発現と SUVmax はその予後を層別化するこ
とが可能であった（図 3）。低酸素環境下に誘
導される HIF-1、Glut-1発現は腫瘍の増殖能、
悪性度の強力な指標となることが示唆され
た。 
図 2 
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また癌細胞内での低酸素、抗癌剤ストレスに
よる低酸素関連因子の変化を観察するため、
5-FU感受性が異なる2種類のヒト癌細胞株を
樹立した。これらの癌細胞株に 5-FU を曝露

したのち、液体クロマトグラフィータンデム
質量分析法（LC-MS/MS）を用いて経時的に細
胞内の低分子動態を網羅的に一斉解析し、
5-FU の細胞死誘導にプロリン-グルタミン酸
代謝が密接に関連していることを見出した
（図 4）。これらの代謝を媒介する PRODH 発現
量を RT-PCR を用解析したところ、耐性株で
優位に低値であり、superoxide 産生も減少す
ることを確認した。今後、細胞低分子動態解
析法による癌の浸潤増殖のメタボローム解
析が進めば、新たな関連因子の発見が期待さ
れる。 
図 4 
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