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研究成果の概要（和文）：骨肉腫はじめ、各種癌細胞株を低酸素、酸性、低栄養および高静水圧

の複合的環境下に暴露した結果、腫瘍細胞は、細胞外環境に依存して細胞の増殖を制御し、浸

潤転移を促進させ、生存するために各種サイトカインを放出しているが、それら環境は光感受

性物質であるアクリジンオレンジの集積も増幅し、殺細胞効果を増強することが明らかとなっ

た。 
 
研究成果の概要（英文）：The results of this study showed that osteosarcoma, lung cancer and 
gastric cancer cells which exposed to the complex tumor micro-environment (i.e. high hydrostatic 
pressure, hypoxic, acidic and low nutrition) controlled their own cell growth and  invasiveness 
and metastasis ability to survie in such severe tumor micro-environmental condition. On the other 
hand, the release of various cytokines for survive can be integrated to amplify acridine orange 
which is a photosensitizer for malignant tumors, and the contol of micro-tumor environment 
enhance the cytotoxic effects by photodynamic therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
癌・肉腫などの悪性腫瘍は、その高い分裂
能力と転移・浸潤能にて、ホストである人
の健常組織へ侵食・転移し生命を脅かす。
しかしその高い分裂能と転移能には、多く
のエネルギーを必要とするため、固形腫瘍
組織内では、相対的に、低酸素、低栄養、
酸性、高静水圧といった細胞増殖には適さ
ない環境となっている。しかし腫瘍細胞は、
巧みにその厳しい環境を利用・順応し、生
存するために、さまざまなサイトカイン、
蛋白質などを発現する能力を有している。 
我々は、細胞外環境を複合的に変化させるシ

ステムを考案し、低酸素、低栄養、酸性、高
静水圧の細胞外環境刺激が複合的に作用す
ることで、個々の環境が与える影響以上に、
相乗的に腫瘍細胞へ働きかけ、腫瘍細胞が生
存・転移・浸潤するための因子を解析し、そ
れらの環境下で抗腫瘍効果が増幅される薬
剤の開発研究を考案した。 
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２．研究の目的 
今回の研究では、我々の開発したin vitro－in 
vivo腫瘍外環境再現システムを用い、in vitro
でin vivoでの腫瘍外環境を再現するとと
もに、その細胞外環境を意図的に変化させ、
腫瘍細胞転移が抑制される環境や、各種薬
剤の集積が増大するような細胞外環境を検
討し、in vivoにおける集積のメカニズムを解
明することで、光線力学的療法や抗癌剤の
効果増幅を図る。 
 
３．研究の方法 
in vitro－in vivo再現システムを用い、低酸素、
酸性、低栄養、高静水圧の4つの腫瘍細胞外
環境を複合的に再現する。 
具体的には、骨肉腫細胞株、肺癌細胞株、
胃癌細胞株に対し、in vitroで腫瘍細胞外環
境を複合的に変化させ、その細胞外環境変
化により、薬剤の腫瘍細胞内への取り込み
に有利な環境因子を検討する。また、我々
の予測では、薬剤耐性に相関する腫瘍内酸
性度の増加は、酸性度と低酸素の複合環境
下で増強すると考えられるため、 in vivo 
studyとして、in vitroで明らかとなった腫瘍
細胞外環境を、腫瘍を移植したマウスモデ
ルにて再現する。 
薬剤の一つとして光感受性物質であるアク
リジンオレンジ（AO）と、細胞外環境調整
因子（CA IX、VEGF,HIF、PDGF など）を
ターゲットとしたインヒビターを作成し、in 
vitro で抗腫瘍効果を確認するとともに、In 
vitro で得られたデータをもとに、それら細胞
外環境因子を事前に施し、その後、AO とイ
ンヒビターによる治療を行うことで、in vivo
における殺細胞効果の違いを検討する。これ
ら細胞外環境因子の違いで、殺細胞効果に変
化が認められれば、現在臨床応用している
AO 光線力学的療法や分子標的治療薬を行う
前にそれら細胞外環境因子を意図的に変化
させることで、より効果的な殺細胞効果が得
られると予想され、臨床結果に直結するもの
と考えられる。 
 
４．研究成果 
I：細胞外環境因子の細胞株に及ぼす影響 
骨肉腫細胞株（SaOS2,MG63,LM8,U2OS）、
胃癌細胞株(AGN)、肺癌細胞株（H1299）を、
低酸素、酸性、低栄養、高静水圧の複合環境
下で培養し、各培養環境下での増殖、環境関
連遺伝子発現の違いを、 Cell count 、
FacsScan、QT-RT-PCR 法を用いて解析を行
った。 
 
 
 
 

Figure 1A 

Figure1A は骨肉腫細胞株 U2OS の各複合環
境下での細胞増殖、Figure 1B は同じく、各
種細胞外環境下での Facs Scan のおける
Sub-G0/G1 phase を示す。 
 

Figure 1B 

 
 
 
 
 
 
 
 
腫瘍細胞外環境を酸性にするに伴い腫瘍細
胞の増殖は低下する傾向にあったが、アポト
ーシスを含む解析では、pH を低下させても、
細胞死は誘導されず、2 週間酸性環境下で培
養を続けた細胞株においては、Sub-G0/G1 
pahse は低下しており、アポトーシスを含む
腫瘍死に対し耐性を示している可能性が示
唆された。 
 

Figure1C 

 
Figure 1C は 5 種の細胞における各 pH の
Sub-G0/G1 phase を示す。肺癌細胞株は、酸
に対する耐性が弱い傾向が見られたが、骨肉 
腫細胞株および胃がん細胞株では酸に対す
る耐性が認められた。 
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II:細胞外環境因子のアクリジンオレンジ集
積度への影響各環境培養後のアクリジンオ
レンジの細胞集積度を、共焦点顕微鏡、pH

センサー色素、FACS scan で検討した。 
 

Figure2 
Figure2 では、酸性度、栄養、酸素濃度をコ
ントロールした環境下での細胞内集積 AO 集
積度を FacsScan にて解析した結果であるが、
AO 集積は、細胞内の Acidic vesicle の酸性度
やライソソームに依存するため、低栄養環境、
低酸素環境、酸性環境で、コントロールの
pH7.4、20%酸素環境下に比べ、約 1.5 倍の
AO 集積増加が認められた。 
AO 集積増加により、AO による光線力学的
殺細胞効果の増幅も認められた。 
 
III.細胞外環境因子による腫瘍細胞遺伝子発
現の検討 
各種細胞間での遺伝子発現につき、環境調整
因子である CAIX、VEGF をはじめ、各種因
子に対し QT-PCR にて発現の差異を確認し
た。 
 
上段は左から 
pH6.8_20%O2_0mmHg 
pH6.8_2%O2_50mmHg 
pH6.8_20%O2_0mmHg 

pH6.8_20%O2_50mmHg、 
pH7.4_20%O2_0mmHg 
pH7.4_2%O2_50mmHg 
pH7.4_20%O2_0mmHg、

pH7.4_20%O2_50mmHg の環境を示す。
PDGF（1 番目グラフ）に関しては、酸性環
境より、中性環境でより高発現が見られたが、
VEGF（2 番目グラフ） CAIX（下記グラフ）、
については、低酸素環境だけでなく、酸性環
境下で相乗効果的に発現が認められ、腫瘍細
胞環境に特徴的である低酸素、酸性環境での
発現が確認された。 
 
一方、細胞浸潤にかかわる MMP-9 の発現（下
段）は、酸性および Hypoxia 環境共に高発現
が見られ、酸性および低酸素環境下では、浸
潤能の増加が認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

pH6.8 Normoxia（上）、pH6.8 Hypoxia（下）
における CAIX の発現（Green） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
CAIX の発現は、先の QT-PCR で確認した結
果と同様、蛍光免疫染色にて、酸性、低酸素
環境下で効率に発現が認められ、細胞の環境
適応のための蛋白発現は、通常培養環境下
（pH7.4 Normoxia）の環境に比べ、同一細
胞であっても、各種蛋白が高率に発現してい
ることが確認された。 
 
IV. 細胞外環境因子調整による抗腫瘍効果
の検討 
酸性環境下で発現の見られた細胞外環境関
連遺伝子について、そのタンパクのインヒビ
ターを作成し、インヒビターによる抗腫瘍効
果を検討した。まず、CA IX に対するインヒ
ビターを 3 種作成。細胞発現を確認し、肺転
移モデルにて抗腫瘍効果と、肺転移抑制効果
を検討した。 
マウス骨肉腫細胞株を、C3L マウス皮下に移
植後、5000uM0.2 ㏄を腫瘍系が 6 ㎜になっ
たところで局注。細胞増殖と、肺転移数を確
認した。 
 

上図は、肺移植後の腫瘍体積を変化を示す。 
結果は、細胞増殖抑制は、腫瘍サイズが小さ
い影響もあり、有意な抗腫瘍効果は得られな
かったが、肺転移数については、CAIX イン
ヒビター（Compound1 および 2）で、肺転
移抑制効果が見られ、CAIX 発現による転移
抑制効果（下図）が期待された。 
 
 
 
 

 
③コントロール群に比べ、①Compound2 で
は、（p=0.02）優位に細胞増殖抑制効果が認
められた。  
 

 
上図は、SaOS2 における CAIX（Green）の
1%酸素環境下での発現を示す。 
CA IX は低酸素化で発現が見られることは、
周知の事実であるが、マウス骨肉腫株と比較
し、ヒト細胞株でより効率に発現しているこ
とから、CAIX のインヒビターに対する研究
は、今後、ヒト腫瘍肺転移モデルで行う予定
とした。 
今回の研究により、腫瘍細胞外環境因子は、
細胞増殖、浸潤等に強く関連しており、その
因子は相乗効果が認められることや、環境因
子により、環境に適応するための各種サイト
カインが発現して、生存、浸潤に有利に働い
ているが、その発現因子をブロックすること
で、細胞外環境の変化に順応できず、殺細胞
効果が認められること、転移抑制効果が認め
られることが判明し、今後はこれら環境因子
関連タンパクを分子標的治療薬等で制御す
ることで、新たな悪性腫瘍治療法の開発が期
待できると考える。 
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