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研究成果の概要： 

従来の癌研究は増殖に代表される活動型の癌細胞を対象としてきたが、環境に応じて活動を

抑制して潜在型に移行できる癌細胞の性質に着目した研究はほとんど行われていない。本研究

では増殖シグナルが環境に応じて ON/OFF 切替えされる機構の重要性を検討した。つまり、低酸

素下で抑制される増殖シグナルが持続することは癌細胞の生存に不利であり、癌細胞は環境に

応じて増殖シグナルを抑制する仕組みを備えていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

臨床腫瘍が低酸素状態にあること、また低
酸素領域が悪性化や治療抵抗性に重要な役
割を演じていることは既に明らかにされて
いるが、未だ低酸素領域を標的とした有効な
治療法は確立されていない。従来の癌研究は
増殖に代表される活動型の癌細胞を対象と
してきたが、環境に応じて潜在型に移行でき
ることに着目した研究はほとんど行われて
いない。我々は癌細胞の低酸素応答の中でも、
分裂を停止してエネルギー代謝を抑制し生
存できる特徴に着目し研究を行ってきた。 

 
 

２．研究の目的 
本研究は、低酸素領域を標的とした治療法

を開発するための基盤となる、癌細胞の低酸
素耐性の分子機構を解明することを目的と
する。具体的には、IGF/PI3K/mTOR シグナル
の環境に応じた ON/OFF 切替え機構の重要性
を明らかにする。第一に IGF/PI3K/mTOR シグ
ナル抑制が慢性期低酸素下でのエネルギー
代謝を制御していることを明らかにする。第
二に、IGFBP が低酸素での IGF/PI3K/mTOR シ
グナル抑制と低酸素耐性に関与しているこ
とを明らかにする。第三に、in vivo 腫瘍の
低酸素領域における IGF/PI3K/mTORシグナル
の活性化状態を検討する。 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2007 ～ 2008 

課題番号：１９５９０３２９ 

研究課題名（和文）IGF・PI3K・mTOR シグナルの抑制を中心とした癌の低酸素耐性機構の解明

研究課題名（英文）Hypoxia resistance of cancer cells by suppressing IGF/PI3K/mTOR 

signaling  

研究代表者 

井上 正宏 （INOUE MASAHIRO） 

地方独立行政法人大阪府立病院機構 

大阪府立成人病センター（研究所）・研究所・総括研究員   

研究者番号：10342990 



 

 

 
３．研究の方法 
膵臓癌細胞 AsPC-1 は RPMI 1640(10% FBS)

で 培 養 し た 。 低 酸 素 培 養 は Multigas 
Incubator (ASTEC, Fukuoka, Japan)、無酸
素培養はAnaeroPack system (Mitsubishi Gas 
Chemical, Tokyo, Japan)を用いた。細胞は
所定の細胞数を plating 後 24 時間常酸素下
で培養し、その後指定の時間、指定の酸素濃
度 で 培 養 し た 。 蛋 白 合 成 は [35S] 
methionine/cysteine の取り込みで測定し
た。IGF-I は R&D systems (Minneapolis, MN)、
LONG IGF-I は GroPep (Adelaide, Australia)
から購入した。 IGFBP-1 と IGFBP-3 の ELISA
キットは RayBiotech, Inc. (Norcross, GA), 
R&D Systems (Minneapolis, MN)から購入し
た。IGFBP-3 蛋白の発現抑制は、pSuperRetro 
plasmid, Oligoengine (Seattle, WA)を用い
た RNA 干渉法で行った。AKT, IGFBP3 蛋白の
過剰発現は pMX/AKT, pMX/IGFBP-3 を用いて
おこなった。S6 のリン酸化抗体は Cell 
Signaling から購入した。 

 
４．研究成果 
 
（１）AKT は mTOR シグナルの上流にあって、
細胞増殖に必須である。また、AKT の活性化
は細胞の生合成を促進する方向に作用する
ので、活動型と潜在型の分子スイッチの候補
として AKT を予想した。低酸素下での潜在型
として低酸素耐性である AsPC-1 細胞に AKT
遺伝子を導入して細胞死の変化を観察した。
短期あるいは一週間以内においては細胞死
に明らかな差は観察されなかったが、AKT 発
現細胞では 10 日目より細胞死が増加し、14
日目では顕著に細胞死が増加した（図Ａ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図Ａ 
細胞死の時間的変化。白丸：コントロールベ
クター導入細胞、黒丸：AKT 導入細胞 
 
次に AKT活性化による代謝変化を見るために、
培養液中のグルコース濃度変化を検討した。 

 
コントロール細胞ではグルコース消費は時
間経過とともに減少するが、AKT 導入細胞で
はグルコース消費が進行し、14 日目ではほぼ
枯渇状態あった(図Ｂ)。このことは、AKT 活
性が持続する癌細胞は低酸素下で潜在型に
入ることができないことを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図Ｂ 
培養液中のグルコース濃度の変化 
 
（２）AsPC-1 を低酸素 (1% O2)下で培養する
と、蛋白合成は時間経過と共に低下し、４日
目には２０％まで低下する。低酸素でも分泌
の持続する蛋白の同定を試みた。培養上清の
蛋白質を電気泳動して銀染色すると、バンド
の強度は全体的に低下するが、いくらかのバ
ンドはむしろ強度が上昇した。バンドに含ま
れる蛋白質を質量分析機で解析したところ、
低酸素で分泌量の増える蛋白質として、
IGFBP-1 (28 kDa) と IGFBP-3 (32 kDa)を同
定した(図 C,左)。バンドサイズがそれぞれの
蛋白質と一致することをウエスタンブロッ
ティングで確認した (図 C, 右)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図Ｃ 低酸素下でも IGFBP-1 と IGFBP-3 の

分泌は持続する。N:normoxia, H:hypoxia, 左
パネル：培養上清の銀染色。右パネル：BP1
と BP3 のウエスタンブロッティング 



 

 

 
IGFBP-1 と IGFBP-3 は低酸素下で細胞内の

mRNA レベルと蛋白レベルが上昇していた。培
養上清中に分泌される IGFBP-1 と IGFBP-3 も
低酸素培養下で時間経過と共に分泌量が上
昇した。次に低酸素下での IGFBP の役割につ
いて検討した。中等度(1%)の低酸素では
IGF-I刺激はAsPC-1細胞の細胞死を上昇させ
なかった。 一方無酸素下では IGF 刺激は小
胞体ストレスを惹起し、アポトーシスによる
細胞死を誘導した。IGFBP に結合することの
できない変異体 IGF-I （LONG IGF-I）で刺激
した場合、野生型 IGF-I よりも強力に細胞死
を誘導した。IGFBP-3 を RNA 干渉法で抑制し
たところ、低酸素下での IGF 刺激による下流
のシグナル強度、小胞体ストレスはより増強
された。IGF 刺激で誘導される細胞死も増強
した（図Ｄ）。このような IGFBP-3 の RNA 干
渉法による細胞死の増強は IGFBP-3の過剰発
現によって打ち消されることから、RNA 干渉
法が特異的に IGFBP3 の発現を抑制している
ことが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図Ｄ IGFBP-3 は低酸素下での IGF 刺激によ
る細胞死の回避に関与する。ShBP3: BP3 の
RNA 干渉、oeBP3:BP3 の過剰発現 
 

IGF は生存因子として知られていることか
ら、これまで低酸素で誘導される IGFBP は低
酸素での細胞死に関与しているとされてい
た。本研究により、IGFBP はむしろ過剰な IGF
シグナルを回避することによって低酸素で
の生存に寄与していることが明らかになっ
た。癌細胞は低酸素下で IGFBP 発現を上昇さ
せたり mTOR 活性を抑制したりすることによ
って、IGF シグナル活性を低下させ、エネル
ギー保持や小胞体ストレスの回避によって
生存を図っていると考えられる。今後、この
ような癌細胞の生存戦略を標的にすること
によって、新しい治療法を開発できる可能性

がある。 
（３）In vivo 腫瘍における mTOR 活性化状態
を知るために、ヌードマウス皮下に移植した
AsPC-1 細胞由来の腫瘍切片を用いて mTOR 下
流の pS6 の免疫染色を行った。低酸素領域を
描出する pimonidazoleと共染色したところ、
pS6はpimonidazole染色領域とその辺縁を除
く領域で陽性であった(図Ｅ)。つまり、in 
vitro で観察された結果と同様に、mTOR シグ
ナルは in vivo の低酸素領域で抑制されてい
ることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図Ｅ 
AsPC-1 腫瘍の免疫染色像。緑：pimonidazole 
(低酸素)、赤：pS6 
 
まとめ 
本研究は、癌細胞の低酸素耐性の分子機構

を解明することを目的とした。具体的には、
IGF/PI3K/mTOR シグナルの環境に応じた
ON/OFF 切替え機構の重要性を明らかにする
ことを試みた。AKT の活性化が発癌と密接に
関係している報告は多いが、環境に応じた
AKT の抑制が潜在型としての癌の生存に必要
であるという報告はない。PTEN を欠失したマ
ウスでは血液幹細胞が枯渇するとする報告
があるが、幹細胞と潜在型癌の共通性が示唆
されていて興味深い。本内容に関しては現在
投稿準備中である。 
低 酸 素 で 誘 導 さ れ る IGFBP が 、

IGF/PI3K/mTOR シグナル抑制と低酸素耐性に
関与していることを明らかにして論文発表
した。IGF シグナルが酸素濃度によって機能
を変えること、その調節に IGFBP の分泌が関
与していることが明らかになったことは、今
後のがんにおける低酸素耐性研究、およびそ
れを標的とした治療法の開発を行う上で重
要である。次に低酸素下での IGF/PI3K/mTOR
シグナルの抑制とエネルギー代謝の関係に
ついて検討した。AsPC-1 細胞は低酸素で長期
間培養すると分裂を停止して長期間生存す
る。この際、グルコース消費と酸素消費は低
い状態に維持されている。腫瘍内の低酸素領
域では酸素だけでなく、グルコースの供給も



 

 

低下している可能性があり、ATP 要求量を下
げて環境のエネルギー基質の枯渇を回避す
ることはこのような環境での生存戦略とし
て機能している可能性がある。我々は
IGF/PI3K/mTOR シグナルがこのような休止期
の状態では抑制されていることを明らかに
した。休止状態の AsPC-1 に IGF を添加する
と、低酸素下でもグルコース、酸素を消費し
て細胞分裂を開始する。IGFBP に結合しない
IGF はこの刺激効果が増強することから、こ
こでも IGFBP による IGF シグナルの抑制が低
酸素での生存に関与していることが明らか
になった。 

低酸素による mTOR シグナルの低下は試験
管内でのみ見られる現象ではなく、in vivo
腫瘍内でも観察されることを明らかにした。
今後 in vivo 腫瘍を用いて、潜在型癌の実在
証明と治療抵抗性、IGF,PI3K, mTOR 経路の関
与について研究を進める予定である。 
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