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研究成果の概要（和文）：低酸素誘導因子（HIF）活性化機構の標的分子の一つであるCD73の低酸素下での細胞
機能における役割を調べた。唾液腺多形腺腫由来細胞系SM-AP細胞系を用いた細胞機能解析より、細胞外基質が
豊富な腫瘍間質の中で、腫瘍細胞自身がCD73を発現し、腫瘍細胞の増殖や遊走能を亢進している可能性が示され
た。細胞増殖関連液性因子の網羅的解析から、CXCL10など、CD73を介した低酸素応答性増殖機構の候補分子とし
て考えうる候補分子を見出した。ヒト腫瘍組織材料での組織学的解析から、腫瘍細胞以外にもリンパ球及び線維
化等の間質誘導がみられる腫瘍では、腫瘍細胞に代わって間質細胞からのCD73供給の可能性も示唆された。

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 factor (HIF) activation mechanism, in cell function under hypoxia was 
investigated. Cell function analysis using the SM-AP cell line, a salivary gland pleomorphic 
adenoma-derived cell line, indicated that tumor cells themselves may express CD73 in the tumor 
stroma, where extracellular matrix is abundant, to enhance tumor cell proliferation and migration 
ability, and to survive and maintain the cells. Comprehensive analysis of cell proliferation-related
 humoral factors revealed several candidate molecules, such as CXCL10, that could be considered as 
candidate molecules for CD73-mediated hypoxia-responsive growth mechanisms. Histological analysis of
 human tumor tissue material suggested the possibility of CD73 supply from stromal cells instead of 
tumor cells in tumors with stromal induction such as lymphocytes and fibrosis in addition to tumor 
cells.

研究分野：口腔病理学

キーワード： Hypoxia　HIF-1α　CD73　Pleomorphic adenoma
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍は低酸素状態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、細胞外基質が豊富な腫瘍間質の中で、
HIF活性化機構の標的分子の一つであるCD73の高発現が、腫瘍細胞の増殖や遊走能を亢進し、生存・維持に寄与
している可能性が示された。CD73を介した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、低酸素腫瘍微小環境を標的と
した抗腫瘍治療法の創出が求められる。そこで、低酸素環境下での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
たしていると考える低酸素誘導因子(Hypoxia inducible factors: HIF)による腫瘍特異的な低酸素応
答性増殖機構の解明を目的とし、研究を開始した。 
 我々は日常の病理診断業務に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
間質が、腫瘍自身の分泌する細胞外基質(Extracellular Matrix, ECM)が豊富に蓄積した乏血管組織
で構成されていることに注目し、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、唾液腺
腫瘍の中で、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。 
 初めに、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 の一つである Heparan Sulfate Proteoglycan (Perlecan, 
HSPG)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を見出した。 
 次に、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。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となっている。
また、CD73 は ECM 成分と細胞の相互作用を制御し、癌の浸潤性および転移性を媒介するシグ
ナルおよび接着分子としても機能しているといわれている。そこで、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に注目し、既知の CD73/アデノシン経路
を介して免疫系に及ぼす機能とは別に、腫瘍細胞自身が CD73を発現することで、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。 
 すなわち、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、低酸素環境下である腫瘍自身が分泌する ECMが豊富に蓄積している腫瘍間質
において、CD73は、免疫不活化機序とは異なった CD73/アデノシン経路を介した腫瘍細胞自身
の生存・増殖に直接関わる機能を果たしているのではないかとの仮説を検証することである。特
に腫瘍間質を構成する ECM が、細胞増殖因子と同様に、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、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する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) CD73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-AP
細胞系を、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 CD73 発現と CM 分子
である、perlecanや fibronectin合成能との関係を、siRNA法による CD73発現抑制下での ECM
合成能から検討する。 

(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。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。さらに CD73のプロモータにある HIF-
1α結合部位の近傍に STAT3 の結合部位が存在する可能性があることから、低酸素下におけ
る CD73発現について、STAT3が CD73を転写誘導する可能性についても検討する。 



(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 細胞系を通常培養条件下と siRNA 法による CD73 発現抑制下でそれぞれ培
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、これまでの研究ですでに得られた低酸素培養条
件下と通常培養条件下での網羅的解析の結果と比較することで、CD73 を介した増殖に関わ
る低酸素応答性増殖機構の候補分子を見出す。 

(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
ロックを用いた免疫組織化学にて検証する。特に CD73免疫陽性のパターンから良性・悪性
及び細胞分化の観点からの腫瘍細胞性格や腫瘍間質に見られる発現パタンについて、具体的
に検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) CD73発現抑制による ECMの発現動態の検証: 低酸素環境下における CD73発現と ECM合
成能との関係を解析するために、SM-AP細胞系を用いた siRNA法による CD73発現抑制下
での ECM 分子である、perlecanや fibronectinの発現を検討した。SM-AP1細胞系で HIF-1α
の発現抑制により、perlecan や fibronectin の発現が抑制される傾向があるのに対して、SM-
AP1/4ともに CD73発現抑制では perlecanや fibronectinの発現抑制はみられなかった。よっ
て CD73発現は ECM合成能に影響を及ぼしていない可能性が示唆された。 

(2) CD73 の発現動態及び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、siRNA 法による CD73 発現抑制下での、SM-AP 細胞系を用いた細胞の機
能評価を行った。SM-AP1/4 はともに、CD73 遺伝子は通常の培養条件下に比べて低酸素培
養条件下（1％O２/5％CO２/94％N２）で高発現し、CD73 の発現を抑制することで細胞増殖
が抑制された。通常培養条件及び siRNAを用いた CD73発現抑制下で SM-AP細胞系を培養
したのちに、トランスウエルチャンバーにまきなおした後、24 時間培養後の細胞遊走能の
検討から、細胞遊走も抑制されることも確認できた。また、低酸素培養条件下と通常培養条
件下での SM-AP細胞系における STAT3の発現動態を調べてみると、SM-AP1/4ともに、通
常の培養条件下に比べて低酸素培養条件下で STAT3 が高発現していることがわかった。そ
こで、siRNA 法による CD73 及び HIF-1α発現抑制下での STAT3 の発現を比較してみると、
SM-AP1/4ともに CD73抑制下では、STAT3の発現抑制傾向が見られたものの、HIF-1α発現
抑制下では STAT3 の発現抑制はみられなかった。以上の結果からは、低酸素下における
STAT3の発現上昇は、HIF-1αを介さない別の経路である可能性も示唆された。 

(3) 細胞増殖関連液性因子の網羅的解析：SM-AP細胞系を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、各培養上清を回収し、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った。さらに先の研究で
おこなった低酸素培養条件下と通常培養条件下での細胞増殖関連液性因子の網羅的解析の
結果とも併せて検討した結果、IP-10（別名 CXCL10）など、低酸素環境下で発現が促進し、
一方、CD73 発現抑制下で発現が低下する、CD73 を介した低酸素応答性増殖機構の候補分
子として考えうる、いくつかの候補分子を見出した。 

(4) ヒト腫瘍組織材料を用いた組織学的解析: ヒト良性および悪性唾液腺腫瘍手術材料パラフ
ィンブロックから切片を作製し、免疫組織化学的に検討した。CD73免疫陽性のパターンは、
大きく分けると３種類が確認できた。１つ目は腫瘍細胞自身が陽性となるパターンで、主に
多形腺腫などの良性腫瘍で認められた。２つ目は、腫瘍細胞自身に代わって腫瘍間質細胞が
陽性となるパターンで、主に腺様嚢胞癌など悪性腫瘍やリンパ球及び線維化等の間質誘導
がみられる腫瘍に多く認められた。３つ目は、悪性腫瘍の中でも悪性化や個在性に浸潤する
腫瘍細胞に特に陽性となるパターンであった。 

(5) 実験結果の評価と研究の総括: 細胞外基質が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、腫瘍細胞の増殖や遊走能を亢
進し、生存・維持している可能性が示された。CD73発現動態に関与する分子として STAT3
について検討したが、CD73発現抑制下で STAT3の発現抑制傾向がみられたものの、HIF-1α
を介さない別の経路での STAT3発現上昇の可能性が示唆された。Proteome ProfilerTM 抗体
アレイキット(R&D systems)を用いた細胞増殖関連液性因子の網羅的解析から、IP-10（別名 
CXCL10）などいくつかの候補分子を見出した。またヒト腫瘍組織材料を用いた組織学的解
析からは、腫瘍細胞以外にもリンパ球及び線維化等の間質誘導がみられる腫瘍では腫瘍細
胞に変わって間質細胞からの CD73の供給の可能性も示唆された。まずは次に、低酸素環境
下において HIF 活性化による CD73 が制御する候補分子として、液性因子であるケモカイ
ン CXCL10に焦点を当て、ECMを背景に CD73を介した CXCL10が腫瘍細胞の自己制御に
どのような役割を果たしているのかを検討したい。 
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