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研究成果の概要（和文）：唾液腺多形性腺腫の間質表現は多彩であるが、乏血管性であることも

特徴である。したがって間質をふくめて多形性腺腫組織は低酸素状態であるという仮説をたて、

これを証明するために多形性腺腫由来細胞の増殖における低酸素依存性を試験管内で検討した。

その結果、多形性腺腫由来細胞では、低酸素下での HIF-1α蛋白質の高発現および VHL 遺伝子・

蛋白質の低発現により HIF-1αの分解抑制機構がはたらいており、低酸素状態で核移行した

HIF-1αにより VEGF の高発現レベルを維持されることが示された。試験管内でえられた以上の

結果は、ヌードマウス移植腫瘍組織・ヒト多形性腺腫組織手術材料の生体組織でも追認され、

ヌードマウス背部皮下移植腫瘍内酸素分圧は周囲皮下組織に比して有意に低いことも確認され

た。以上の機序によって、低酸素環境で増殖さらには転移形質が誘導されている可能性が示唆

された。 
 
研究成果の概要（英文）：研究成果の概要（英文）：Salivary pleomorphic adenoma (PA) is 
histopathologically characaterized by its colorful stroma with myxoid appearances, which are 
poorly vascularized, and PA cells are supposed to be able to survive in hypoxic conditions. To 
understand the hypoxia-dependent manner of cellular proliferation, we determined both protein and 
gene expression levels of hypoxia- inducible factor 1α(HIF-1α), vascular endothelial growth 
factor (VEGF), and von Hippel-Lindau (vHL), which degrades HIF-1α. SM-AP cells, which I 
established from a human parotid pleomorphic adenoma, showed more enhanced levels of HIF-1α, 
and their VEGF protein levels were kept higher in hypoxic conditions than in aerobic ones. SM-AP 
cells showed lower expression levels for the vHL gene. Likewise, tumor tissue masses of 
transplanted SM-AP cells were lower in O2 concentration than normal subcutanous tissue. The 
results indicate that pleomorphic adenoma cells can proliferate in the hypoxic condition in which 
HIF-1α protein levels were maintained in higher levels because the degradation of HIF-1α was 
inhibited due to the lower vHL protein levels. It is thus concluded that hypoxia is more beneficial 
for PA cell proliferation. 
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞の生存・増殖・転移の分子機構の解明
には、試験管内で個々の分子の相互作用機序
を解明していくミクロの作業と同時に、生体
内における癌の微小環境を理解する総合的
な視点も必要である。すなわち、発癌初期で
あれば基底膜で境界された血管の侵入し得
ない環境、浸潤癌では無秩序で脆弱な血管網
にともなう酸素の拡散限界、いずれの場合も
低酸素環境が想定される。腫瘍組織の低酸素
環境を背景とした細胞活動の特異性という
観点から、これまで研究をおこなってきた。
低酸素関連遺伝子としては、これまでに
Semenza により低酸素応答性の転写因子であ
る hypoxia-inducible factor(HIF)が発見され、そ
のサブタイプ HIF-1αの標的遺伝子としての
vascular endothelial growth factor (VEGF)や
HIF-1αの分解を制御する von Hippel-Lindau
蛋白質(pVHL)の機能が判明してきた。とくに
pVHL の機能は、がん抑制遺伝子 p53 の調節
や細胞外基質(ECM)構築の促進、微小管調節
と多岐にわたり、VHL遺伝子はがん原遺伝子
としても注目されるようになった。このよう
に、低酸素関連分子の機能には腫瘍細胞形質
発現にきわめて本質的な役割を果たしてい
ることが推測されるものの、依然として不明
な点が多い。また実験レベルにおいても、低
酸素環境適応性をしめす癌細胞系が樹立さ
れておらず、試験管内で癌の内部環境を再現
することも技術的に困難であるために癌の
低酸素研究の障壁となっていた。 
	
 これまで唾液腺でもっとも高頻度に発生
する良性腫瘍である多形性腺腫について多
面的に解析を重ねてきた。その経緯で、多形
性腺腫には病理組織学的に乏血管性という
特徴があり、低酸素状態におかれた腫瘍組織
の解析には最適な実験材料であるというこ
とが判明した。しかし、多形性腺腫の乏血管
性すなわち低酸素環境に注目した研究は国
の内外に存在しなかった。それは、多形性腺
腫から細胞株の樹立は困難で機能的実験は
不可能だったからでもある。しかし近年、申
請者は多形性腺腫由来細胞系 SM-AP1~
SM-AP5 の樹立に成功し、腺腫から癌腫へと
いう発がん経路が存在し、その癌化には p53
の変異、遺伝子欠質や新生キメラ遺伝子が関
与することを明らかにするとともに、ヌード
マウス移植腫瘍組織で、乏血管性間質と導管
様構造の誘導が特徴的な多形性腺腫・多形性
腺腫内癌腫類似の腫瘍構築を再現しえた。 

 そこで、「乏血管性の間質を特徴とする唾液
腺多形性腺腫には低酸素状態があり、その中
で腫瘍細胞増殖が維持されている」という仮
説をたてた。これを実証すべく、まず SM-AP
細胞系を通常の培養条件下で検討したとこ
ろ、HIF-1α遺伝子発現が確認された。ついで、
顕微鏡用培養装置を用いた低酸素培養条件
下（5% CO2/1% O2/94% N2）では、HIF-1α遺
伝子は同様の発現レベルながら、蛋白質レベ
ルが有意に高いことが確認された。このこと
から、多形性腺腫由来細胞は定常的に低酸素
応答スイッチが入っているだけでなく、低酸
素環境において HIF-1α分解を抑制する機構
が備わっているとみなすことができた。さら
に HIF-1αにより誘導される関連遺伝子の一
つである VEGF の遺伝子発現を定量的 PCR
で比較したところ低酸素培養条件下で 4~5
倍の発現をしめすとともに蛋白質発現レベ
ルも高いことも確認できたので、HIF-1αが転
写因子として機能しうることも予測しえた。
さらにHIF-1αの分解を制御するVHL蛋白質
発現を比較検討したところ、SM-AP細胞系の
なかに低酸素環境で発現低下をしめす傾向
の細胞系を選択することができた。そこで申
請者は、低酸素応答機構が備わっている
SM-AP 細胞系を用いれば、VHL の機能解析
を中心に低酸素環境で癌細胞の生存・増殖を
促進している分子機構を明らかにできるの
ではないかと思考し、本研究課題を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、低酸素培養条件下で有意
に高い発現が確認しえた HIF-1α蛋白質の分
解抑制機構の解明を第一にあげ、HIF-1αの分
解を制御する VHL 遺伝子発現および遺伝子
異常さらには蛋白質発現レベルを培養条件
下と低酸素培養条件下で比較して解析する
ことで、低酸素下で高い HIF-1α蛋白質レベ
ルを維持している機構を多角的に解明する。
第二に、上記分子機構が生体内においても機
能しているのかを検証するため、ヌードマウ
ス移植腫瘍組織およびヒト多形性腺腫組織
手術材料を含むヒト癌組織材料を用いて、移
植腫瘍組織内の酸素分圧を測定することで
低酸素環境が維持されているかを確認する
とともに、各分子機構に関連する分子を免疫
組織化学的に解析したい。これにより多形性
腺腫の低酸素環境で細胞生存・増殖が維持増
進されている分子機構を実証したい。 
 



 

 

３．研究の方法 
(1)細胞培養：ヒト唾液腺多形性腺腫より樹立
した SM-AP1から SM-AP5細胞および転移能
の異なるヒト腺様嚢胞癌由来細胞 ACC2/M
の各細胞系について、通常の培養条件（5% 
CO2 20% O2）でこれまで確立した方法で培養
維持した。さらに培養５日目の細胞に対し、
通常の培養条件と低酸素（5% CO2 1% O2 94% 
N2）の条件下で、5時間培養した後、各種遺
伝子発現および免疫細胞化学および蛍光抗
体法、免疫沈降法による各種蛋白質発現の検
索をおこなった。通常培養には、所属研究室
現有のマルチガスインキュベータを用いる
が、低酸素培養実験には、高速で低酸素状態
を可能とする小型顕微鏡用培養装置を用い
た。 

(2)HIF-1α分解関連分子 VHL遺伝子解析：
SM-AP細胞を上記 1)項により培養し、通常の
培養条件と低酸素条件下で、通法にて RNA
を抽出し、フェノール・クロロホルム法によ
り精製し、cDNAを調整し、定量的 RT-PCR
法にて、HIF分解制御分子としてすでに報告
されている pVHLについて、遺伝子発現レベ
ルを比較することで、VHL遺伝子発現動態を
解析した。SM-AP細胞より通法にて DNAを
抽出し、PCR法にて HIF分解制御分子 VHL
遺伝子の各 exon1~3および各 exon間の intron
領域を増幅し、増幅産物をアガーロスゲル電
気泳動で確認したのちにカラム精製し、ダイ
レクト DNAシークエンス法にて、VHL遺伝
子の変異の有無を確認した。なお VHL遺伝
子の検索領域は、腎淡明細胞癌症例では
exon1~3に位置している Codon1~213まで
の間に変異点が確認されていることを参考
にしておこなった。 

(3)HIF-1α分解関連分子 VHL蛋白質解析：
SM-AP細胞を上記 1)項により培養し、通常の
培養条件と低酸素条件下で、通法にて細胞溶
解液からそれぞれ蛋白質を抽出し、免疫沈降
法およびウエスタンブロッティング法にて
蛋白質発現レベルを比較することで、VHL蛋
白質発現動態を解析する。同時に各 SM-AP
細胞 1.2x104個をチャンバースライドに植え
込み、経時的に 4%パラフォルムアルデヒド
で固定後、抗 VHL抗体をもちいて、その発
現動態を蛍光抗体法にて検討した。 

(4)ヌードマウス移植腫瘍組織およびヒト癌
組織での低酸素分子機構解析：ヒト唾液腺多
形性腺腫由来 SM-AP1/4およびヒト腺様嚢胞
癌由来 ACC2/Mを、通常の培養条件（10% 
FCS/5% CO2）で培養した後、1.0x106個/200µl
に調整してヌードマウス背部皮下移植腫瘍
を形成させ、腫瘤内の酸素分圧を測定した。
生体内の腫瘍組織で低酸素環境が維持され
ているかどうかを確認するためであり、酸素
分圧測定には、生物組織内酸素分圧連続測定

装置酸素モニターを設備備品費で導入して
用いた。さらに腫瘍組織を切除、固定し、パ
ラフィンブロックを作製し、切片を作製する
とともに、ヒト多形性腺腫組織手術材料パラ
フィンブロックからも同様に切片を作製し、
免疫組織化学的に各分子の発現パタンを確
認した。 
	
 
４．研究成果	
 

(2010年) 

(1)HIF-1α分解関連分子 VHL遺伝子解析：多
彩な間質表現をしめす唾液腺多形性腺腫由
来細胞系である SM-AP 細胞より通法にて
DNA を抽出し、PCR 法にて HIF 分解制御分
子 VHL 遺伝子の各 exon1~3 および各 exon
間の intron領域を増幅し、増幅産物をアガー
ロスゲル電気泳動で確認したのちにカラム
精製し、ダイレクト DNA シークエンス法に
て、VHL遺伝子の変異の有無を確認した。そ
の結果、導管上皮細胞性格の SM-AP1および
筋上皮細胞性格の SM-AP4 ともに exon1~3
領域には遺伝子変異はなかったが、exon1と 2
の間の intron領域に１塩基変異がみとめられ
た。 

(2)HIF-1α分解関連分子 VHL 蛋白質解析：
SM-AP 細胞を 1.2x104個をチャンバースライ
ドに植え込み通法とおり 5 日培養したのち、
さらに通常の培養条件（10% FCS/5% CO2）と
低酸素条件（1％O２/5％CO２/94％N２）とで 5
時間培養した後、4%パラフォルムアルデヒド
で固定後、抗 VHL 抗体をもちいて、その発
現動態を蛍光抗体法にて検討した。免疫沈降
法/ウエスタンブロッティング法にて確認し
た結果と同様に、SM-APのうち分化方向の互
いに異なる導管上皮細胞性格 SM-AP1ならび
に筋上皮細胞性格 SM-AP4のいずれにおいて
も、VHL発現は低酸素条件下でより低下して
いた。 

(3)SM-AP 細胞系の細胞外基質(ECM)遺伝子
解析：ヌードマウス移植腫瘍実験に先立ち、
SM-AP1 と SM-AP4 における ECM 発現につ
いて試験管内で比較した。両細胞を通常の培
養条件（10% FCS/5% CO2）と低酸素条件（1％
O２/5％CO２/94％N２）とで 5時間培養後、RNA
を抽出・精製し、cDNA を調整して定量的
RT-PCR 法にて比較した。その結果、両細胞
間で、SM-AP1では perlecanおよび fibronectin
が、SM-AP4 では tenascin が高発現している
ことが確認された。 

 (2011年) 

(1)ヌードマウス移植腫瘍組織での低酸素分
子機構解析：ヒト唾液腺多形性腺腫由来
SM-AP1/4 およびヒト腺様嚢胞癌由来
ACC2/M を、通常の培養条件（10% FCS/5% 
CO2）で培養した後、1.0x106個/200µl に調整



 

 

してヌードマウス背部皮下移植腫瘍を形成
させ、腫瘤内の酸素分圧を生物組織内酸素分
圧連続測定装置にて測定した。その結果、
SM-AP1 移植腫瘍内酸素分圧は周囲皮下組織
に比して有意に低いことが確認され、
SM-AP1移植腫瘍の方が ACC2/M移植腫瘍よ
り低酸素であることが判明した。移植腫瘍組
織より切片を作製し免疫組織化学的に検討
した結果、腫瘍組織内に hypoxia-inducible 
factor-1α（HIF-1α) および VEGF が発現し
ていた。 

(2)ヒト唾液腺多形性腺腫組織での低酸素分
子機構解析：ヒト多形性腺腫組織手術材料か
らも切片を作製し、免疫組織化学的に HIF-1
αおよびVEGFの発現パタンを確認したとこ
ろ、ヌードマウス移植腫瘍組織同様に腫瘍組
織内に発現がみとめられた。HIF-1α陽性細胞
周囲には、perlecan および fibronectin の細胞
外基質沈着がみられた。 

(3)実験結果の評価と研究の総括：これまでの
実験結果より以下のように結論した。 

(a) 多形性腺腫由来細胞では、低酸素
下でのHIF-1α蛋白質の高発現お
よびVHL遺伝子・蛋白質の低発現
によりHIF-1αの分解抑制機構が
はたらいている。 

(b) 低酸素状態で核移行したHIF-1α
によりVEGFの高発現レベルを維
持される。 

(c) 試験管内でえられた結果は、ヌー
ドマウス移植腫瘍組織・ヒト多形
性腺腫組織手術材料の生体組織で
も追認された。 

(d) 以上の機序によって低酸素環境で
増殖さらには転移形質が誘導され
ている可能性が示唆された。 

	
 今後は、癌の微小環境としての低酸素状態
の実験モデルを確立したので、今後はこの実
験系を利用して低酸素応答性の制御転写因
子 HIF-1αの標的分子の増殖・浸潤・転移形
質の獲得の分子機構について詳細な検討を
すすめたい。そのなかでも、とくに  lysyl 
oxidase(LOX)を中心とした細胞外基質の形
成・改変による低酸素環境における細胞活性
化機序を重点的に明らかにし、抗腫瘍対策を
念頭においたトランスレーショナルな基礎
研究としたい。 
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