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研究成果の概要（和文）：本研究では、伴侶動物臨床でよく遭遇する肥満細胞腫が生き残る理由を、ストレス応答や細
胞内代謝から分子生物学的に解析した。マウスの肥満細胞を低酸素環境で培養すると血管新生誘導因子の産生が亢進し
た。また培養中に酸素濃度を変化させると脱顆粒が誘導された。イヌの肥満細胞腫から樹立した様々な細胞株を用いて
検証すると、血管新生因子の産生に加えて、ピルビン酸キナーゼ活性が亢進することから、解糖系の活性化が示唆され
た。また腫瘍性の肥満細胞では小胞体ストレス応答が亢進していた。以上の結果から、腫瘍性の肥満細胞では、低酸素
応答性や細胞内代謝を亢進して急速な増殖に伴う劣悪な微小環境に対応していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the current study, I explored the molecular mechanisms which underpins 
neoplastic proliferation and survival of mast cells in a poor micro environment. Particularly, stress 
response and intracellular metabolism of malignant mast cells were investigated. Cytokines that induce 
neovasclarization were up-regulated when mouse bone marrow-derived cultured mast cells were incubated in 
hypoxic condition. Relative hypoxia, but not hyperoxia, induced degranulation of mast cells in antigen 
and IgE independent manner. Not only production of angiogenic factors but also glycolysis were promoted 
in mast cells derived from canine mast cell tumor. In addition, acceleration of endoplasmic reticulum 
responses was identified in malignant but not normal mast cells. These results suggest that aggravation 
of above mentioned responses to hypoxia and lack of nutrition might involve in rapid growth of neoplastic 
mast cells.

研究分野：臨床獣医学
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１．研究開始当初の背景 
 代表者はこれまでに、肥満細胞腫やリンパ
腫など、イヌ・ネコに多発する造血系悪性腫
瘍に関し、細胞周期調節タンパク質の発現動
態を詳細に解析し、アポトーシス抑制因子の
誘導との関連などを検討してきた。多くの細
胞種では、D型サイクリンとサイクリン依存
性キナーゼ 4または 6が複合体を形成し、サ
イクリン E と結合するサイクリン依存性キ
ナーゼ 2を介して細胞周期をG1期から S期
へと進行させているが、肥満細胞腫細胞では
D型サイクリンとサイクリン依存性キナーゼ
2が結合しており、サイクリン Eを介さずに
細胞周期を進行させることを明らかにした
（平成 18〜20年度、基盤研究 B）。また、造
血系悪性腫瘍細胞株を正常または低酸素濃
度下で培養すると、低酸素反応性因子（HIF）
の発現や関連遺伝子の発現が増強され、細胞
の抗アポトーシスタンパク質や血管誘導因
子の発現が亢進することを見出した（平成 21
〜23 年度、基盤研究 B）。これらの研究の中
で、がん細胞を低栄養状態（血清飢餓）ある
いは低酸素状態（酸素濃度 1％）におくと、
増殖はしなくなるが長期間にわたって生存
し、栄養状態（血清添加）や酸素濃度が改善
すると再び増殖へ転ずるという現象を発見
している。劣悪な微小環境を生きのびるとい
う能力（栄養飢餓耐性および酸素飢餓耐性）
は、がん細胞が宿主を何度も苦しめることに
なる最大の特徴である。がん細胞の生存機構
は上皮系固形癌で研究が進み、細胞死への抵
抗性を付与する様々なメカニズムが提起さ
れている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、がん細胞の生き残り戦略の分
子メカニズムを肥満細胞腫について解析す
ることで、肥満細胞の生存維持機構とがん化
への関与を明らかにし、新たな治療標的分子
の探索に繋げることを目的とした。また、肥
満細胞の生理学的意義や肥満細胞が関連す
るアレルギー性疾患の制御に関しても、重要
な知見を提供できると考え着想した。具体的
には、肥満細胞腫細胞におけるストレス応答
性を、細胞内における小胞体ストレス反応、
オートファジー、および解糖系に着目して解
析した。各項目について様々な動物およびヒ
トの肥満細胞株やイヌ臨床例から樹立した
肥満細胞株を用いて基礎的検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１） 肥満細胞腫における解糖系代謝機能
の解析 
 休止期を経ない細胞周期の進行により、が
ん細胞では異常な速度での細胞増殖が繰り
返されている。これには多大なエネルギーと
細胞構成成分の供給を必要とする。特に嫌気
的条件下にあるがん細胞ではミトコンドリ
アの機能は低下し、TCA 回路の停滞および解
糖系の異常な活性化状態に陥る。解糖系では

酸素供給が十分に確保されると解糖速度は
低下し、逆に不足すると上昇するという性質
があるため、がん細胞ではグルコースの消費
量が常に増加し、その多くが解糖系を経て乳
酸へ代謝される。つまり、正常細胞と比べ亢
進した解糖系の影響により乳酸産生量が増
加すること、解糖系律速酵素であるホスホフ
ルクトキナーゼ１（PFK１）およびピルビン
酸キナーゼ（PK）、さらに乳酸脱水素酵素
（LDH）の活性が高まることが特徴である。
そこで、代表者らが所有する 6種類のイヌ肥
満細胞腫細胞およびヒトやげっ歯類の肥満
細胞株を用いて、細胞内乳酸量、PFK1、PK、
LDH の検出や動態解析を行い解糖系の活性化
状態を解析した。 
 
（２） 肥満細胞腫におけるオートファジー
機構の解析 
 すでに代表者らは、肥満細胞腫細胞では一
般的な自己貪食機構としてのオートファジ
ーが減弱しており、血清飢餓などのストレス
によって誘導されないことを見つけている
このことは、肥満細胞腫がオートファジー細
胞死に強い抵抗性を有する可能性を示唆し
ている。そこで、イヌ肥満細胞腫細胞を酸素
および栄養飢餓状態でのオートファジーを
さらに解析し、オートファジー抑制剤や誘導
剤を作用させ、その影響を調べることで、肥
満細胞腫細胞におけるオートファジーの意
義を解析した。 
 
（３） 肥満細胞腫における小胞体ストレス
回避反応の解析 
 小胞体内腔に折り畳み不全のタンパク質
が蓄積する小胞体ストレスが加わると細胞
は直ちにストレスから回避するための防御
システムを活性化させる（小胞体ストレス応
答、UPR）。このストレス応答系は酵母から哺
乳細胞に至るまで真核細胞に広く保存され
ており、非常時に細胞死から身を守る重要な
システムである。小胞体ストレスセンサーと
して異常タンパク質の蓄積を感知し、細胞質
あるいは核内にシグナルを伝える小胞体膜
タンパク質の検出や核内移行、さらには小胞
体ストレス応答シグナル分子や遺伝子の検
出を行って、肥満細胞腫細胞の酸素および栄
養飢餓時の小胞体ストレスを解析する。また
抑制あるいは誘導剤を用いて、肥満細胞腫細
胞における小胞体ストレス反応性を解析し
た。 
 
４．研究成果 
（１） 低酸素・低栄養環境での培養と網羅
的解析 
イヌおよびヒトやげっ歯類の肥満細胞腫細
胞に関して、様々な飢餓ストレス応答タンパ
クの発現動態とその相互作用を調べたとこ
ろ、細胞の生存や活性化には大きな変化が認
められなかったが、細胞内サイトカインの発
現において血管内皮細胞増殖因子（VEGF）や



線維芽細胞増殖因子（FGF）、肝細胞増殖因子
（HGF）、インターロイキン４、５、１３など
の発現が増加することが明らかになった。こ
のことは、増殖する腫瘍の局所で低酸素環境
が発生した時に、血管新生を促進する VEGF、
FGF、HGF を産生して血管を組織内に誘導する
とともに、Th2 型サイトカインを放出し抗腫
瘍性のTh1型サイトカインを抑制することで、
腫瘍の拡大を促進している可能性を示して
いる。また、イヌ肥満細胞腫の中には、増殖
因子である stem cell factor を自己産生す
ることで増殖が誘導されているものが存在
し、新たな肥満細胞の増殖機構はイヌ症例か
ら採取した肥満細胞腫組織においても確認
された。この SCF 自己産生は、PI3 シグナル
系などを介して誘導されていた。さらに、肥
満細胞腫細胞を培養中に酸素濃度を変化さ
せた時、特に相対的低酸素にすると細胞の活
性化や脱顆粒が誘導され、様々な細胞内因子
が放出されることが明らかとなった。この時
に放出されるトリプターゼは、VEGF とは異な
るカスケードで末梢血管の新生を誘導した。 
 
（２） 低酸素反応性因子の検出 
イヌ及びヒトの造血系悪性腫瘍細胞株を正
常酸素濃度下または低酸素濃度下で培養し、
低酸素反応性因子（HIF）の発現や関連遺伝
子の発現動態を調べたところ、肥満細胞にお
けるHIFの発現はやや増強するもののその発
現強度は他の細胞と比べ高くなかった。 
 
（３）オートファジーの誘導 
肥満細胞をIgEで感作するとオートファジー
が誘導された。しかしながら特異高原で暴露
して脱顆粒を誘導すると顕著ではなくなっ
た。イヌ肥満細胞腫から樹立した様々な細胞
株で確認したが、オートファジーに関する一
定の知見は得られず、細胞や動物腫、あるい
は細胞周期によってオートファジー状態は
様々であった。 
 
（４）ストレス応答性の解析 
イヌ肥満細胞腫から樹立した様々な肥満細
胞株、げっ歯類やヒトの腫瘍性肥満細胞株、
および正常なマウスやヒトの肥満細胞株に
ついて解糖系の亢進を比較検討したところ、
腫瘍性の肥満細胞でピルビン酸キナーゼ活
性が亢進していた。とくにイヌの肥満細胞腫
細胞では、げっ歯類やヒトと比べて活性は亢
進していた。また、小胞体ストレウ応答につ
いて解析すると、解糖系と同様に腫瘍性の肥
満細胞で明らかな亢進が認められた。これら
の結果より、肥満細胞は腫瘍化の過程で、低
酸素環境に耐えるべく解糖系によるATP産生
を亢進させるとともに、腫瘍性の増殖が引き
起こす異常なタンパク質の細胞内蓄積への
対応として小胞体ストレス応答が亢進する
可能性が示唆された。これらの事象は、腫瘍
化の原因ではないかもしれないが、腫瘍性増
殖の維持に重要であり、将来的な治療ターゲ

ットとなる可能性を示唆している。 
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