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研究成果の概要（和文）：悪性化の過程で、がん微小環境が重要な役割を果たしている事が、最近の研究で明らかにな
ってきた。多くのがんで共通するがん微小環境特性を利用すれば、汎用性の高い抗がん剤の開発が期待される。本研究
では、腫瘍内微小環境の共通因子のひとつである低酸素に着目し、低酸素誘導転写因子HIFに関連する因子を標的とし
た新たな治療薬の開発をめざした。まずは、低酸素に加えて、炎症や血管新生などに対するがん細胞応答を同時に観察
できるマルチレポーターシステムを構築して、腫瘍内がん細胞の状態をより詳細に調査した。更に、転移能の異なる骨
肉腫細胞を用いて、肺転移関連因子の同定をめざし、いくつかの肺転移標的候補因子を得た。

研究成果の概要（英文）：Tumor microenvironment has been suggested to play important roles in malignant 
progression and be associated with poor prognosis. Because many tumor microenvironmental factors are 
shared among various cancers, materials specific to the factors may be useful for developing versatile 
therapeutic strategies. In this study, we focused on hypoxia, one of the main characteristics of tumor 
microenvironment, and searched factors closely associated with hypoxia-inducible transcription factor HIF 
in vivo. First, we noninvasively monitored the cancer cell response to hypoxia, inflammation, and 
angiogenesis to understand the status of cancer cells in vivo by using multi-bioluminescence imaging 
systems, which we had newly established. Second, we isolated a highly lung metastatic subline from a 
non-metastatic osteosarcoma cell line and searched factors responsible for lung metastasis. We 
successfully identified some candidate factors and are investigating their involvement in lung 
metastasis.

研究分野： 分子腫瘍学、生体イメージング
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１．研究開始当初の背景 

悪性化の過程で、がん微小環境が重要な役
割を果たしている事が、最近の研究で明らか
にされつつあるが、治療に繋がる成果は未だ
報告されていない。これまで、世界中の多く
の研究者が、がんの発生や増殖にかかわる多
くの分子を標的として分子標的薬を開発し
てきており、いくつかの分子標的薬はがん治
療に大きな成果をあげてきた。しかし分子標
的薬の効果は、特定のがんに限られており、
また、薬剤耐性の問題は解消されていない。
腫瘍内「低酸素環境」では、厳しい低酸素環
境へ適応する過程で、様々な変化が細胞にお
こっている事がわかっており、それらを遺伝
子発現レベルで制御しているのが転写因子
HIF-1 である。 

HIF-1 は低酸素により誘導され、様々な機
能に関与する遺伝子の発現を誘導する。HIF-1

の活性上昇は、抗がん剤や放射線治療の抵抗
性を高めており、腫瘍内 HIF-1 活性と悪性化
の深い関わりが次々に明らかにしている。
HIF-1 活性を抑えるための分子標的治療薬の
開発も世界的な規模で進められているが、未
だに実用化されているものは無い。 

研究代表者は、これまで HIF-1 活性を有す
るがん細胞に、選択的に細胞死を誘導するプ
ロドラッグを開発しており、放射線治療との
併用で放射線治療効果を有意に改善できる
ことを動物実験で示してきた。 

 

２．研究の目的 

本研究の最終目的は、HIF-1 のように低酸
素環境で特異的に活性化する分子に注目し、
それらが機能する環境を標的としたプロド
ラッグ開発という、全く新しい概念の『環境
標的薬』の開発をめざす。 

当該研究では、分子生物学、細胞生物学的
手法を用いた in vitro 解析と実験動物を用い
た最新の in vivo 光イメージング手法を駆使
して、（１）腫瘍内微小環境の詳細な情報を
収集して、新規微小環境標的を探索する。腫
瘍内の低酸素環境と炎症環境は協調して腫
瘍成長に関わっていることが示唆されてお
り、新規治療標的として有望視されているが、
これらが腫瘍成長のどのタイミングで、どの
ように腫瘍成長に関わっているのか十分に
理解されていない。そこで、腫瘍内低酸素環
境と炎症環境を非侵襲的かつリアルタイム
にモニタリングすることができる新規発光
レポーターシステムを開発し、がん細胞にお
ける低酸素応答および炎症応答を司る転写
因子HIFとNF-κBの活性を継時的にリアルタ
イムでモニタリングし、腫瘍内の情報収集を
行う。また、臓器特異的な転移がん細胞株を
単離、解析することで、組織特異的微小環境
に関与する転移因子の同定をめざした。 

更に、（２）探索した標的に対する効果的
ドラッグデザインの方法を開発する。多くの
分子の生物学的・生理学的解析を多面的に行
い、より多くの標的分子の情報を基に、有効

な治療薬の開発をめざした。 

 

３．研究の方法 

（１）腫瘍内微小環境の詳細な情報収集と新
規微小環境標的の探索 

①腫瘍内微小環境におけるシグナルクロス
トークの解析 

HIF, NF-κBやTGF-β活性の変化を発光で経時
的にモニタリングできる細胞株を樹立して、
皮下腫瘍および転移がんモデルを用いて、生
体内での腫瘍内シグナルクロストークを観
察した。具体的には、TNF-α や TGF-β を投与
する事で NF-κB や TGF-β のシグナルを活性
化したり、シグナル阻害剤を投与したりして、
人工的に腫瘍内環境を変化させた時に起こ
るクロストークの観察を行った。同時にがん
の増殖や転移能の変化も測定する。これらの
結果により、腫瘍の悪性化とクロストークの
関連が生体レベルで解析できると共に、腫瘍
を治療する上で必要なクロストークの情報
を得た。 

②転移治療標的因子の同定 

肺高転移株と骨高転移株を単離し、がん細胞
の腫瘍内微小環境での転移機構について解
析した。また、肺転移優位から骨転移優位の
表現型を示す、または、その逆の表現型を示
すがん細胞を単離し、がん細胞に特異的に発
現する遺伝子をマイクロアレイ解析し、治療
標的として解析を行った。 

（２）探索した標的に対する効果的ドラッグ
デザインの方法開発 

標的分子が同定されたら、すぐに治療薬のデ
ザインに入れるように、標的分子に特異的に
結合するペプチドをスクリーニングする方
法を並行して開発した。 

 

４．研究成果 

（１）腫瘍内微小環境の詳細な情報収集と新
規微小環境標的の探索 

①腫瘍内微小環境におけるシグナルクロス
トークの解析 

腫瘍内微小環境の特徴として、低酸素と炎症
が挙げられる。それぞれに応答する転写因子
である HIF、NF-κB、TGF-β のがん細胞にお
ける活性をモニタリングすることで、腫瘍微
小環境内におけるがん細胞の情報収集をは
かった。前立腺がんや乳がん細胞は高頻度に
骨や肺に転移することが知られている。骨髄
内は他の組織と比較して酸素濃度が約 1～
7%と低くなっており、HIF の活性を解析する
上で興味深い。ヒト乳がん細胞 MDA-MB-231

に HIF, TGF-β 活性をモニタリングする発光
レポータを、ヒト前立腺がん細胞 PC-3 に、
HIFと NF-κB 活性をモニタリングする発光レ
ポーターを導入し、腫瘍内における HIF と
TGF-β または、NF-κB のクロストークを観察
した。TGF-β と HIF 間の確かなクロストーク
は観察されなかったものの、TNF-α を投与し
て炎症を起こしたり、HIF 活性や NF-κB 活性



を抑制する薬剤を投与したりして、HIF と
NF-κB活性にクロストークがあることが確認
された。さらに、腫瘍増殖もモニタリングで
きるマルチレポータシステム(MRS)を導入し
た細胞株を樹立して（図１）、MRS 細胞の皮 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

下と骨髄内での腫瘍成長に伴う HIFと NF-κB

活性を継時的に測定したところ、骨髄内では、
HIF 活性が当初から高く、皮下腫瘍では、腫
瘍の成長に伴ってHIF活性が上昇することが
わかった。一方で、NF-κB 活性は、骨髄内で
はほとんど変化しないのに対し、皮下腫瘍で
は腫瘍成長に伴い、増加することがわかった
（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②転移治療標的因子の同定 

肺高転移がん細胞株をマウスに投与して、3D

光イメージングとマイクロ X-線 CT を組み合
わせた最先端のイメージングを用いて、がん
細胞をモニタリングしながら、たまたま骨に
転移したがん細胞を回収し、再度マウスに投
与して骨転移した細胞を回収するという方
法を繰り返すことで、新たに造骨性骨転移を
高頻度に起こすがん細胞を単離し、造骨性骨
転移モデルを構築した。このモデルを用いて、
解析した結果、（i）がん細胞が転移する初期
に RANKL を作用させると、臨床報告で示唆
されたように骨転移が促進され、RANKL を
投与していない場合や転移の後期に RANKL

を投与した場合に比べて、有意に転移個所が

増え、個々の転移がんの増殖も促進されるこ
とが分かった。更に、（ii）そのメカニズムを
詳細に解析したところ、①骨髄内の低い酸素
濃度により低酸素誘導転写因子HIFが活性化
すること、②RANKL による溶骨作用で増加
した増殖因子 IGF-1 が HIF とポジティブフィ
ードバックを形成し、がん細胞の増殖促進に
寄与している事がわかった（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、骨高転移株と肺高転移株における遺伝
子発現の違いをマイクロアレイ解析したと
ころ、特定の転写因子が活性化していること
をわかり、その転写因子をノックアウトする
と肺転移が抑えられることが分かった。本研
究期間中に、その転写因子に制御されている
因子で直接肺転移に関連する候補因子をい
くつか絞り込むことができた。今後、直接肺
転移に関与する因子を同定する事で、肺転移
の治療標的として新薬開発につなげたい。 

（２）探索した標的に対する効果的ドラッグ
デザインの方法開発 

治療標的として同定された標的分子に高い
特異性と強い結合力をもつペプチドをスク
リーニングするために、ペプチドの構造的ゆ
らぎを抑制する足場タンパク質を設計し、効
率よく標的分子に結合するペプチドライブ
ラリーの構築に成功した（国際特許出願中）。
（１）の解析により、腫瘍微小環境において
腫瘍増殖や転移に関連する因子を同定する
ことができたら、すぐに治療薬のデザインに
移ることができるところまで、研究を進める
ことができた（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１ MRS細胞の構築 

基質の異なる 3 種類の Luciferase 遺伝子を、HIF と

NF-κB 依存的、および恒常的プロモーターの下流に繋い

だレポーター遺伝子を構築し PC3 細胞に導入した。特異

的な基質を作用させることで、それぞれ、低酸素、炎症、

腫瘍増殖の情報を得ることができる。 

 

図２ 皮下および骨転移モデルにおける HIF と NF-κB

活性の変化 

 
図３ 骨転移の成立と骨髄内微小環境因子の影響 

 

図４ ペプチドの揺らぎを抑えたペプチドライブラリーを

用いた高効率標的ペプチドスクリーニング法の確立 



今後、確立した標的結合ペプチドのスクリー
ニング法を用いて、標的分子に特異的に結合
するペプチドを同定することで、本研究の最
終目的である治療薬の開発につなげていき
たい。 
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