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研究成果の概要（和文）：   
VEGF シグナル阻害により腫瘍に浸潤形質が誘導される。hypoxia inducible factor (HIF)は

低酸素応答を司る転写因子である。マウス膵島腫瘍モデルを用いて HIF-1αと VEGF の重複 KO

を作成したところ、VEGF単独 KOで見られた腫瘍の浸潤形質が著しく低下していた。VEGF 欠損

腫瘍では E-cadherinの発現が低下していたが、重複 KO では野生型腫瘍と同等であった。以上

から血管新生阻害によってもたらされる浸潤形質には、HIF が重要であり、E-cadherin の発現

変化が関与している可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Invasive phenotype was induced by inhibition of VEGF signaling. Hypoxia inducible 
factor (HIF) is a transcription factor, which regulate hypoxic response. We 
generated double KO mice of HIF-1 α  and VEGF in islet cell tumor model mice. 
Invasive phenotype was remarkably reduced in DKO mice. Levels of E-cadherin 
expression was reduced in VEGF KO tumors but recovered in DKO mice. Thus, HIF is 
important for invasive phenotype after angiogenesis inhibition, and decreased E-
cadherin levels might be a downstream mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 
血管新生は癌と宿主の間に起こる現象で、

個体における解析が必須である。以前、
我々は自然発症膵島腫瘍モデルマウス（Rip-
Tag2）において腫瘍特異的に VEGF をノッ
クアウトし、VEGF が腫瘍の初期形成に必
須であることを実証した（ Inoue 2002 

Cancer Cell）。その中で、VEGF ノックア
ウト下では腫瘍血管は劇的に減少し、腫瘍
体積も著明に減少するが、残存する微小病
変は周囲外分泌組織への浸潤が顕著になる
ことを見出した。VEGF シグナル阻害剤で
Rip-Tag2 マウスを治療しても、同様の現象
が確認されることを報告した（Pàez-Ribes 
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et al. Cancer Cell, 2009）。その分子メカニ
ズムは明らかになっていなかった。 

 
２．研究の目的 

VEGF シグナル阻害による転移・浸潤形
質の誘導の分子メカニズムを明らかにする
ことを目的とした。まず、血管新生阻害が
もたらす還流不全による低酸素の役割を明
ら か に す る こ と を 試 み た 。 hypoxia 
inducible factor(HIF)は低酸素応答を司る転
写因子であり、血管新生阻害による浸潤形
質の誘導に重要な役割を果たしている可能
性がある。HIF-1 膵島特異的ノックアウト
マウスと VEGF ノックアウト RIP-Tag2 マ
ウスとの交配を行うことにより、HIF-1 の
機能を検討した。腫瘍の形態学的な解析、
細胞株の樹立、初代培養がん細胞を用いて、
HIF-1 の下流メカニズムの解析を試みた。
特に VEGF 欠損腫瘍では E-cadherin の発
現が低下していることを見出していたので、
E-cadherin の発現変化にも注目した。 

 
３．研究の方法 
マウス実験は大阪府立成人病センター動物

実験委員会のガイドラインに従って行った。 
腫瘍から腫瘍細胞を単離し、血清存在下で
接着培養することにより細胞株を樹立した。 
腫瘍細胞の初代培養は最近我々が開発した
CTOS 法 （ Cancer tissue originated 
spheroid 法）を用いて行った（Kondo 2011 
PNAS）。 
免疫組織染色は、細胞増殖を BrdU 染色、細
胞死を TUNEL 染色、血管密度を CD31 染色、
接着因子を E-Cadherin, N-Cadherin, NCAM
染色で行った。 
遺伝子の発現解析は RT-PCR 法とマイクロア
レイ法で行った。 
 
４．研究成果 
HIF-1α膵島特異的ノックアウトマウス

（RipCre, HIF-1αflox）と RIP-Tag2 マウ
スとの交配を行うことにより、HIF-1 の腫瘍
発生における役割を検討した。まず、
RipCre, RIP-Tag2 マウスが RIP-Tag2 マウス
と比較して短命であることが明らかになっ
た（図１）。 

図１ Kaplan-Myer 法による各遺伝子型マ
ウスの寿命の比較 

し か し RipCre, HIF-1 α flox, RIP-
Tag2(HKO)マウスの寿命は RipCre, RIP-Tag2
マウスと同等であった。つまり、Cre の発現
は RIP-Tag2 腫瘍形成を促進するが、HIF-1
αは影響しないことが明らかになった。HKO
腫瘍および HKO 腫瘍から樹立した細胞株で
HIF-1αが、ゲノム、mRNA, 蛋白レベルで
ノックアウトされていることを確認した。
次に RipCre, Vegfflox, RIP-Tag2(DKO)マウ
ス を 作 製 し た 。 DKO マ ウ ス は RipCre, 
Vegfflox, RIP-Tag2(VKO)マウスと同等に寿
命が延長した。 
１３－１５週における腫瘍形成を検討した。
肉眼的には VKO と同様に DKO は直径 2mm 以
上の腫瘍形成はまれであった。顕微鏡的に
は、VKO では Wt との間に腫瘍数に差を認め
なかった。つまり、腫瘍血管が減少しても、
顕微鏡的サイズの病変は形成されることを
示している。DKO では顕微鏡的病変のサイズ
が小さかった。腫瘍血管密度は VKO では Wt
と比較して激減していたが、VKO と DKO の間
に差はなかった。 
次 に 増 殖 と 細 胞 死 を 検 討 し た 。
pimonidazole 染色陽性部分での BrdU の取り
込みは、DKO と比較して VKO で減少していた。
つまり、HIF-1αは低酸素領域での細胞増殖
を抑制していると考えられる。しかしこれ
は、DKO 腫瘍は VKO 腫瘍と比較して顕微鏡的
サイズが小さいことの説明にはならない。
TUNEL 染色による細胞死を検討したところ、
DKO では VKO と比較して細胞死が増加してい
た。驚くべきことに、細胞死が増加してい
たのは pimonidazole 染色陰性部分であった
（図２）。Pimonidazole 染色が HIF-1αの活
性化部分と一致していないことが示唆され
るが、HIF 欠損が VKO 腫瘍の細胞死を促進し
ていることが明らかになった。 

 
図２ TUNEL 染色による細胞死の検討 
赤：TUNEL陽性細胞、 
緑：pimonidazole陽性精細胞、青：核 
 
浸潤形質の頻度を検討したところ、DKO で

は VKO と比較して著しく低下しており、Wt
と同等であった（図３）。つまり HIF-1αが
VKO の浸潤形質に必須であることが明らかに
なった。 

そこで、浸潤形質に関与した HIF-1α下流
遺伝子の同定を試みた。RIP-Tag2 マウスの
腫瘍発生において、接着因子が重要な役割



 

 

をすることが既に報告されている。 E-
cadherin を強制発現したマウスでは腫瘍の
グレードが低いまま抑えられるのに対し、
E-cadherin の dominant negative を強制発
現したマウスでは浸潤・転移が促進する。
逆に N-cadherin あるいは NCAM を強制発現
すると転移が促進する。そこでこれら接着
因子に着目して VEGF 欠損腫瘍を解析したと
ころ、E-cadherin と N-cadherin、NCAM の発
現が低下している腫瘍の割合が増え、低下
は E-cadherin と N-cadherin、NCAM で相補
的であった。DKO で接着因子の発現の変化を
検討したところ、E-cadherin の発現は Wt と
同等であった（図４）。 

 
図３ 浸潤形質を示す腫瘍数の比較 
IT: islet tumor(adenoma), 
IC1: moderately invasive carcinoma, 
IC2: highly invasive carcinoma 
 

 
図４ 接着因子の発現変化 
E-cad: E-cadherin, N-Cad: N-Cadherin, 
EXO: exocrine tissue, T: tumor 
腫瘍辺縁を点線でトレースしている。 
 
樹立した細胞株や初代培養細胞では短期

間の低酸素暴露では接着因子の発現変化は
観察されなかった。すなわち、接着因子の
発現変化は、低酸素による HIF-1αの活性化
とそれに伴う直接的・急性期の転写誘導に
よるものではなく、間接的・慢性期の変化、

たとえば低酸素耐性クローンの選択などに
関与した可能性がある。 
本研究では HIF-1αが慢性期の応答を支配

していることが明らかになった。低酸素応
答では急性期応答のみならず慢性期応答も
重要な役割を果たしていることを示すこと
ができた意義は大きい。しかし、慢性的・
間接的な役割のメカニズムを解明すること
は困難であり、本研究でもそのメカニズム
を解明するには至らなかった。 
本研究では我々が新たに開発した初代癌

細胞培養法を初めてトランスジェニックマ
ウスの腫瘍モデルに応用した。その結果
HIF-1α欠失によってみられる現象は、HIF-
1αの急性期応答ではないことを明らかにす
ることができた。しかし、膵島腫瘍では未
だ長期培養ができず、慢性期応答の解析に
は用いることができなかった。また、遺伝
子導入が困難であることから、in vitro で
の遺伝子改変による解析が困難であった。
今後これらの問題点を解決すれば、in vivo
での現象のメカニズムの解析を in vitro で
行う上で重要な手法になると考えられる。 
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