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研究成果の概要（和文）： 
新たに開発したマウスの肺転移モデルにて肺転移形成時の腫瘍増大が一定の速度で進行するの

ではなく、一過性の低酸素応答因子の上昇により急速増大することを明らかにした。この一過性

の低酸素応答因子の誘導は、腫瘍内低酸素ではなく活性酸素によるものであり、それに応じてミ

トコンドリア酸化的リン酸化から乳酸発酵への細胞内代謝の変化が起きていた。HIF-1阻害剤の

投与により一過性の低酸素応答因子の誘導を抑制すると肺転移の形成を有意に抑えられること

を明らかにした。	 

	 

研究成果の概要（英文）： 
We have developed the mouse lung metastasis model that allows us to monitor intra-tumor 
hypoxia during the formation of lung metastasis. We found that progress of lung 
metastasis was accelerated by transient up-regulation of HIF-1 activity that was 
dependent upon reactive oxygen species (ROS). This lead to a cellular metabolic 
reprogramming, that is a change from mitochondrial oxidative phosphorylation to lactic 
acid fermentation. The use of HIF-1 inhibitor significantly decreased the formation of lung 
metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
がん転移のメカニズムを探り、転移抑制の有
効な手法の確立することはがん治療に大き
な進展をもたらす。これまでも様々な研究が
行われてきたがその中で、腫瘍内の低酸素領
域の増大が転移を促進する、また腫瘍が転移

巣に着床する際も低酸素状態になり、浸潤、
増殖を促進することが報告されている。それ
に加え、腫瘍増殖の源であるがん幹細胞の存
在部位であると考えられ、腫瘍内低酸素の克
服は単に放射線治療抵抗性や化学療法抵抗
性を改善する以上に、がんの根治に対してイ
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ンパクトがあることがわかってきた。 
 
２．研究の目的 
がんの転移過程において腫瘍細胞が転移部
位に着床、増殖する際に低酸素状態にさらさ
れるが、この低酸素が転移に与える影響を低
酸素応答因子（HIF-1）を中心に明らかにし、
新たな転移抑制方法を探る。 
 
３．研究の方法 
1)	 マウス乳がん細胞 EMT6 にルシフェラーゼ
遺伝子、あるいは HIF-1 誘導性のルシフェラ
ーゼ遺伝子を導入し、尾静脈から腫瘍細胞を
注入するマウス多発肺転移モデルを作成し
た。このマウス肺転移モデルにて、IVIS®	 
Imaging	 Systemを用い光イメージングか可能
か検証した。また、分泌型のルシフェラーゼ
遺伝子を恒常的にマウス乳がん細胞 EMT6 に
発現させることによって、血清中のルシフェ
ラーゼ活性から腫瘍量を推測出来るか検討
した。HIF-1 誘導性のルシフェラーゼ遺伝子
と同時に分泌型のルシフェラーゼ遺伝子を
発現させることによって腫瘍量と腫瘍内の
低酸素を同時に定量的に評価できるシステ
ムの確立について検討した。	 
	 
2）HIF-1 活性が上昇する移植後、5-6 日の時
点での腫瘍内低酸素を pimonidazole 染色に
て、また HIF-1 活性に影響を与える ROS につ
いて in	 vivo,	 in	 vitro	 において抗酸化剤の
N-アセチル-L-システイン(NAC)を投与し、
HIF-１活性への影響を調べた。	 
	 
3）低酸素誘導因子阻害剤 YC-1 を投与し肺転
移増大に対する影響を肺転移モデルの光イ
メージングにて検討した。	 
	 
４．研究成果	 

1)	 まず分泌型のルシフェラーゼ遺伝子を導

入したEMT６の皮下腫瘍にて、血清中のルシフ

ェラーゼ活性と腫瘍体積が相関することを確

認した（図1）。	 

	 

	 

図1	 血清中の分泌型ルシフェラーゼ活性と

皮下腫瘍サイズの相関	 

	 
血清中の分泌型ルシフェラーゼ活性と腫瘍体

積はよく相関している。	 

	 

HIF-1誘導性のルシフェラーゼ遺伝子と分泌

型のルシフェラーゼ遺伝子を両方導入し、

EMT6	 の肺転移モデルにおいて血清中の分泌

型ルシフェラーゼの活性から腫瘍量の定量、

光イメージングから肺転移巣のHIF-1活性の

定量の両方が同時に同一個体マウスで経時的

に計測できるシステムを確立した。この肺転

移モデルでの観察からから、肺転移の増大が

一定の速度で進行するのではなく一過性の

HIF-1の上昇が肺転移の急速増大に影響をあ

たえることを明らかになった（図2、3）。移

植後6-7日目に急速な腫瘍増大が見られるが、

HIF-1活性は移植後6日目に上昇し、その後一

旦低下しており、HIF-1活性の一過性の上昇と

腫瘍増大の関係が示唆された。この新しい光

イメージングモデルはこれまで腫瘍体積の推

測が難しかった、多発転移モデルでも容易に

腫瘍量の推移を経時的、非侵襲的に観察可能

であり、今回の検討ではHIF-1活性を腫瘍量で

補正することによってより正確な活性を検討

することが可能となり非常に有用なモデルで

ある。	 

	 

図2	 血清中の分泌型ルシフェラーゼ活性で

みる肺転移の腫瘍増殖	 

	 

	 
移植後6-7日目に急速な腫瘍増大があること

が示されている。	 

	 

図3	 肺転移のHIF-1活性：腫瘍体積（血清中

の分泌型ルシフェラーゼ活性）にて補正	 

	 
HIF-1活性は移植後6日目に上昇し、その後一



 

 

旦低下している。	 

	 

2）次にHIF-1活性が上昇する移植後6日の時点

で、HIF-１活性を上昇させる要因について検

討した。まず腫瘍内低酸素について

pimonidazole	 染色にて検討したところ、移植

後6日の時点でそれぞれの多発肺転移は微小

で血管新生はまだ伴わないが低酸素領域の増

大はみとめなかった。一方、低酸素以外にて

HIF-1活性を上昇させることが知られている

ROSの活性についてNACで抑制すると移植後6

日の時点で腫瘍量には影響を与えず、一過性

のHIF-1活性上昇は有意に抑制され、一過性の

HIF-1活性上昇の要因としてROSの関与が示唆

された。	 

また、移植後6日の時点の免疫染色でlactate	 

dehydrogenase	 A	 (LDHA)の発現及び、pyruvate	 

dehydrogenaseのE1サブユニットのリン酸化

の誘導が明らかとなり、肺肺転移巣における

ミトコンドリア酸化的リン酸化から乳酸発酵

への細胞内代謝の変化が示唆された。この細

胞内代謝の変化により細胞に有害なROSは減

少することが示唆され、HIF-1活性の７日目で

の低下およびその後の急速な腫瘍増大につな

がることが推測された。	 

	 

3）次に低酸素誘導因子阻害剤YC-1の投与によ

り肺転移の形成をおさえられるか、検討した

。YC-1は肺転移の増大を抑えることを、光イ

メージングにおいても、また肺の摘出標本に

ても個数やサイズが抑制されることを確認し

た（図4）	 

	 
図 4	 肺の摘出標本	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 YC-1	 	 	 	 	 	 	 Control	 	 
移植後、3、4、5 日に YC-1	 を投与し、10 日
目に肺を摘出した、YC-1 投与群はコントロー
ルに比べ、肺転移の個数もサイズも減少して
いる。	 
	 
4）今回の検討により、肺転移形成時に単純
に腫瘍内低酸素が発生し、その後の血管新生
を誘導し転移巣の増大につながっているわ
けではないことが明らかになった。肺転移形
成の初期段階の腫瘍内低酸素がまだみられ

ない微小な転移巣において、ROS を通した
HIF-1 活性上昇が、転移巣増大の引き金にな
っていることが明らかになった。また、腫瘍
増大の引き金になる HIF-1 活性の抑制は、肺
転移の増大をマウスの肺転移モデルにて有
意に抑制した。HIF-1 の阻害剤の転移に対す
る治療として特に初期段階での有用性が示
唆され、転移の予防、抑制に対して非常に有
望なことを明らかにした。	 
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