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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かつ乏血管性であることから、低酸素環境下で細胞外基
質(ECM)合成を亢進させて多彩な間質表現を実現し、生存・増殖を維持しているという仮説をたて、低酸素下でのECM合
成能および細胞機能を検討した。HIF-1α遺伝子・蛋白質は48時間低酸素培養下で高発現・核移行し、腫瘍間質に豊富
なECM分子のperlecan、fibronectinの合成が促進された。さらにsiRNA法でECM発現を抑制すると、細胞増殖が抑制され
た。以上より、多形性腺腫には低酸素刺激によってECM合成を亢進させることで、低酸素状態にも関わらず細胞増殖を
維持する機構がそなわっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Salivary pleomorphic adenoma is histopathologically characterized by its colorful 
stroma with myxoid, chondroid, and hyaline appearances, which is realized by its enhanced biosynthesis of 
extracellular matrix (ECM) molecules as well as by poor vascularity. Thus, pleomorphic adenoma cells 
embedded in such stromata are supposed to be able to survive in hypoxic conditions. To understand the 
hypoxia-dependent manner of cellular proliferation in this particular tumor, we analyzed function of 
perlecan and fibronectin, which are the most abundant ECM molecules, in cell proliferation in 
hypoxic-conditioned pleomorphic adenoma cells. Hypoxic conditions induce pleomorphic adenoma cells to 
produce perlecan and fibronectin, which is maintained by high HIF-1α protein levels, which is further 
realized by perlecan and fibronectin-rich circumstance of the stroma. The results indicate that 
pleomorphic adenoma cells have to go round in hypoxic circles to survive.

研究分野：医歯薬学
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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、癌の微小環境を理解するといった視
点が必要である。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であり、いずれも低酸素
環境が想定される。また近年低酸素応答を司
る転写因子であるHIF-1が癌の浸潤形質の獲
得に重要な役割を果たしている可能性が指摘
され、細胞外基質(extracellular matrix, ECM)の
分解や細胞運動能の亢進に関わるautocrine 
motility factor (AMF)等の直接浸潤に関与する
遺伝子群とは別に、LOXによるECMのリジン
残基のリン酸化を介したECMの形成・改変、
さらにはfocal adhesion kinase (FAK)のリン酸
化や細胞接着への関与の経路も判明し、新規
の研究分野として注目されてきている。 

 これまで唾液腺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。まず多形性腺腫の臨床的特徴として、腺
腫内癌腫が二次的に発生することと、局所再
発性のあることが知られ、後者については、
被膜浸潤の形態と発現分子動態の解析から再
発の病理学的機序を説明した。その経緯で、
多形性腺腫には病理組織学的に多彩な間質形
成と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
料であることを見出した。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
研究は国内外になかった。多形性腺腫からの
細胞株樹立は困難で機能的実験は不可能だっ
たからである。そこで、研究代表者は多形性
腺腫由来細胞系SM-AP1〜SM-AP5の樹立に取
り組んでこれに成功し、唾液腺にも腺腫から
癌腫へという発がん経路が存在し、その癌化
にはp53の変異や新生キメラ遺伝子が関与す
ることを発見し、ヌードマウス移植実験で多
形性腺腫を再現しえた。 

 さらに、「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、樹立したSM-AP細胞系を通常培養
条件下と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%N2/5時間)培養と
を比較検討したところ、低酸素培養条件下で
はHIF-1蛋白質レベルが有意に高く維持され
ており、その背景にHIF-1分解抑制とHIF-1
の分解を制御するVHL蛋白質発現が抑制され
ていることを証明した。この結果から、多形
性腺腫由来細胞には低酸素環境において
HIF-1分解を抑制する機構が備わっているこ
とを確認できた。さらにHIF-1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、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
現レベルも高い結果を得たので、HIF-1が転
写因子としても機能していることも結論でき

た。そこで研究代表者は低酸素応答機構が備
わった多形性腺腫由来SM-AP細胞系を用いて、
HIF-1によって誘導されるECM形成・改変に
とくに焦点をあて、低酸素環境下でECMが癌
細胞に及ぼす生存・増殖に関与する分子機構
が明らかにされると期待し、本研究課題を計
画した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、HIF-1によって誘導され
る ECM 発現を解析するため、第一に、これ
まで樹立した多形性腺腫由来 SM-AP 細胞系
を用いて、各種 ECM の遺伝子発現および蛋
白質発現レベルを通常の酸素正常培養条件
下と低酸素培養条件下で比較して解析し、低
酸素環境の構築に責任ある ECM 分子を選択
する。第二に、上記で選択しえた ECM 分子
が低酸素環境下での多形性腺腫由来細胞に
及ぼす生存・増殖に与える機能を解析するた
めに、siRNA法を用いて低酸素応答を制御す
る転写因子 HIF-1によって誘導される ECM
の発現を抑制し、試験管内で細胞浸潤・遊走
への影響を検定する。これにより低酸素環境
で細胞生存・増殖・転移が維持亢進される分
子機構を、多形性腺腫由来細胞を材料にして
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〜SM-AP5 細胞について、通
常の酸素正常培養条件（5% CO2/20% O2）
と低酸素（5% CO2/1% O2/94% N2）の条件
下で維持できるように培養する。免疫細
胞化学、定量的 RT-PCR 法、免疫沈降法お
よびウエスタンブロッティング法のため
に細胞を培養し、周密化までの適切な時
期に4%パラフォルムアルデヒドにて固定
するとともに、蛋白質、全 RNA を回収す
る。通常の酸素正常培養には、マルチガ
スインキュベータを用い、低酸素培養実
験には、ECMの発現解析をおこなうため、
中長期的な低酸素環境の維持が必要不可
欠であるが、それにはモジュール式イン
キュベーターを用いることで対応した。 

(2) 免疫細胞化学および遺伝子・蛋白質発現
の検索：SM-AP 細胞を上記 1)項により培
養し、通常の酸素正常培養条件と低酸素
条件下で、通法にてtotal 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、まず低酸素応答を司る転写因子であ
る HIF-1および HIF-1によって誘導さ
れる ECM 形成に関しては、コラゲンのほ
か、唾液腺多形性腺腫の粘液間質の主成
分である基底膜型へパラン硫酸プロテオ
グリカン（パールカン）さらにはフィブ
ロネクチン、テネイシン等の各 ECM 分子
の遺伝子発現状況を確定した。また各



SM-AP細胞1.2x104個をスライドチャンバ
ーに植え込み、同様に培養し、4%パラフ
ォルムアルデヒドで固定後、遺伝子発現
を確認したのと同様の抗体種を免疫沈降
法およびウエスタンブロッティング法お
よび免疫蛍光法を用いて蛋白質発現状況
も確定した。 

(3) 細胞機能（増殖・遊走）試験：低酸素応
答を司る転写因子 HIF-1によって誘導
される2)項にて選択しえた標的ECM分子
のうちパールカン、フィブロネクチンに
ついて、siRNA 法にて ECM 発現抑制細胞
系を確立し、野生型 SM-AP 細胞との間で、
細胞増殖およびセルカルチャーインサー
トを用いた浸潤能試験を行い、腫瘍の浸
潤および遊走能を検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) HIF-1α 遺伝子発現解析: 低酸素培養条
件下における SM-AP1 と SM-AP4 の
HIF-1α 遺伝子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）で３日間培養の後、さらに
通常の培養条件と低酸素条件（1％O２
/5％CO２/94％N２）で 5時間（短期低酸
素培養）および 48 時間（中長期低酸素
培養）培養の後、RNA を抽出・精製し、
cDNA を調整して定量的 RT-PCR 法にて検
討した。その結果、中長期低酸素培養下
で、SM-AP1 と SM-AP4 ともに通常の培養
条件下に比べて高発現が確認された。 

(2) HIF-1α蛋白質発現解析: 上記(1)の結果
をうけて、中長期低酸素培養条件下にお
けるSM-AP1とSM-AP4のHIF-1α蛋白質発
現について検討した。培養後細胞層を可
溶化して、核分画と細胞質の分画にわけ
て蛋白質を抽出し、ウエスタンブロッテ
ィング法にて確認したところ、SM-AP1と
SM-AP4ともに通常の培養条件下での
HIF-1α蛋白質発現に比べて高発現が確
認され、特に核分画に多くみとめられた。 

(3) SM-AP 細胞系の細胞外基質(ECM)遺伝
子・蛋白質発現解析: 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 48 時間培養後に、
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、 collagen type IV 、
fibronectin 、perlecanおよびtenascin
が高発現していることが確認された。ま
た 4%パラフォルムアルデヒドで固定後、
各抗体をもちいて、その発現動態を蛍光
抗体法にて検討したところ、両細胞間で、
いずれのECMも高発現していることが確
認された。以上のことから確認しえた
ECM 分子はいずれも中長期低酸素培養条

件下でその合成が促進されることが示
された。 

(4) SM-AP細胞系の細胞外基質(ECM)遺伝子発
現抑制による細胞機能解析:(3)の低酸素
下でのECM合成促進の結果をうけて、これ
らECMが細胞機能にどのように関わって
いるのかを検討するために、SM-AP細胞系
にsiRNAを用いECM発現抑制した系を作成
し、増殖および遊走能の比較検討をおこ
なった。まず始めにperlecanについて検
討した結果、siRNAでperlecanの発現抑制
をおこなうことで、SM-AP1とSM-AP4とも
に細胞増殖は抑制され、遊走能は亢進す
る結果が得られた。またsiRNAでperlecan
の発現抑制してもHIF-1の遺伝子発現レ
ベルには変化がないことも確認され、
perlecan遺伝子発現はHIF-1の下流に位
置していることも示唆された。さらに
fibronectinについて検討した結果、
siRNAでfibronectinの発現抑制をおこな
ったところ、SM-AP1とSM-AP4の両細胞と
もに、fibronectinの遺伝子発現はコント
ロールと比較して、１～2割程度まで抑制
された。そこで同条件で細胞機能につい
て検討したところ、SM-AP1とSM-AP4とも
に細胞増殖は抑制され、前年度の
perlecanの発現抑制時と同様の結果がえ
られた。遊走能はSM-AP1では亢進する結
果が得られたものの、SM-AP4では抑制さ
れ、異なる分化方向をしめす細胞間で異
なる結果となった。 

(5) 実験結果の評価と総括: これまでの実
験結果より以下のように結論した。 
① 多形成性腺腫由来細胞では、低酸素
下でのHIF-1α蛋白質の高発現によ
り細胞外基質(ECM)合成が促進され
る。 
② 低酸素状態で促進されたECM合成は
多形成性腺腫由来細胞の増殖を維
持・促進するための組織構築背景と
なっている可能性が示唆された。 
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