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    学位論文題名

Hypoxia enhances the expression of autocrine motility

factor and the motility of human pancreatic cancer cells

（ヒト膵癌細胞における低酸素による

autocrine motility factor誘導と運動能の亢進）

学位論文内容の要旨

目的

  転移 は癌死 の主要 因であ り、その 原因究 明は癌 研究に おける 重要な 位置を 占める 。近年、ヒト癌に

おい て原発 巣の酸素 分圧が 低い症 例では 転移率 が高く 予後不 良であ ることが 報告さ れた。 これは低酸

素に 晒され ることで 、転移 関連分 子を発 現し高 転移能 を獲得 した癌 細胞のみ が比較 的酸素 濃度の高い

肝 ・ 肺な ど の 臓 器で 増 殖 で きる 可 能 性 を示 唆 す る が、 そ の 機 序は 未だ明 らかで はない 。そこで DNA

マイ ク口ア レイ‾法 を用い 、膵癌 細胞株 における正常酸素分圧と低酸素分圧における発現遺伝子の違い

を検 討した ところ、 解糖系 ・血管 新生系 を中心 とした 遺伝子 が検出 された。 その中 のーつ である解糖

系酵素phosphoheyose isomerase (PHI)が、代表的なrandom motility刺激因子であるautocrine motility factor

(AMF)と 同 一 で あること が最近 明らか にされ た。解 糖系酵 素は低 酸素で 誘導され るため 、酸素 分圧の

低 い 腫瘍 で は AMF/PHI誘 導によ り運動能 が亢進 し転移 の一因 となっ ている のでは ないか と考えた 。本

研究 の目的 は、腫瘍 細胞を 適度な 低酸素 状態に 暴露す ること により AMFf PHIの発現 が増強 し、運動能

が亢進するという仮説を証明することである。また、AMF/PHIの誘導に対する転写因子hypoxia inducible

factor-l (HIF-1)の関与も検討レた。

    材料と方法

  細胞 株 ： ヒ ト膵 癌 細 胞 株PCI-6． PCI-10． PCI-19． Pく 'I-43． PCI-66゚ MiaPaQ．BxPC‐3、ヒ ト

大 腸 癌 細 胞 株 KM‐12C、 ヒ ト 卵巣 癌 細 胞 株n10V．1AOV、ヒ ト 小 細 胞肺 癌 細 胞 株PC16、 ヒ ト 肝 芽腫

細胞 株HeP‐ G2の12株を 用いた 。DNAマイクロアレイ法：PCI－10をそれぞれ正常酸素下（21ゲ。Oユ）．

低 酸 素 下（ 1ゲ D02） で 24時 間 培 養し た 後 mRNAを 抽 出し 発 現 遺 伝子 の 違 い をス ク リ一 二ング した。

HIF‐ 1a導入株 ：PCI－10に HIF・1aの 発現ベ ク夕一 を導入し PCI－10凪2とPCI．10m3の2株を作成した。

また、PCI一10に空ベク夕一を導入しPCI‐10ル2とした。Dominant．negativeHIF‐1（I導入株：PCI－43に

dominant―negativeHIF．1aの発現ベク夕一を導入レPCI‐43／dnH3、PCI一43/dnH7とPCI．43／dnH10の3株を

作 成 し た。 ま た 、 空ベ ク 夕 一 導入 株 を PCI143/dnV3と した 。 /一 ザ ン プロ ッ ト 法 ：20mgの totalRNA

を 電 気 泳動 後 ナ イ 口ン 膜 に ト ラン ス フ ァ ーし HIF‐ 1Q． AMF田 HI．AMF佃 HI受容体 （AMFR）の プ口一

ブ を 用 いハ イ プ リ ダイ ズ し た 。FACS法 ： 癌 細 胞を ト リ プ シン 処 理 し 、ラ ッ ト 抗 ヒト AMFR抗体を 用

いAMFR蛋白の 発現を 検出した 。金コ ロイド 法：金 コ口イ ドでcoatしたカバーガラス上へ培地とPCI‐10

を撒 布し、 正常酸素下（21ゲ。02）．低酸素下（1ゲ。02）で24時間培養した後のrandommotilityを定量

レた。
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    結果
    ヒト膵癌細胞株PCI-10における正常酸素下と低酸素下での発現遺伝子の相違をDNAマイク口ア

レイ法で検討した。AMF/PHIは低酸素下で発現が亢進していた遺伝子のーつである。/一ザンブ口テ

イング法で確認したところ、この低酸素下における発現亢進は他臓器癌を合め12株の全てでみられた。
AMFRは全 ての 癌細胞 株で 発現 していたが、低酸素による発現亢進はみられなかった。

    ここでNIVWPHIの発現亢進が転写因子HIFー1を介するのではないかという仮説を立て検討した。

HIF-1は細胞が低酸素へ適応する時に中心的役割を果たすとされ、解糖系酵素・血管新生因子・血管
拡張因子など様々な遺伝子の転写を促進するとされる。HIF-la導入株では正常酸素下においても

AMF/PHI mRNAの高発現が見られたが空ベク夕一導入株では発現に変化は無かった。Dominant negative
HIF-la導入株では低酸素下におけるAMF/PHI mRNAの発現亢進が抑制され、正常酸素下での発現レ

ベルに留まった。
  低酸素によるAMF/PHI発現亢進が癌細胞の運動能を実際に増強していることを確認するため
random motilityを金コ口イド法で検討した。PCI-10では正常酸素下と比較し低酸素下では5.1倍の

random motility亢進がみられた。このrandom motility亢進がAMF/PHIの作用によることを確認するた
めにfAMF乍HIの特異的阻害剤6PGA．E4Pの2種を用い検討した。PCI‐10を低酸素下に置き6PGA．

E4Pを加えたところ、両者とも濃度依存性に阻害作用を示し1000斗Mでは正常酸素下のrandommotility
レベルまで抑制した。さらに、randommotiliぢ亢進がautocrme様式により作用していることを示すた
めにPCI110を低酸素下で培養したときのconditionedmediaを正常酸素下のPCI゚ 10に加えた。conditioned

mediaの段階希釈を行うと濃度依存性にrandommotilityの亢進がみられ、その亢進は6PGA．E4Pを
    r

各々1000uM加えることで完璧に抑制された。
  HIF．1Q導入株のPCI・10凪2とPCI‐10m3では、正常酸素下で空ベク夕一導入株に比較し各々4．2
倍、3．9倍のrandommotiliぢ亢進がみられた。DominantnegativeHIF‐1a導入株では低酸素下における

randommotinり亢進が抑制された。

    考察

  酸素分圧の低い腫瘍では遠隔転移の頻度が高いとする報告は数多くある。しかし、低酸素が転移を

促進する機序はほとんど解明されていない。本研究では、低酸素下の腫瘍細胞ではAMF/PHIの発現が

増強しており、これにより運動能が亢進することを明らかにした。また、HIF-la導入株でAMF/PHI

の誘導とrandom motilityが亢進し、dominant negative HIF-la導入株では両者が抑制されることより、

AMF/PHIはHIF-1を介した転写調節を受けていると考えられた。

    結語

  低酸素によるAMF/PHIの発現増強は、原発巣によらず全ての癌細胞株でみられた。低酸素下にお

けるAMF/PHI発現とrandom motilityの亢進がdominant negative HIF-la導入株では抑制されたことより、

このHIF-1経路の阻害が転移の予防に有用である可能性が示唆された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Hypoxia enhances the expression ofautOCrinen10tility

f・aCtorandthen10tilityofhunlanpanCreatiCCanCerCeHS

    （ ヒ ト 膵 癌 細 胞 に お け る 低 酸 素 に よ る

    autOCrinemotilityfaCtor誘導と運動能の亢進）

  近年、原発巣の酸素分圧が低い腫瘍では遠隔転移の頻度が高いと報告されているが、
その機序は未だ明らかではない。本研究の目的は、ある程度の低酸素状態にある腫瘍
がどのように高転移能を獲得するかを解明することである。
  DNAマイクロアレイ法を用い、膵癌細胞株PCI-10における正常酸素分圧(21％02)
と低酸素分圧（1％02)における発現遺伝子の違いを検討したところ、解糖系・血管新
生系 を中心とした 遺伝子群が検 出された。そ の中のーっとし て解糖系酵素
phosphrohexose isomerase (PHI)活性を持ち、代表的なrandom motility刺激因子autocrine
motility factor (AMF)をコードする遺伝子(AMF/PHI)が検出された。ノーザンブロテイ
ング法で確認したところ、低酸素下における」¥MF/PHI mRNAの発現亢進は他臓器癌
を含め12株の全てでみられた。」WFレセプターは全ての癌細胞株で発現していたが、
低酸素による発現亢進はみられなかった。癌細胞株の運動能を金コロイド法で検討し
たところ、PCI-10では正常酸素下と比較し低酸素下では5.1倍のrandom motility亢進
がみられた。次に、PCI-10を低酸素下に置きAMF/PHIの特異的阻害剤6PGAまたは
E4Pを加えたところ、両者とも濃度依存性に阻害作用を示し1mMでは正常酸素下の
random motilityレベルまで抑制した。よって、低酸素下におけるrandom motility亢進
が´6心衄佃mの作用であることが確認された。さらに、randommotility亢進がautocrine
様式により作用していることを示すためにPCI‐10を低酸素下で培養したときの
Conditionedmediaを正常酸素下のPCI110に加えた。conditionedmediaの段階希釈を行
うと濃度依存性にrandommotilityの亢進がみられ、その亢進は6PGA・E4Pを各々1m
M加えることで完全に抑制された。
  次にAMF卵mの発現亢進が転写因子hypoxiainduciblefactor－1（mF‐1）を介するとい
う仮説を立て検討した。班F‐1は細胞が低酸素ヘ適応する時に中心的役割を果たすと
され、解糖系酵素・血管新生因子など様々な遺伝子の転写を促進するとされる。HIF―
1遺伝子導入株では正常酸素下においても」｀MF膚mmRNAの高発現が見られたが、
空ベクター導入株では発現に変化は無かった。DominantnegativeHIF・1遺伝子導入株
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では低酸素下におけるAMF/PHI mRNAの発現亢進が抑制され、正常酸素下での発現
レベルに留まった。金コロイド法により運動能を検討したところ、HIF-1遺伝子導入
株のPCI-10/H2とPCI-10/H3では、正常酸素下で空ベクター導入株に比較し各々4.2
倍、3.9倍のrandom motility亢進がみられた。Dominant negative HIF-1遺伝子導入株で
は低酸素下におけるrandom motility亢進が抑制された。
  口頭発表において、副査守内哲也教授よりAMFの解糖系酵素と運動因子としての
作用domainが違うか、AMFのプロモーター領域にHIF-1結合部位が存在するか、低
酸素において他の運動因子が亢進したかに関して質問があった。っづぃて、副査加藤
紘之教授より本実験モデルと癌患者における転移機序の解離の有無、臨床応用に向け
ての具体的な構想についての質問があった。また、主査葛巻より正常細胞における動
態、HIF-1経路におけるHSP-90遺伝子発現の検討の有無、血管新生阻害因子による
治療が低酸素を惹起し転移を亢進させる可能性があるかについての質問があったが、
申請者はおおむね妥当な回答をした。
  本研究は、腫瘍細胞を適度な低酸素状態に暴露することにより」¥MF/PHI遺伝子の
発現と運動能が亢進することを証明し、さらにAMF/PHI遺伝子はHIF-1を介した転
写調節を受けていることを示唆し、低酸素状態における転移亢進の機序のーっを解明
したことで高く評価される。また、Dominant negative HIF-1遺伝子導入株によるrandom
motiljtyの抑制効果により、今後はHIF-1経路の阻害が転移の阻止に有用であるかの
検討が期待される。  ′
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位な
ども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定し
た。


