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 要旨 

腫瘍中心部は血流が不十分で低酸素状態にあり、低酸素環境において癌細胞は抗癌剤耐性

を獲得することが知られている。今回、低酸素下における大腸癌細胞の耐性獲得の機序につ

いて検討した。大腸癌細胞株 (HT29, SW480) を低酸素下で培養すると、正常酸素下と比較

して、5-FUやオキサリプラチンに対する効果が減弱されたが、イリノテカンの活性型代謝産

物であるSN38の効果は、正常酸素下とほぼ同様であった。低酸素下においてHypoxia inducible 

factor (HIF)-1α の誘導が確認されたが、SN38を投与した場合、HIF-1αの発現が抑制されてお

り、HIF-1αは低酸素下での治療耐性獲得に重要な役割を果たしている可能性が考えられた。  
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序文 

 

【低酸素と癌細胞について】 

固形腫瘍の増殖・進展において、癌細胞に酸素・栄養素を供給するための血流の確保が必

要不可欠であり、腫瘍組織で様々な血管新生誘導因子が産生され、新生血管が発達する。し

かし、一般に新生血管は管腔構造が未熟であり腫瘍血管から新鮮な酸素を十分に供給できる

距離は血管壁から 100～150 μm以内に限られること、また腫瘍の増大に伴い腫瘍新生血管の

発達は不十分となることが多いことから、固形腫瘍の内部は安定した血流が得られず、慢性

的な低酸素状態に陥っていることが知られている。臓器により差があるものの、実際に多く

の固形腫瘍の中心部は酸素分圧の中央値が 10 mmHg以下であり、40～60 mmHgである正常

組織と比較し、明らかに低酸素状態であることが確認されている 1。  

低酸素環境下に置かれた細胞はHypoxia-inducible factor (HIF)-1αを高発現することが知ら

れている。HIF-1αは HIF-1βと二量体を形成し、核内に移行して様々な遺伝子の転写因子と

して作用し、血管新生の促進や治療抵抗性の獲得、浸潤能・転移能の亢進といった多様な機
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能や特性を獲得することが報告されている 2
 

3。治療抵抗性獲得の機序として、具体的には、

Bid, Baxなどのアポトーシス誘導タンパクの抑制による抗アポトーシス活性の獲得 
4
 
5
 
6
 
7、細

胞周期の停止 
8
 
9
 
10

 
11、解糖系亢進によるエネルギー代謝の変化やそれに伴う周囲の pH低下

等 
12

 
13

 
14

 
15

 
16が寄与していると考えられている。 

低酸素環境における大腸癌の5-FUやオキサリプラチンに対する治療抵抗性獲得については

既に知られており 
5
 
17、その原因としてアポトーシス誘導タンパクの抑制が報告されている 

4。

しかし、大腸癌治療に用いられる各抗癌剤の効果を、正常酸素および低酸素環境で比較検討

した報告はない。また、大腸癌の治療抵抗性のメカニズムとして細胞周期停止に注目した報

告も認められない。さらに、抗癌剤がHIF-1α発現に及ぼす影響についても未だ不明な点が多

い。 

大腸癌治療において、5-fluorouracil (FU) が最も一般的に用いられている抗癌剤であるが、

近年では、5-FUとオキサリプラチン (FOLFOX) またはイリノテカン (FOLFIRI) を併用した

治療プロトコールが使用されている。これらの治療プロトコールを選択する上で、腫瘍内部

の低酸素状態を評価し、低酸素により誘導される治療抵抗性を克服し得る薬剤の選定は重要
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な課題である。そこで、本研究では、上記大腸癌に対する治療薬として、実際の臨床におい

て主要な抗癌剤を用いて、正常酸素 (normoxia) および低酸素 (hypoxia) 環境下で抗腫瘍効果

について検討し、hypoxiaにおける治療抵抗性のメカニズムを明らかにすると同時に、腫瘍内

部がhypoxia環境にあると考えられる腫瘍に対する治療効果増強を得るための対策について講

じることを目的とした。 
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【本研究に至った経緯】 

上記のとおり、固形腫瘍である大腸癌は、増殖する過程で十分な血管新生の発達が伴わず、

中心部が低酸素状態に陥ることが多く、また、抗癌剤への治療抵抗性を示すことも多い。そ

こで、本研究では、2種類のヒト大腸癌細胞株 (HT29, SW480) を用い、大腸癌治療に一般的

に用いられる5-FU、オキサリプラチン、およびイリノテカン (本研究においてはイリノテカ

ンの活性型代謝産物であるSN-38を使用した) の抗腫瘍効果について、低酸素環境で検討し、

正常酸素 (normoxia) における効果と比較することにした。それによって、低酸素下における

抗癌剤抵抗性の機序を明らかにし、低酸素下における抗癌剤治療効果増強のための対策を講

じることができると考えた。 
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低酸素環境が大腸癌細胞の抗癌剤感受性に 

及ぼす影響に関する検討 

 

1. 背景と目的 

 

大腸癌は、欧米のみならず日本においても罹患率、死亡率の高い疾患である。大腸癌の治

療としては、根治的な外科的切除が第一選択であるが、遠隔転移や局所再発などを伴う進行

大腸癌症例に対しては、化学療法や放射線療法を組み合わせた集学的治療が行われている。

しかし、切除不能な進行再発大腸癌の生存期間は中央値 24カ月と短く 
18

 
19、現状では十分な

治療成績が得られていない。治療効果が限定される要因として、癌細胞における治療抵抗性

の獲得が挙げられる。したがって、この治療抵抗性のメカニズムを解明し、効率よく制御す

ることにより、化学療法の効果を持続・増強することができ、大腸癌患者の予後改善が期待

できるものと考えられる。 

治療抵抗性のメカニズムの一つとして低酸素環境による癌細胞の性質変化が注目されてい
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る 
2。癌細胞の増殖速度は正常細胞に比べて著しく速く、癌細胞に酸素・栄養素を供給する

ための血管新生の誘導が不可欠であるが、一定以上に腫瘍が増大すると、新生血管の形成が

相対的に不十分となり、低酸素状態に陥ることが解っている 1
 
20

 
21

 
22。低酸素環境下にある細

胞は、化学療法や放射線照射に対する治療抵抗性を獲得することが知られていたが、近年、

そのメカニズムとしてHypoxia-inducible factor (HIF)-1αの高発現が注目されている 
3。HIF-1α

は酸素濃度に関わらずPI3キナーゼ－AKT経路やMAPキナーゼ経路により産生されるが、

正常酸素分圧下ではプロリン残基がヒドロキシル化され、pVHL が認識することでユビキチ

ン化され速やかに分解される (図１) 
2。低酸素環境下ではプロリン残基がヒドロキシル化さ

れず、HIF-1αの分解が抑制されるため高発現となる。HIF-1αはHIF-1βと二量体を形成して

核内に移行し、遺伝子のhypoxia response element (HRE) に結合することで、転写因子として

機能することが知られている 
23。具体的には、Bid, Baxなどのアポトーシス誘導タンパクの

抑制による抗アポトーシス活性の獲得 
4
 
5
 
6
 
7、Cyclin D1抑制によるG0/G1期における細胞周

期の停止 
8
 
9
 
10

 
11など多岐にわたるが、大きく分類すると抗アポトーシス活性の獲得、エネル

ギー代謝の変化、血管新生の促進、浸潤能、転移能の獲得に分類され、抗癌剤や放射性治療
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から逃れ他臓器へ浸潤・転移し増殖する原因と考えられている 
2
 
24

 
25。 

実際に臨床検体を用いた研究においても様々な癌腫において HIF-1α の高発現は血管新生

や浸潤・転移に関与していると報告されている 
26。HIF-1αを抑制する治療薬の開発研究が進

められているが、現在のところ臨床応用可能な薬剤は存在しない 26
 
27

 
28。一方で、COX-2阻

害薬 
29

 
30

 や白血病の治療薬として用いられるイマチニブ 
31

 のように一般に使用されてき

た薬剤の中にもHIF-1αを抑制する効果を有すことが確認された薬剤があり、将来的な臨床応

用が期待されている。 

大腸癌においてもHIF-1α高発現は治療抵抗性・浸潤・転移に関与し、予後不良となる危険

因子の一つであることが報告されている 
32

 
33

 
34

 
35。低酸素環境において、大腸癌細胞はHIF-1α

を高発現し、アポトーシス誘導タンパクが抑制され、その結果、治療抵抗性や 4
 浸潤・転移

能を獲得することが報告されている 
36。しかし、大腸癌治療に用いられる抗癌剤が HIF-1α

発現に及ぼす影響に関する報告は存在せず、それぞれの抗癌剤の効果が低酸素環境下で異な

るかについては不明である。また、低酸素環境下における大腸癌の治療抵抗性の機序に細胞

周期分布への影響が関与するかについても十分に解明されていない。さらに、大腸癌治療薬
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として最も広く用いられる 5-fluorouracil (5-FU) に対する治療抵抗性には thymidylate synthase 

(TS), dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) 活性が重要であり (図2)、5-FUの targetとなる

TSや分解酵素であるDPD活性の高い腫瘍においては効果が減弱することが知られている。

しかし、これらの酵素活性が低酸素下でどのように変化するかについても報告されていない。 

そこで、本研究では、まず、1%酸素濃度で大腸癌細胞 (HT29, SW480) を培養し、その大

腸癌細胞にもたらす増殖能への影響を検討した。次に、大腸癌の治療薬として一般的に使用

される薬剤である 5-fluorouracil (5-FU)、オキサリプラチン、イリノテカンの活性型代謝産物

SN-38 を用いて、それぞれの抗癌剤の効果が低酸素環境下においてどのような影響を受ける

か、HIF-1αの発現にどのような影響を与えるか、そして、どのようなメカニズムが関与して

いるかについて検討を加えることとした。それによって、現在、大腸癌治療プロトコールと

して用いられているFOLFOX (5-FUとオキサリプラチンの併用) およびFOLFIRI (5-FUとイ

リノテカンの併用) の効果を予測し、優先すべき治療法の選択に役立てることを目指したい

と考えた。 
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図1  HIF-1αの正常酸素下と低酸素下における違い 

HIF-1αは正常酸素環境下では水酸化され速やかに分解されるが、低酸素環境下では分解さ

れずHIF-1βと二量体を形成して転写因子として作用する。 HIF, hypoxia inducible factor, PHD, 

prolyl hydroxylase, VHL, von Hippel-Lindau protein  HRE, hypoxia responsive element  
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図２ 5-FUの作用機序と代謝経路 

5-FUはTSを阻害することでDNA合成阻害し、効果を発揮する。一方でDPDにより分解され、

代謝される。そのため、TSやDPD活性の高い腫瘍においては5-FUの効果が減弱される。 

5-FU, 5-fluorouracil, DPD, dihydropyrimidine dehydrogenase, TS, tymidylate synthase, 

 FdUMP, fluorodeoxyuridylate, F-β-Ala, α-fluoro-β-alanine  



 14 

2. 実験方法 

 

2.1 細胞株と抗癌剤 

ヒト大腸癌細胞株であるHT29, SW480を Japanese Cancer Research Resource Bank (JCRRB)

より購入した。HT29は、44歳の白人人種女性の大腸癌 (腺癌) 由来の細胞株で p53はmutant 

(exon 8 codon273 (R→H))、SW480は、50歳の白人人種男性の大腸癌 (Dukes’ B、腺癌) 由来

の細胞で p53はmutant (exon8 codon273 (R→H), exon9 codon309 (P→S))である。 

抗癌剤は大腸癌治療薬として実臨床で広く使用されている薬剤である5-fluorouracil (5-FU、

分子式; C4H3FN2O2)、オキサリプラチン (oxaliplatin、分子式; C8H14N2O4Pt)、SN38 (分子式; 

C22H20N2O5) を使用した。5-fluorouracilはピリミジン系代謝拮抗剤、オキサリプラチンはプラ

チナ製剤でありSigma Aldrich (St Louis, MO, USA) より購入した。SN38はトポイソメラーゼ

I 阻害薬であるイリノテカン (irinotecan、分子式; C33H38N4O6) の代謝産物であり Toronto 

Research Chemicals (North York, Ontario, Canada) より購入した。 
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2.2培養方法と低酸素環境 

5％胎児ウシ血清 (Fetal calf serum, FCS) 添加RPMI1640培養液 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, 

USA) に抗菌剤/抗真菌剤 (100 U/ml penicillin G, 100 μg/ml streptomycin sulfate, 250 ng/ml 

amphotericin B; Life Technologies, Grand Island, NY, USA) を加えた培地 (以後 5％FCS/RPMI

と記載) にて37℃にて培養し実験を行った。 

低酸素環境の作製には、図 3 に示すマルチガスインキュベーター (BIOLABO Multigas 

Incubator; JUJI FIELD, Japan) を用いた。通常のインキュベーターでは二酸化炭素ガスを用い

て20%酸素、5％二酸化炭素、75%窒素濃度になるように調節するのに対し、マルチガスイン

キュベーターは窒素ガスを用いて酸素濃度調節を行うことが可能であり、今回は 1% 酸素、

5％二酸化炭素、94％窒素濃度となるように調整を行い、培養、実験を行った。 
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図 3 正常酸素用のインキュベーターと低酸素用のインキュベーターの違い 

低酸素用のインキュベーターには二酸化炭素に加えて窒素ガスを注入することが可能で  

あり、1%酸素濃度に調節することが可能である。 

 

2.3 低酸素環境が細胞増殖に及ぼす影響の検討 

 細胞増殖能については、Trypan blue 染色した細胞数を計測して評価した。複数の 6-well 

flat-bottomed plates に2x10
5
 個/ well の大腸癌細胞株 (HT29, SW480) を分注し、それぞれを

24時間 正常酸素下にて培養した後に、正常酸素下・低酸素下において 24時間、48時間、72

時間培養し、Trypan Blue (Gibco, Grand Island, NY, USA) にて染色後、生細胞数を光学顕微鏡
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で計測した。これらはすべてTriplicate (3 wells) で行い、正常酸素下・低酸素下での培養開始

時の細胞数をコントロールとし、コントロールに対する比率として平均値および標準偏差を

提示した。 

  

 2.4 抗癌剤が細胞増殖に及ぼす影響の検討 

 標識細胞の蛍光強度を蛍光測定装置にて測定する方法を用いた（図 4）。96-well flat-bottomed 

plateに5x10
3 
cells/wellの大腸癌細胞株 (HT29, SW480) を加え、正常酸素下にて 24時間培養

した後に、正常酸素下・低酸素下に 24時間培養した。その後、5-FU (0, 2.5, 5, 10, 20, 40 μM)、

オキサリプラチン (0, 2.5, 5, 10, 20, 40 μM)、またはSN38 (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 μM) を添加して 48

時間培養したのちに、1 μlのカルセイン－AM (calcein tetraacetoxymetyl ester solution; Sigma 

Ardrich, St Louis, MO, USA) を添加して30分培養後にTera scan VP (Minerva Tech, Tokyo, 

Japan) にて蛍光強度を測定した。これらもすべて 3 wells で行い、抗癌剤を投与しない状態

で培養したコントロール細胞に対する比率として検討を行った。 
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図 4 カルセイン－AMによる細胞数の評価 

カルセイン－AMを投与すると生細胞にのみ取り込まれる。取り込まれた蛍光の強度を 

Tera scan VPにより測定することで細胞数の評価を行った。 

 

2.5 アポトーシスの測定‐フローサイトメトリー法 

 アポトーシスの評価は、Annexin V/PIの二重染色を用い、フローサイトメトリーにて解析

した (図 5) 。6-well plateを用いて、前述のように正常酸素 24時間、正常酸素／低酸素24時

間培養後、抗癌剤 (5-FU、オキサリプラチン、SN38) を添加し 48 時間培養した。細胞を回

収し、PBSで洗浄した後、FITC標識Annexin VおよびPropidium Iodide (PI) (Annexin V, FITC 
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Apoptosis Detection Kit; BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) にて染色を行った。フローサイト

メトリー法を用いて測定し、Annexin V陰性／PI陰性の分画を生細胞、Annexin V陽性の分画

をアポトーシス細胞集団と判定した。 

 

 

図 5 アポトーシスの評価 

Annexin V/PIの二重染色を用い、フローサイトメトリーにて解析した。Annexin V陰性/PI陰

性細胞を生細胞、Annexin V陽性/PI陰性細胞を early apoptosis細胞、Annexin V陽性/PI陽性細

胞を late apoptosis細胞、Annexin V陰性/PI陽性細胞をnecrosis細胞と判定し、青枠部のAnnexin 

V陽性細胞をアポトーシス細胞としてその割合を計測した。 
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2.6 細胞周期の測定‐フローサイトメトリー法 

 細胞周期の解析はフローサイトメトリーにて行った。6-well plateを用いて、アポトーシス

の測定と同様に培養し、抗癌剤 (5-FU、オキサリプラチン、SN38) を添加して 48 時間後に

測定を行った。細胞を回収し、PBSで洗浄した後、Cycle TEST PLUS DNA Reagent Kit (BD 

Pharmagen, San Jose, CA, USA) を用い、核内のDNAをPIにて染色した。フローサイトメト

リー法を用いて測定し、sub-G1期、G0/G1期、S期、G2/M期の割合を計測した (図6) 。 

 

図 6 細胞周期の評価 

Cycle TEST PLUS DNA Reagent Kitを用い、核内のDNAをPIにて染色してDNA量を測定し、

Sub G1期、G0/G1期、S期、G2/M期の細胞の割合を計測した。 
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2.7 Western blottingによるタンパク発現の検討 

 HIF-1αの発現、G0/G1期からS期への移行に関わる因子 (図 7) 、5-FUに対する治療抵抗

性に関わる因子であるTS, DPD活性について検討するためにWestern blottingによるタンパク

発現の検討を行った。 

Subconfluent の状態の大腸癌細胞株 (HT29, SW480) を正常酸素下に 24 時間培養後、正常

酸素／低酸素下で 24時間培養し、抗癌剤 (5-FU 40 μM, オキサリプラチン 20 μM, SN38 0.1, 

0.2, 0.5 μM) を添加して24時間培養した。培養終了後、培地を除去してPBSで3回洗浄した

後、1% Triton Xおよびプロテアーゼ阻害剤を含む溶解液を加えて氷上で１時間静置し、癌細

胞を溶解した。溶解液を遠心し、上清の蛋白濃度を 2 mg/ml に調整した。蛋白抽出液に 2%

のメルカプトエタノール を加え、100℃で 5分間煮沸した。 

電気泳動は、必要に応じて15%あるいは7.5％ polyacyrylamideゲルを用いて行った。Hybond 

ECL ニトロセルロース膜  (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England) に転写し、

5% スキムミルクにて非特異的結合のブロッキングを1時間行った後、マウス抗HIF-1αモノ

クローナル抗体 (54/HIF1-α；Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA、250倍で使用) 、ウサギ抗
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Cyclin D1ポリクローナル抗体 (clone H-295；Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA、

200倍希釈で使用) 、マウス抗Cyclin Eモノクローナル抗体 (Santa-Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA、200 倍希釈で使用) 、ウサギ抗 CDK2 ポリクローナル抗体 (Santa-Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA、200倍希釈で使用) 、ウサギ抗CDK4ポリクローナル抗

体 (Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA、200倍希釈で使用) 、ウサギ抗P21ポリク

ローナル抗体 (Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA、200倍希釈で使用) 、ウサギ抗

P27ポリクローナル抗体 (Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA、200倍希釈で使用) 、

マウス抗Thymidylate Synthaseモノクローナル抗体 (TS106；Abcam, Cambridge, UK、1000倍

希釈で使用) 、マウス抗DPDモノクローナル抗体 (Abcam, Cambridge, UK、1000倍希釈で使

用) または抗β-actinモノクローナル抗体 (clone A-15, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA、

10000倍希釈で使用) をそれぞれ加えて、一晩反応させた。洗浄した後、Horseradish peroxidase 

(HRP) 標識抗ウサギ (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, USA) 、もしくは抗マウス IgG 

(Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, USA) を各々二次抗体として反応させた。その後、

ECL detection system (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England) を用いて現像し
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た。 

 

 

図 7 G0/G1期からS期への移行に関わる因子 

G0/G1期からS期への移行を促進する因子としてCyclin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4が   

挙げられ、移行を抑制する因子としてP21, P27が挙げられる。 

 

2.8 統計学的解析 

 統計学的有意差の検定にはStudent’s t testを用いた。P値が 0.05以下を統計学的に有意とし

た。
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3. 実験結果 

 

3.1 低酸素下培養による大腸癌細胞株の増殖能変化 

大腸癌細胞株 (HT29, SW480) の増殖能を低酸素下 (1% O2) および正常酸素下 (20% O2) 

で比較した結果を図8に示した。大腸癌細胞株 (HT29, SW480) は低酸素環境下では正常酸素

下と比較して増殖能が抑制された。HT29, SW480いずれにおいても低酸素環境下では培養後

72時間での細胞数は正常酸素下の半数以下であった。 

 

図 8 低酸素下培養における大腸癌細胞の増殖能変化 
37

 

正常酸素／低酸素下で大腸癌細胞株 a) HT29, b) SW480を24時間、48時間、72時間培養後、

細胞数をカウントした。低酸素環境では正常酸素環境に比較して細胞増殖能が有意に抑制 

された (※；P<0.05)  
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3.2 低酸素環境下において抗癌剤が増殖能に及ぼす影響の変化 

大腸癌細胞 (HT29, SW480) に抗癌剤 (5-FU、オキサリプラチン、またはSN38) を添加し、

正常酸素／低酸素環境下で培養した際の増殖能の影響を図 9に示した。正常酸素下では5-FU

作用によりHT29細胞の増殖が抑制されたが、低酸素下では増殖抑制効果が見られず、SW480

細胞でも同様の結果であった。オキサリプラチンに関しても同様で、正常酸素下ではオキサ

リプラチンにより大腸癌細胞株 (HT29, SW480) の増殖が抑制されたが、低酸素下では増殖抑

制効果が減弱した。  

一方でSN38投与下では、正常酸素下においても低酸素下においてもHT29細胞の増殖抑

制効果に変化は見られなかった。SW480細胞に関しても同様で、低酸素下においてSN38の

増殖抑制効果はやや減弱したが、正常酸素下と同様に増殖抑制効果が認められた。 
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図 9 大腸癌細胞の増殖に及ぼす抗癌剤の影響―正常酸素下および低酸素下の比較 
37

 

カルセイン蛍光強度の測定により、正常酸素／低酸素下における抗癌剤の大腸癌増殖能に

及ぼす影響を測定した。5-FUは正常酸素下では a) HT29細胞ならびに b) SW480細胞の増殖

を抑制したが、低酸素下では増殖抑制効果が減弱した。また、オキサリプラチンに関しても

同様で、c) HT29細胞ならびに d) SW480細胞の増殖抑制効果は低酸素下で減弱が見られた。

一方でSN38投与下においては、e) HT29細胞の増殖抑制効果は低酸素下においても認めら

れ、f) SW480細胞に関しても低酸素環境において軽度減弱したものの、増殖抑制効果は認め

られた。 

 

3.3 抗癌剤のアポトーシス誘導効果に及ぼす低酸素環境の影響 

低酸素環境における抗癌剤の効果減弱の機序を解明するために、まず、アポトーシス誘

導への影響について検討した (図 10) 。フローサイトメトリーにてAnnexin V陽性細胞をア

ポトーシスと判断し、その割合を計算した。HT29細胞では正常酸素環境下において 5-FU (10 

μM) 、オキサリプラチン (10 μM) 、SN38 (1 μM) 投与群では大腸癌細胞株 (HT29, SW480) の

アポトーシス誘導効果を認めた。一方で低酸素環境下においてはオキサリプラチンのアポト

ーシス誘導効果の減弱が認められた (16.0 ± 1.9％ vs. 10.1 ± 1.7％、P = 0.02) 。5-FUに関して

は有意差を認めないものの、低酸素環境下においてアポトーシスの割合は減少した (14.6 ± 
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4.4％ vs. 9.5 ± 2.1％、P = 0.08) 。しかし、SN38に関しては低酸素環境下においても正常酸素

下と同様にアポトーシスが誘導され、低酸素による SN38 の効果減弱は認められなかった 

(25.2 ± 7.2％ vs. 26.2 ± 4.1％、P = 0.84) 。 

SW480 細胞に関しても同様の結果が得られ、低酸素環境下においては 5-FU、オキサリ

プラチンのアポトーシス誘導効果の減弱が認められた (5-FU；37.8 ± 3% vs. 14.3 ± 1.4％、P = 

0.0002、オキサリプラチン；30.9 ± 4.2％ vs. 19 ± 6.3%、P = 0.03) 。しかし、SN38に関しては

低酸素環境下においても正常酸素下と同様にアポトーシスが誘導された (40.5 ± 2.3％ vs. 

44.5 ± 3.4％、P = 0.17) 。 
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図 10 抗癌剤のアポトーシス誘導効果に及ぼす低酸素の影響 
37

 

a) HT29細胞では、オキサリプラチンのアポトーシス誘導効果は低酸素下では減弱したが、

SN38の効果は低酸素の影響を受けなかった。b) SW480細胞でも同様の影響が認められ、  

低酸素下で 5-FU、オキサリプラチンのアポトーシス誘導効果が減弱したが、SN38の効果に

は影響しなかった。 (*：P<0.05)  
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3.4 抗癌剤投与による細胞周期分布に及ぼす低酸素の影響 

 次に、抗癌剤投与による細胞周期分布に及ぼす低酸素の影響について検討を行った (図

11) 。抗癌剤を投与しない状況 (コントロール) では、正常酸素下に比較して低酸素下でわず

かにG0/G1期が増加する傾向にあった (正常酸素 対 低酸素；HT29；61.3 ± 1.8％ vs. 66.0 ± 

3.4％, P = 0.06,  SW480；67.6 ± 0.7％ vs. 74.4 ± 1.3%, P = 0.002) 。 

正常酸素下において大腸癌細胞株 (HT29, SW480) に5-FU (5 μM) 、SN38 (0.5 μM) を投与

した場合は、S期細胞の割合が増加し、オキサリプラチン (5 μM) 投与ではS期およびG2/M

期の割合が増加した。一方で、低酸素下で誘導されたG0/G1期細胞の割合増加は、抗癌剤投

与時にも認められ、それに伴い、正常酸素下で 5-FUやオキサリプラチン投与時に見られたS

期や G2/M期細胞の割合増加は減弱した。一方で SN38投与時には低酸素下でも、正常酸素

下と同様にHT29細胞のS期細胞の割合増加が認められた。SW480細胞では、正常酸素下ほ

どのG0/G1期細胞の増加は認められなかったものの、低酸素下でのSN38投与時にS期細胞

の割合増加効果は減弱した。 
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図 11 低酸素環境および抗癌剤投与が細胞周期分布に及ぼす影響  

a) 抗癌剤を投与しない状況において (control)、低酸素下でG0/G1期の割合はわずかに増加

した。正常酸素下では 5-FU (5 μM) 、およびオキサリプラチン (5 μM) 投与によりS期なら

びにG2/M期細胞の割合が増加したが、低酸素ではG0/G1期細胞の割合が増加し、効果の減

弱が認められた。一方、SN38 (0.5 μM) 投与により正常酸素下で認められたS期細胞の割合

増加は、低酸素下でも同様に認められた。b) SW480細胞でもほぼ同様の結果であったが、

SN38投与により認められたS期細胞の割合増加も、低酸素下では減弱した。 
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3.5 大腸癌細胞のHIF-1α発現に及ぼす低酸素および抗癌剤投与の影響 

 低酸素下に置かれた細胞の多くはHIF-1αを発現し、癌細胞の場合は、このHIF-1α発現が

治療抵抗性の獲得に関与すると指摘されている。そのため、低酸素および抗癌剤投与が大腸

癌細胞のHIF-1α発現に及ぼす影響についてWestern blottingで検討した。図12に示すように、

正常酸素下で培養した大腸癌細胞株 (HT29, SW480) がほとんどHIF-1αを発現しないのに対

して、低酸素下ではHIF-1αが発現した。低酸素下でSN38を作用した場合、両細胞株におい

てHIF-1α発現が減少した。一方で、5-FU (40 μM) 、およびオキサリプラチン (20 μM) を作

用させた際、HIF-1αの減弱は起こらず、オキサリプラチン投与ではむしろHIF-1αの発現が

増強した。 
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図 12  大腸癌細胞のHIF-1α発現に及ぼす低酸素環境、および抗癌剤投与の影響 
37

 

a) HT29細胞では、低酸素下でHIF-1α発現の増強が認められ、同環境でのSN38投与により、

その発現は減弱した。一方、5-FU (40 μM) 投与はHIF-1α発現に影響せず、オキサリプラチ

ン (20 μM) 投与により、低酸素下でのHIF-1α発現は増強した。b) SW480でも同様に、低酸

素下で発現したHIF-1αは、5-FUやオキサリプラチンでは抑制されず、SN38投与下では減弱

した。 
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3.6 低酸素環境および抗癌剤投与が細胞周期分布に及ぼす影響―HT29および SW480 の比

較 

SN38にHIF-1αの抑制作用があることを確認したが、SN38投与が細胞周期分布に及ぼす影

響については、HT29細胞とSW480細胞で異なっていた。低酸素環境において癌細胞のG0/G1

期細胞周期停止を認め、G0/G1期細胞の割合が増加したが、SN38投与下ではSW480細胞に

おいてのみG0/G1細胞の割合の増加が認められ、HT29細胞では認められなかった。そのた

め、図7に示すように細胞周期移行、特にG0/G1期よりS期への移行に重要な調節因子であ

るCyclin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4, P21, P27の発現について検討を行った (図13) 。しかし、

両細胞におけるCyclin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4, P21, P27の発現につき明確な差は見出せな

かった。 
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図 13 G0/G1期よりS期への移行の調節因子発現に及ぼす低酸素環境および SN38の影響 

―HT29および SW480の比較 

両細胞におけるCyclin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4, P21, P27の発現につき明確な差は認めら

れなかった。 
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3.7 Thymidylate synthase (TS) と dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) の発現に及ぼす低

酸素環境の影響 

 5-FUの代謝に関与する dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) 、また5-FUの作用機序に重

要なThymidylate synthase (TS) の発現変化は、5-FUに対する治療抵抗性を引き起こすことが

あるため、低酸素下におけるこれらの酵素の発現変化について検討を行った (図14) 。TS活

性、DPD活性はHT29, SW480いずれの細胞においても低酸素による影響は認められなかっ

た。 



図 14 TS, DPD活性に及ぼす低酸素環境および SN38の影響 

TS, DPD活性は低酸素環境下において変化を認めなかった。 
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4. 考察 

本研究にて大腸癌細胞株 (HT29, SW480) は、低酸素下 (1% 酸素下) において 5-FUやオ

キサリプラチンに対する治療抵抗性を獲得し、抗腫瘍効果が減弱することを確認した。すな

わち、正常酸素環境では、5-FU、およびオキサリプラチン投与により大腸癌細胞株の増殖は

抑制されたが、低酸素下ではその抑制率は低下した。一方、イリノテカンの活性代謝物であ

るSN38の抗腫瘍効果は、低酸素環境の影響を受けないことを確認した。 

大腸癌を含む多くの固形腫瘍は、増殖に伴い、中心部が低酸素環境に陥ることが知られて

おり、それによって治療抵抗性を獲得する癌細胞が治療を困難にしていると考えられている。

したがって、低酸素環境での抗癌剤抵抗性を克服できれば、大腸癌化学療法の成績向上につ

ながると考えられる。低酸素下での抗癌剤耐性の機序を検討するため、上記、低酸素環境で

抗腫瘍効果が減弱した 5-FU とオキサリプラチン、および低酸素環境でも効果が認められた

SN38の抗腫瘍効果の機序について比較検討した。 

最初にアポトーシス誘導について検討したところ、正常酸素下では、5-FU、オキサリプラ

チン、および SN38 はいずれも大腸癌細胞のアポトーシスを誘導した。一方で低酸素環境下

では、5-FU、オキサリプラチン投与時にアポトーシス誘導効果は認められなかった。大腸癌
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細胞において低酸素下では Bid、およびBaxの発現が減弱し、その結果、アポトーシス誘導

効果が減弱することが報告されている 4。これまでの報告と同様、低酸素下では 5-FUおよび

オキサリプラチンのアポトーシス誘導効果の減弱を認めたが、SN38 の効果には影響は見ら

れなかった。 

また、抗癌剤効果による細胞周期分布に及ぼす低酸素環境の影響について検討した。低酸

素下において、細胞周期が停止し、G0/G1期の細胞が増加することが報告されているが 
8
 
9
 
10

 

11、本研究においてもわずかにG0/G1期の細胞割合が増加した。正常酸素下で 5-FU、および

オキサリプラチンを投与した際、それぞれ S 期、G2/M 期の細胞割合の増加を認めたが、低

酸素下ではいずれもG0/G1期細胞割合の増加が見られ、これらの抗癌剤の効果が低酸素下で

減弱することが分かった。これまでに口腔癌や卵巣癌においてG0/G1期の細胞割合が増加し、

その結果、抗癌剤の抗腫瘍効果が減弱されることが報告されているが 
38
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 大腸癌について検

討した報告はなく、本研究では大腸癌細胞においても低酸素環境で誘導されるG0/G1期細胞

周期停止が抗癌剤の細胞周期に及ぼす影響を減弱させることを確認した。 

低酸素環境における治療抵抗性にはHIF-1αが寄与していることが報告されており 2, 23、低
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酸素環境や抗癌剤投与がHIF-1α発現に及ぼす影響について検討した。これまでの報告どおり、

大腸癌細胞株 (HT29, SW480) を低酸素下で培養すると HIF-1α が高発現した。低酸素下で

5-FUやオキサリプラチンを投与しても HIF-1αの発現は減弱せず、オキサリプラチン投与で

はむしろHIF-1α発現は増強した。オキサリプラチン投与がHIF-1α発現に及ぼす影響につい

ての報告はないが、放射線治療や炎症性変化など低酸素以外の刺激により誘導されるHIF-1α

発現増強が治療抵抗性の原因になり得ることが報告されている 40, 41。したがって、オキサリ

プラチン投与に際してもHIF-1α発現増強が治療抵抗性に関与している可能性が示唆された。

一方で、低酸素下でSN38を投与した場合、HT29, SW480いずれの細胞においてもHIF-1α発

現が減弱した。低酸素下では HIF-1α発現を介して抗アポトーシス活性や G0/G1 期細胞周期

停止が誘導されることが報告されており 4
 
9、SN38は低酸素下でのHIF-1α発現を抑制するこ

とで、抗アポトーシス活性やG0/G1期の細胞周期停止作用を減弱し、低酸素下においても正

常酸素下と同等の抗腫瘍効果を発揮した可能性があると考えられた。ただし、SN38がHIF-1α

抑制効果を介して低酸素環境のアポトーシスや細胞周期への影響を減弱させたかどうかにつ

いて正確に評価するためには HIF-1α ノックダウンや過剰発現細胞を用いた検討を行う必要
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がある。 

細胞周期分布に対するSN38の効果は細胞株によって異なることが確認された。すなわち、

今回の検討に用いた2種類の細胞株のうち、SW480細胞ではSN38作用によりG0/G1期細胞

割合の増加を認め、正常酸素下と同様に S 期細胞の割合増加が減弱したが、HT29 細胞では

SN38 作用による G0/G1期細胞割合の増加を認めなかった。低酸素下での SN38 投与で認め

た G0/G1期細胞周期停止の機序を検討するために G0/G1期から S期への移行に重要な調節

因子であるCyclin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4, P21, P27発現変化についてWestern blotting法で

解析した。本研究においてSN38投与下におけるCyclin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4, P21, P27

発現変化についてHT29細胞と SW480細胞の間には明確な変化を見いだせなかった。また、

低酸素下で G0/G1期細胞の割合が増加 (G0/G1 細胞周期停止) する機序の一つとしてCyclin 

D1の抑制が指摘されているが 
9、本研究においては低酸素下でのCyclin D1の発現にも明ら

かな変化は認められなかった。細胞周期の制御にはp53が重要な因子として挙げられ、Cyclin 

D1, Cyclin E, CDK2, CDK4, P21, P27発現や機能に影響を及ぼしていると考えられるが 42、

HT29とSW480はともにp53 mutant細胞であり、そのためにCyclin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4, 
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P21, P27を正確に評価できていない可能性が考えられた。また、細胞周期の制御経路は単一

ではなく、細胞によっても異なるため 43、本検討で SN38 が細胞周期に及ぼす影響が両細胞

について異なる原因の評価を困難にしたものと思われる。低酸素環境における細胞周期への

影響に関して、多くは HIF-1α発現の関与が確認されているが、HIF-1αと独立した機序も報

告されている44
 
36。SN38は本研究で用いた両細胞のHIF-1α発現を抑制することが分ったが、

低酸素下でのSN38投与によりSW480細胞でのみG0/G1期細胞の割合増加がみられたため、

HIF-1αとは独立した機序が関与しているものと推測された。 

一般的に切除不能大腸癌に対する化学療法として 5-FU、ロイコボリンに加えてオキサリプ

ラチンを併用する FOLFOX療法 45ならびにイリノテカンを併用する FOLFIRI療法 46が広く

用いられており、両者において奏功率は同等とされている。一方で術後の補助化学療法とし

て用いる場合にはオキサリプラチンを加えた化学療法の有用性が確認されているが 47
 

48
 

49、

イリノテカンに関しては再発予防には寄与しなかったとする報告がある 50
 

51。その理由は明

らかになっていないが、本研究においてイリノテカンの代謝産物であるSN38はHIF-1αの発

現抑制効果を有しており、腫瘍が大きく内部が低酸素であると予想されるような腫瘍に関し
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ては FOLFOXよりも FOLFIRIの抗腫瘍効果が期待できるが、術後補助化学療法のように腫

瘍が肉眼で確認できないほど非常に小さい腫瘍に関しては FOLFOX の方が強い効果を期待

できる可能性が考えられた。 

今回の検討でも示したとおり、HIF-1α 発現は抗癌剤耐性の原因になり得ることから、

HIF-1α阻害薬と併用することで抗癌剤の効果を増強できる可能性がある。しかし、現在のと

ころHIF-1α阻害薬については臨床応用されているものはなく、一般臨床で使用される薬剤で

HIF-1α 抑制作用を有すると報告されているものは今回の検討で用いたイリノテカンならび

にセツキシマブの 2剤のみである 52
 
53

 
54。副作用の観点から一次治療として FOLFOXが用い

られることが多いが、腫瘍が非常に大きく内部が低酸素であると予想されるような腫瘍に関

してはFOLFIRIの方が高い治療効果が得られる可能性があり、今後の検討課題であると考え

られた。また、原発巣でHIF-1αが高発現する腫瘍は転移巣でもHIF-1αが高発現している可

能性が高いとする報告があり 55、術後再発症例でHIF-1αが高発現していることが分かってい

る腫瘍に関してもFOLFIRIやセツキシマブを加えた治療が有効である可能性があり、今後の

検討が必要である。 
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低酸素下にある癌細胞は治療抵抗性を獲得するのみならず、浸潤・転移能を獲得するこ

とが報告されている 24
 
25

 
36。低酸素下では正常酸素に比べて増殖速度は遅いが、治療抵抗性

を獲得して死滅せず、他臓器に転移して増殖するものと考えられる。直腸癌に関しては術後

の局所再発の減少効果が期待できることから術前に化学放射線療法を行うことが多いが 56
 
57

 

58、化学放射線療法の場合、手術までに約3か月の期間があり、原発巣が縮小したにも関わ

らず、その間に遠隔転移を認める場合がある。HIF-1α抑制により転移が制御できる可能性も

あり、術前化学放射線療法にイリノテカンを加えることで得られる効果についても検討が必

要であると考えられた。 

現在、HIF-1α阻害薬で臨床応用可能な薬剤はなく、一般臨床で用いられる薬剤でHIF-1α

抑制作用を有する薬剤を同定することは非常に重要である、と考えられた。今後、さらなる

検討を加えることによって、HIF-1αを対象とした新しい治療法の開発につながると考える。 
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5. まとめ 

 低酸素環境の大腸癌に及ぼす影響を検討し、以下の結論を得た。 

1) 低酸素環境により、細胞の増殖能は低下した。 

2) 低酸素環境により 5-FUやオキサリプラチンの効果は減弱したが、SN38に対する効

果に及ぼす影響は軽度であった。 

3) 低酸素環境下において、抗アポトーシス活性やG0/G1期細胞周期停止を示すことが

知られており、5-FUやオキサリプラチンの効果が減弱する原因と考えられた。 

4) 低酸素環境によりHIF-1αが高発現するが、SN38投与下ではその発現が抑制された。 

  

本研究が発端となり、HIF-1α の抑制メカニズムがさらに解明され大腸癌に対して HIF-1α

の発現を考慮した化学療法の選択が行われるようになることを期待する。 
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