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研究成果の概要（和文）：本研究は細胞の新たな酸性環境適応機構としてのlysosomal exocytosisの普遍的重要
性の解明を目的として行った。その成果として、酸性環境下で起きるPRL3の発現上昇がlysosomal exocytosisの
惹起に重要であることを見つけ、悪性がん細胞で起きているPRL3の過剰発現が本来細胞が有する、生理的な酸性
環境適応の一端であることが明らかとなった。また標的既知の化合物ライブラリーを用いたスクリーニングよ
り、悪性がん組織で活性化しているシグナル伝達経路の重要性も明らかにしつつあり、合わせてlysosomal 
exocytosisの普遍的重要性の解明に寄与できたと位置づけられる。

研究成果の概要（英文）：We found that increased PRL3 expression under acidic conditions is important
 for the induction of lysosomal exocytosis, and that the overexpression of PRL3 in malignant cancer 
cells is part of the physiological adaptation to the acidic environment. In addition, from chemical 
screening using compounds with known targets we also revealed the importance of signaling pathways 
that are activated in malignant cancer tissues. 

研究分野： 医化学関連

キーワード： 酸性環境適応　lysosomal exocytosis　PRL　リソソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりlysosomal exocytosisの普遍的重要性を明らかにでき、酸性環境適応の理解が大きく進んだと考え
られる。今後さらに多様な生物種においても同様の仕組みで酸性環境適応が行われているかなど、研究を展開さ
せてゆくことで地球上の生命に共通した、さらに「普遍的」な重要性についても明らかにしてゆけると期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞は常に様々な環境の変化を「ストレス」として感知、応答し、それに適応することで細胞

としての機能を維持している。このようなストレスの感知・応答機構の研究は酸化ストレスや低
酸素ストレスについて研究が進んでおり、それぞれの応答に必須の転写因子として NRF2 およ
び HIF-1 が同定されている。一方、pH もまたその変動は細胞にとってストレスとなることは広
く知られており、各種生化学反応の根源的パラメータであるにも関わらず、細胞が pH の変化を
感知、応答する仕組みはよくわかっていない。腫瘍内の酸性環境に対する適応機構については注
目されており、これまで細胞内の一般的な pH 制御分子として同定されてきた Na+/H+交換体
（NHE）やモノカルボン酸輸送体（MCT）、炭酸脱水素酵素（CA）などに着目した研究が進めら
れてきた。これらの分子についてはヒトがん組織での高発現やがん細胞増殖への重要性等が報
告されている一方、Na+/H+の 1:1 交換体である NHE は原理的に悪性腫瘍内で生じる pH 6.5 やそ
れ以下の強く酸性化された環境では H+を排出できず（Dascalu, FEBS Lett 1991 など）、他の分子
もエネルギー的に不利な状況に逆らった H+排出に適さない。このため、既存の分子群では悪性
腫瘍内での酸性環境への適応が説明できず、全く新たなメカニズムの発見が必要と考えられて
いた。 
 私は転移性ヒト大腸がんなど、各種悪性ヒトがん組織で高発現している PRL にフォーカスし
た研究を行っている。これまでその成果として、PRL は Mg2+排出トランスポーターCNNM と直
接結合しそのはたらきを阻害することや、この阻害が PRL によるがん悪性化に重要であること
などを明らかにしてきた（J . Clin. Invest. 2014; EMBO Rep. 2016 など）。さらに PRL を高発現す
る細胞を用いて細胞レベルでの PRL の機能を調べていたところ、PRL 高発現細胞では環境 pH
に対する応答性が変化していた。すなわち、通常の細胞が私たちの体内の細胞外環境として知ら
れる pH 7.4 前後で最も盛んに増殖するのに対して、PRL 高発現細胞では最も増えやすい「至適
pH」が腫瘍組織内など、病的な環境でしか見ることのできない pH 6.5 の弱酸性条件へとシフト
していた。 
 さらにこの仕組みを追究したところ、PRL 高発現細胞ではリソソームの動態が変化しており、
リソソームが細胞膜と融合し、高濃度の H+などリソソーム内腔の物質を細胞外へと放出する
「lysosomal exocytosis」が活性化していることを明らかにした。細胞が低 pH 環境に応答、適応
する新しい仕組みと考えられ、この lysosomal exocytosis の分子機構と、その酸性適応における種
を超えた重要性を明らかにすることで、この現象の pH ストレス応答機構としての普遍的重要性
を明らかにできると思われた。 
 
２．研究の目的 
本研究では上述の予備的実験結果に立脚して、酸性適応における lysosomal exocytosis の分子メ
カニズム、およびそのがん種・生物種を超えた普遍的な重要性を明らかにすることを目的と定め
た。Lysosomal exocytosis を介した H+の細胞外放出は V-ATPase による ATP 加水分解エネルギー
をその原動力としている。つまり上述の NHE などでは H+の放出が不可能である、強く酸性化さ
れた悪性腫瘍内でも H+排出が可能であり、酸性適応機構の解明に支障となっていた一つの重要
課題に答えるものである。 
 
３．研究の方法 
（１）ノックダウン・ノックアウト細胞株の樹立 
ノックダウン細胞株は、標的遺伝子に対する shRNA を安定発現させることで作成した。標的

遺伝子に対応する配列を組み込んだ pLKO.1 puro（大阪大学大学院医学系研究科・附属共同研究
実習センターより供与）を HEK293T 細胞に遺伝子導入することでレンチウィルスを作らせ、そ
の後各種培養細胞に感染させることによって目的の細胞株を樹立した。 
ノックアウト細胞株は CRISPR/Cas9 法によって行っている。標的配列を挿入した LentiCrispr 

v2 を HEK293T 細胞に遺伝子導入することでレンチウィルスを作らせ、その後各種培養細胞に感
染させた。その後、限外希釈によって各細胞を分取し、ウェスタンブロットやゲノム DNA 解析
により標的遺伝子のノックアウトを確認したものを以降の実験に使用した。 
 
（２）至適 pH の評価 
 各 pH に固定した培地は、DMEM 培地に 25 mM HEPES を加えた後、HCl または NaOH を用

いて目的の pH に調節することで作成した。播種後 12 時間後の細胞を各 pH に調節した培地と
交換後、3 日間培養しその生細胞数を計測することで評価した。 
 
（３）Lysosomal exocytosis の評価 
Lysosomal exocytosis の評価は、リソソームマーカー分子 LAMP に対する抗体を用いた FACS 解
析により求めた。細胞を 4% パラホルムアルデヒドを用いて 4 ℃で固定後、抗 LAMP2 抗体（ヒ
ト細胞の場合）あるいは抗 LAMP1 抗体（マウス細胞の場合）を用いて細胞を蛍光染色し、フロ



ーサイトメーターAttune NxT（Thermo）を用いて解析することで LAMP が細胞表面に露出して
いる細胞の割合を求めた。また補助的に、リソソーム中の酵素 β-hexosaminidase の培地中への分
泌量を測ることでも lysosomal exocytosis を評価している。この場合は培地を回収後、β-
hexosaminidase の基質である 4-Nitrophenyl N-acetyl-β-D-glucosaminide と混和し、反応後 405 nm の
吸光度を測ることで β-hexosaminidase の活性を求め、細胞溶解液中の活性との比較より lysosomal 
exocytosis の度合いを評価した。 
 
４．研究成果 
（１）酸性環境適応における内在性 PRL の重要性の検証 
これまでの実験結果は主に PRL の誘導発現系によって得られていたため、内在性 PRL の重要性
を調べるべく、まず酸性環境（pH 6.5）で細胞を培養した際の PRL の発現レベルを調べた。その
結果、qPCR およびウェスタンブロットによりそれぞれ mRNA、蛋白質レベルで PRL3 の発現量
が通常の範囲内である pH 7.5 での培養時と比べて明確に上昇することが明らかとなった（下図
１左）。またこの際、この発現上昇に同期して lysosomal exocytosis もまた活性化することを確認
している（図１右）。この酸性環境下で生じる lysosomal exocytosis の活性化に対する PRL3 の重
要性を明らかにするべく、PRL3 のノックダウン実験を行ったところ、用いた 2 種類の siRNA の
いずれにおいても、細胞を酸性環境下で培養することで起きていた PRL3 の発現上昇と lysosomal 
exocytosis の活性化が抑制されていた。これらの結果より、PRL による lysosomal exocytosis の活
性化は本来細胞が酸性環境に晒されたときに起きる生理的・普遍的な現象であること、かつがん
細胞は PRL を異常に高発現させることにより lysosomal exocytosisを過剰に活性化させることで、
酸性環境に強く適応できていることが明らかとなった。 

 
 
 図１：酸性環境下における内在性 
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（２）標的既知の化合物ライブラリーを用いたケミカルスクリーニング 
PRL によって生じる酸性環境適応のさらなる機構解明や、多様な生物種で用いることのできる
lysosomal exocytosis/酸性環境適応の活性化・阻害剤を得るため、標的既知の化合物ライブラリー
を用いたケミカルスクリーニングを実施した。PRL 発現細胞は酸性環境適応の代償として、pH 
8.0 などの通常細胞にとっては盛んに増殖し続けることのできる弱アルカリ環境に対しても脆弱
であり死滅する。このことを利用し、培地中添加によって弱アルカリ環境での PRL 発現細胞の
減少を抑制できる化合物を選別した。約 1600 化合物の中から得られた 40 化合物のヒット化合
物についてカテゴライズしたところ、そのうち 9 個はさまざまながん種の悪性化と関わること
が知られているシグナル伝達経路の受容体をターゲットとするものであった。実際、この分子の
ノックアウト細胞を作成したところ、PRL 依存的な lysosomal exocytosis および酸性環境適応が
明確に抑制され、この分子およびシグナル伝達経路の重要性が新たに明らかとなった。同経路が
広汎な悪性ヒトがん組織で活性化していることからも、PRL 高発現細胞に限定されない、より広
汎な酸性環境適応機構に迫れる結果と位置付けられる。 
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