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研究成果の概要（和文）：頭頸部扁平上皮がんのリンパ節転移の抑止を目指し、その分子過程におけるナトリウ
ムイオン・プロトン交換輸送体１ (NHE1) の寄与を TGFbeta1 活性化機構に注目して追及してきた。この過程で
 NHE1 の集団的細胞運動への寄与を見出し、当該領域における新規かつ重要な概念を提示した。われわれの観察
結果は、NHE1 の喪失によって細胞集団が運動の極性を失っていることを示唆していたが、この分子がどのよう
にして集団的細胞運動を実現しているかについてはいまだ解明には遠い。NHE1 が細胞内 pH を制御する因子で
あることに着目して集団内 pH 分布を検討し、細胞集団の辺縁で低いという新知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Aiming at the prevention of lymph node metastasis of head and neck squamous 
cell carcinomas, we have been started studying the participation of Sodium ion / proton exchanger 1 
(NHE1) on the molecular mechanism of the metastasis, focusing on the recruitment of TGFbeta1 form 
the latent to the active form. We reached to the presentation of a novel and important concept in 
the research field of collective cell migration by the finding of the essential participation of 
NHE1 on the maintenance of this cell migration modality. NHE1 was assumed to participate in the 
maintenance of planer polarity of the cell migration, however, precise molecular mechanism is still 
enigmatic. Focusing on intracellular pH, we furthermore found characteristic distribution of pHi 
among the migrating cell collectives, i.e., higher in the intra and lower in the periphery of the 
collectives. 

研究分野：がん転移
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１．研究開始当初の背景 
 本研究は頭頸部扁平上皮がんのリンパ節
転移を抑止することを目的とした研究であ
る。申請以前に、当該転移における責任因子
の探索を行っており、細胞膜タンパク質であ
るナトリウムイオン・プロトン交換輸送体１ 
(NHE1) と、TGF1 を含む四つの分泌性因子
を得ていた。この結果をもとに、これらの因
子群の転移における機能を、TGF1 の活性化
機構に焦点を当てて明らかにすることを目
指していた。具体的に本研究課題として対象
にしたのは NHE1 と、上記四因子のうちの
リジルオキシダーゼ様因子２ (LOXL2) であ
った。NHE1 は細胞内のプロトンを排出して
細胞内 pH (pHi) をアルカリ性に制御する因
子として知られ、腫瘍の微小環境を酸性化す
ることに寄与している。LOXL2 はリジルオ
キシダーゼ (LOX) ファミリーを形成する分
子の一つで、リジン残基のアミノ基に対して
デアミナーゼとして機能する。細胞外に分泌
されることから、コラーゲン線維などの細胞
外基質 (ECM) タンパク質を架橋し、細胞外
基質構築を再構成する分子と目される。一方
の TGF1 は、いうまでもなく種々の細胞生
物学的過程に関与することが知られ、特にが
ん転移においては  上皮 -間充織形質転換 
(EMT) や、ECM の再構成、血管新生、免疫
抑制など、多くの重要な機能の発現誘導に寄
与する。またその機能の制御については、不
活性な遅延型/潜在型として細胞から分泌さ
れて ECM に沈着し、必要に応じて活性化さ
れることが広く知られている。しかしながら
その活性化機構については、教科書的には、
酸、アルカリ、熱変性、プロテアーゼによる
分解などが提示されているほか、物理的ひず
みによる活性化抑制因子の乖離や、がん化と
いった細胞生物学的過程もその一因足るこ
とが知られているものの、実際のがん進行に
おける活性化の詳細についての解析は調べ
る限り意外にも多くない。われわれの責任因
子の探索結果はこの TGF1 の発現から動員、
特に活性の動員から転移に至る過程に関与
する因子群の同定であったと推測され、した
がってその作動機構を明らかにすることで
転移抑止のための方策が見いだされる、とい
うことを期待して研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 前述の状況より、本研究では NHE1 が in 
vitro および in vivo にて TGF1 を活性化
する様子を描出すること、また LOXL2 が転
移標的における遅延型/潜在型および活性型 
TGF1 の動員にどのように関与するか、また
そのことが前転移期ニッチェを転移標的リ
ンパ節に形成することにどのように寄与す
るかを解明することを目的としていた。 
 
３．研究の方法 
 申請時には、以下のような項目での検討を
予定していた。 

 (1) 口腔扁平上皮がんの顎下リンパ節転移
に対する TGF1 の寄与の確認 
  in vivo モデルにおいて、われわれが前提
としている TGF1 のリンパ節転移への寄与
が、実際にどの程度の割合におよぶのかを査
定する。項目としては最優先であるが、例数
に当たる必要等からある程度の時間をよう
することが想定され、その間に以下の各項目
の検討を行うこととした。 
 (2) SASL1m 細胞培養上清中および ECM 
中における、活性型および遅延型 /潜在型 
TGF 含量の測定 
  米国ニューヨーク大学 Daniel Rifkin 研
究室から恵与を受けて導入・樹立していた 
TGF 測定バイオアッセイ系を用いて、活性
型および不活性型 TGF の頭頸部扁平上皮
がん細胞培養上清とその ECM における分
布を確定する。 
 (3) LOXL2, NHE1 ノックダウン SASL1m 
細胞培養上清中および ECM 中における活
性型および遅延型 TGF 含量の測定 
  (2) における TGF 分布が、LOXL2 や 
NHE1 ノックダウンによってどのように影
響を受けるのか査定することにより、両因子
の TGF 活性動員における意義について考
察を得る。  
 (4) NHE1 変異体発現細胞における活性型
および遅延型 TGF1 含量の測定 
  (3) における両因子の意義はそれらのど
のような機能に依存するのか、一連の変異体
を用いた分子解剖により確定する。 
 (5) 腫瘍ストローマや腫瘍と共存するマク
ロファージ  (Tumor Associated Macrophage: 
TAM) が寄与する可能性の検討 
  (2), (3), (4) の各項目は、あくまで TGF 
活性化機構が腫瘍細胞自身に宿っていると
いう前提であるが、生体内でそのようになっ
ているという確証はない。(2), (3), (4) の解析
が不調であった場合、候補足りうる細胞成分
として腫瘍ストローマや TAM の寄与の可
能性について検討を行う。 
 (6) TGF1 活性型変換以外の転移機構への 
LOXL2, NHE1 の寄与の検討 
  (5) 同様、今般着目する LOXL2, NHE1 
が TGF 活性化以外の機構によって腫瘍転
移に寄与している可能性についても視野に
入れ、細胞生物学的検討により対応を行う。 
４．研究成果 
 本研究課題においては、結論として上記 
(6) においておおきな成果を得た。その過程
で、(1) ～ (5) が否定されたわけではなく、
最も早く重要な成果が得られたのが (6) で
あったため、以後 (6) に注力することになっ
た。(1) ～ (5) については、今後も継続した
研究課題としたいと考えている。 
 [1] 集団的細胞運動に対する NHE1 の寄
与の発見 
  上皮細胞が示す特徴的な細胞運動様式
として、E-カドヘリン接着を保持したまま行
われる「集団的細胞運動」が多くの生理的・
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転移過程においてその様式を用い得ること
も、比較的あたらしいものの知られてはいた。
しかしながら、腫瘍細胞の浸潤・転移過程に
おいては、単一の細胞が原発巣腫瘍塊から遊
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を調べたところ、集団の辺縁を形成する 
Leader/Leading cell 
(LC) に お い て 
pHi が低く、集団
内部を形成する 
Follower/Following 

cell (FC) において
相対的に高いこと
が判明した (図５ 
pH 指示薬  pHrodo を
用いた  SAS および 
SASL1m 細胞における
細胞内 pH 測定。いず
れの細胞においても 

LC において pHi が相対的に低く (A)、あたかも細胞集
団を縁取るような (B 矢頭にて LC を示す) 特徴的な
細胞集団内 pHi 分布を見出した)。さらに NHE1 
ノックダウン細胞においてはたしかにこの
分布が失われており (図６ NHE1 ノックダウン 

SASL1m 細胞における 
pHrodo を用いた  pHi 
測定。LC と FC 間の 
pHi 差が消失しており 
(A)、LC (矢頭) による
「縁取り」が観察されな

い (B))、NHE1 が細
胞集団内の特徴的
な  pHi 分布の形
成に寄与している
ことが示唆される
とともに、NHE1 
ノックダウンによ

って生じる平面極性の喪失と pHi 分布の変
調が関連している可能性が示されている。LC 
においては NHE1 の pHi 制御機能が低く、
なにか他の機能に寄与している可能性も考
えられる。またなぜ LC において pHi が低
いのか、いまだ不明である。仮説として、低 
pHi が定常状態であり、なんらかの原因によ
り極性を獲得して先導端を形成する予定の 
LC において pHi が上昇するのではないか
と考えており、その検証を現在も進めている。 
   
 [3] 第95回日本生理学会における国外研究
者特別講演における Peter Friedl 博士招聘と
国内当該領域研究者によるシンポジウムの
実施 
  研究期間中に、第 95 回日本生理学会が
開催された。本会は香川大学が主幹であった
ため近隣の生理学教室に協力の要請があり、
報告者は国外研究者を招聘しての特別講演
の企画を担当した。得難い機会であるととら
え、集団的細胞運動領域の泰斗である Peter 
Friedl 博士に来日を依頼した。上記の成果は
すでに論文報告済だったので、それを添付し
て当方が当該研究に従事していることを自
己紹介した。結果、来日・ご講演が実現し報
告者は座長を務め、重要な示唆に富む情報交
換の機会となった。加えて、この講演に呼応
して国内の当該領域研究者を集めたシンポ

ジウムをも企画・オーガナイズし、シンポジ
ストを務め、大変有意義な学術イベントを得
た。 
  
 [4] LOXL2 の腫瘍細胞エクソソーム画分
への局在の発見 
  本研究のもう一つの対象である LOXL2 
に関しても予期せぬ重要な発見を見た。
LOXL2 は遺伝子発現が高転移性細胞におい
て亢進している分泌性因子として見出した
が、ながらく蛋白質としての実体を確認する
ことができずにいた。分泌性であることから
細胞培養上清からの検出を目指し、種々の方
法での濃縮を試みたが不調であった。しかし
ある時思い立ってエクソソーム画分におけ
る検討を試みたところ、免疫学的に交叉する
蛋白質が高転移性細胞培養上清エクソソー
ム画分より検出された (図７ Invitrogen 社エク
ソソーム調製試薬を用いて得たエクソソーム画分にお

いて LOXL2 の局在 (A) を検出した。非手転移性腺がん

細胞である ACC2 エクソソーム画分からは LOXL2 
は検出されなかった。LOXL2 ノックダウン SASL1m 細
胞を NHE1 同様に作製し (B)、in vivo 転移モデルにて
転移性への影響を検討したところ、その減少を認めた 
(C))。 
このことは医学的・生物学的に極めて重要
である。すなわち、転移に臨む腫瘍細胞がエ
クソソームを用いて LOXL2 を循環器系や
リンパ系をもって遠隔に伝播させているこ
とを示すからである。エクソソームは、その
概念が確立されて日が浅く、急速に成長中の
研究領域である。生理的病理帝を問わず、ほ
とんどすべての細胞が放出していると考え
られるウイルス粒子程度の径をもつ小胞で、
殊に種々の miRNA が内包されていること
から注目を集めている。すなわち、由来する
細胞に特異的な miRNA がその塩基配列か
ら特定できる可能性が高く、がんの超高感度
の診断への応用が強く期待され、実際に大規
模な臨床研究が立ち上がっている (落谷先生
ご研究紹介記事)。またプリオンタンパク質の
ようなタンパク質が局在するともいわれ、今
後大変に重要な研究領域になることは間違
いないと思われる。LOXL2 は酵素であり、
それがエクソソーム画分中に存在するとい
うことは、小胞内に内包されるということで
あるのか、あるいは膜タンパク質のように小
胞上に露出しているのかが問題であるが、細



胞培養上清や非変性状態のエクソソーム画
分において LOX 活性が検出されることか
ら、露出している可能性が高い。事実、オラ
ンダの一グループが一報だけ、そのような論
文報告を行っている。報告者らは、LOXL2 ノ
ックダウン細胞において転移性が減弱する
ことを見出しており  (図 7)、NHE1 同様 
LOXL2 が転移に寄与する因子の一つである
ことが強く疑われる結果となっている。 
   
 [5] 患者血清エクソソーム画分中での 
LOXL2 量亢進の発見と診断薬開発の可能性
の検討 
 エクソソームの重要性のひとつは、末梢血
からの検出が可能であることである。愛媛大
学病院耳鼻咽喉科・頭頸部外科受診の頭頸部
がん患者さんより提供いただいた血液を用
いて、血清中エクソソーム画分における 
LOXL2 量を ELISA 法により測定 (健常者 
8 例、患者 40 例) したところ、患者血清エ
クソソームにおける有意な含量亢進を見出
した  (図８  ヒト血清エクソソーム画分における 
LOXL2 含量を、ELISA による測定値の平均 (A) および
分布 (B) として比較した)。 

現在までのところ、頭頸部がん全般の初診
時の血液における検討であり、今後さらに発
生部位 (喉頭、上中下咽頭、舌等) や治療経
過、再発・転移の有無、喫煙歴・パピローマ
ウイルス感染の有無など、臨床所見の詳細な
追跡を行って、どのような病態とより相関す
るのか描出したい。現在までのところ、ヒト
舌がん組織において、原発巣とみられる舌表
層部から舌内部に陥入・浸潤した腫瘍組織に
おいて LOXL2 が強陽性であるという観察 
(図 9 ヒト舌がん組織における免疫組織学的検討 HE : 
ヘマトキシリン・エオジン染色、IHC : 免疫組織化学、
矢印 : 舌組織内に浸潤した腫瘍部分 (点線内) におい
て強陽性シグナルを認める) も得られており、悪性
度の亢進した腫瘍に発現が亢進するもので
ある可能性も見出している。 

 またこの成果に注目してくれている外資
系の診断薬・診断機器製造メーカーがあり、
すでに共同開発を視野に入れた模索を行っ
ており、実用化に向けた発展性も高いプロジ
ェクト、およびその成果となった。 
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