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研究成果の概要（和文）：　腫瘍微小環境はがんの悪性化に重要な役割を果たすが、低pH環境におけるがん悪性
化機構は未だ不明な点が多い。本研究は低pH細胞培養法を樹立し、低pH異存的な誘導転写因子代謝経路の同定お
よび癌の悪性化機構の解明を目的とし研究を行った。
　本研究の成果として、長期間安定的に低pHを持続することのできる培養系を樹立し、網羅的な遺伝子発現解析
や転写因子モチーフ解析から低pHで鍵となる転写制御因子としてSREBP2を同定し論文に報告をした(Cell 
Reports, 2017)。また、低pH特異的な代謝物の蓄積や代謝経路が明らかになりつつある。

研究成果の概要（英文）：  The tumor microenvironment plays an essential role in cancer progression, 
however, the mechanism of cancer progression induced by acidic pH microenvironment is still largely 
unknown. In this study, acidic pH cell culture system was established to identify the 
transcriptional-metabolic pathways for cancer progression under acidic pH tumor microenvironment.
  As a result of this research, we established a simple model culture system to maintain acidic pH 
for at least 3 days and identified SREBP2 as a key transcriptional regulator under acidic pH using 
integration of comprehensive gene expression analysis and transcription factor motif analysis and we
 published our findings (Cell Reports, 2017).Moreover, accumulation and metabolic pathway specific 
to acidic pH are under investigation.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： がん微小環境　低pH　がん代謝　転写・代謝制御

  ３版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	

	
癌の悪性化には腫瘍微小環境が重要な役
割を果たす。申請者は、低酸素・低栄養とい
う腫瘍微小環境が癌の悪性化を促進するこ
とを報告してきた(Osawa	et	al.	Cancer	Sci.	
2009,	Science	Trnas	Med.	2010,	BCJ	2011,	
Cell	Death	Dis.	2011,	PNAS	2011,	Nature	
Commun.	2012,	Cancer	Res.	2013,	Cell	cycle	
2013,	Cell	Reports	2013,	Oncogene	2014)。
また、低酸素の結果として腫瘍組織内が pH6.
８まで低下するが（図１）、低 pH微小環境が
癌にどのような影響があるか未解明であっ
た。	
	 	
	
２．研究の目的	
	
	 癌の悪性化には腫瘍微小環境が重要な役
割を果たす。申請者は、低酸素・低栄養とい
う腫瘍微小環境が癌の悪性化を促進するこ
とを報告してきた。また、腫瘍内で pH6.8 ま
で低下することが知られているが、低 pH 環
境における細胞応答メカニズムは未だ不明
であった。その理由として、細胞培養で pH
を長時間安定的に保つことが難しいことが
あげられる。そこで本研究は、新たに（１）
低 pH 細胞培養法を樹立し、（２）低 pH 誘導
転写因子や（３）低 pH 依存性の代謝経路の
同定、さらに、（４）低 pH・低酸素・低栄養
の「組み合わせ」による癌の悪性化機構の解
明を目的とした。本研究成果は、低 pH を基
軸とした腫瘍微小環境の本質的な理解に繋
がり、新たな癌治療法の開発のみならず、ア
シドシス疾患治療薬への応用が期待できる。	
	
	
３．研究の方法	
	
（１） 低 pH培養法の樹立		
	 腫瘍内ではpH6.8まで低下するという報告
をもとに(Cancer	Res.	2000,	JBC	2002)、低
pH 培養として pH6.8,	通常培養条件として
pH7.4 を設定し、ヘンダーソン・ハッセルバ
ルヒの式及び実測値を用いて、CO2	5%下、37
度で低 pH を維持できる培地を調整する。低
pH培養培地作成に用いる緩衝剤として、通常
培養培地に様々な緩衝剤①HEPES、②HCl、③
NaHCO3や④癌代謝物の添加量を調節する事で
培養培地の pH を 6.8 に調整し、CO2インキュ
ベーター内で 24〜72 時間細胞培養した後の
pH を測定し、長期間安定的に低 pH を持続す
ることのできる培養系を樹立する。また、低
pHマーカーとして報告のあるVEGFや IL-8の
発現を指標として低pHの安定性を確認する。	
	
（２）	低 pHに誘導される転写因子の解明	
（１）で樹立した低 pH 培養系を用いて、低
pHで誘導される転写因子（pHIF）を同定する。
癌細胞を通常 pH7.4 培養条件、及び、低 pH6.8

培養条件で培養し、RNA-Seq を用いた遺伝子
発現解析を行い、通常pH7.4に比べて低pH6.8
で発現変動する遺伝子を同定する。	
	 申請者は、膵癌（PANC-1,	AsPC-1）細胞を
用いて低酸素培養後の発現誘導遺伝子を、
Ingenuity	Pathway	Analysis	(IPA)を用いて
解析し、上流制御因子の予測から、低酸素誘
導因子（HIF1A,	HIF2A）が同定された。低pH
において同様の解析を行う。	
	 さらに、FAIRE-Seq を用いた転写モチーフ
解析からも、低 pH における上流転写因子の
予測を行う。予測された転写因子を siRNA の
抑制系を用いて、低 pH で発現上昇する標的
因子の発現に影響があるか確認する。既に、
申請者は少なくとも２４時間安定的に低 pH
を保つ緩衝剤を発見しており、低 pH 誘導因
子の候補を見出している。その転写因子に関
して解析を行う。	
	
（３）低 pHにおける機能と代謝経路の解明	
	 低 pH 腫瘍微小環境は、低酸素で解糖系が
亢進した「結果」の現象として考えられてお
り、低 pH 依存的な転写・代謝機構は知られ
ていない。本研究では、低 pH 環境の模倣培
養系を用いて、低 pH 誘導転写因子(pHIF)の
下流標的遺伝子の同定、及び、その意義を
pHIF に対する siRNA を用いて検討する。	
	 また、低 pH で亢進する代謝経路をコント
ロール（pH7.4	）vs	低 pH（pH6.8）のメタボ
ローム解析から同定する。既に申請者は低酸
素、低栄養やそれらの「組み合わせ」により
亢進する代謝経路、及び、蓄積する代謝物を
見出しており、低酸素の癌細胞に共通して解
糖系が亢進し、オンコメタボライト（２HG）
が蓄積すること、また、低栄養や低酸素・低
栄養の「組み合わせ」では、脂質分解系が亢
進し、キガリン酸というオンコメタボライト
が蓄積することを見出している。低 pH にお
いて亢進する代謝経路や蓄積する代謝物を
低酸素や低栄養と同様の解析を用いて同定
する。	
	
（４）低 pH を基軸とした癌悪性化機構の解
明	
腫瘍微小環境において一部の癌細胞は低

酸素・低栄養に陥るが、これがどのように癌
悪性化の促進に寄与するかは知られていな
い。申請者はエピゲノム修飾因子（JMJD1A、
JHDM1D）が低酸素・低栄養で相乗的に発現誘
導され癌悪性化に寄与することを報告して
きた(Osawa	et	al.	PNAS	2011,	Cancer	Res.	
2013)。	
また、低 pH に対する癌細胞の応答機構に

もエピゲノム変化を伴う転写制御の関与が
重要と考えらる。そこで本研究は、低 pH（ア
シドシス）「単独」、もしくは、低酸素・低栄
養・低 pH（アシドシス）の「組み合わせ」で
変動するエピゲノム修飾と転写因子の解明
を試みる。	
既に申請者らは、低酸素・低栄養・低 pH	(ア



シドシス)の「組み合わせ」が低酸素におけ
るマスター転写因子 HIF1α の下流として知
られる血管内皮増殖因子（VEGF）の遺伝子発
現を低栄養単独と比較して１０倍以上も相
乗的に発現上昇させることを見出している。	
このことから低 pH は低酸素や解糖系亢進
による乳酸などの蓄積の「結果」起こるだけ
ではなく、低 pH 依存的な感知・応答機構が
存在する可能性が示唆される。	
また、低 pH が癌幹細胞維持、増殖・転移
能、薬剤耐性能などの癌悪性化に関与するか
を検討する。	

	

	
４．研究成果	
	
腫瘍微小環境はがんの悪性化に重要な役
割を果たすが、低 pH 環境におけるがん悪性
化機構は未だ不明な点が多い。本研究は低pH
細胞培養法を樹立し、低 pH 異存的な誘導転
写因子代謝経路の同定および癌の悪性化機
構の解明を目的とし研究を行った。	
本研究の成果として、（１）NaHCO3,	HCL,
乳酸などの緩衝剤濃度をヘンダーソンバル
ヒの式、および、実測値を用いて長時間（２
４〜７２時間）安定的に低 pH（pH6.8）を維
持する培養系の樹立に成功した。さらに、
（２）網羅的な遺伝子発現解析や転写因子モ
チーフ解析から低 pH で鍵となる転写制御因
子として SREBP2 を同定し論文に報告をした
(Cell	Reports,	2017)。また、（３）低pHの
変動遺伝子発現解析から低 pH 誘導因子の標
的遺伝子、及び、メタボローム解析から代謝
経路を見出しつつある。さらに（４）低 pH・
低酸素・低栄養の「組み合わせ」における遺
伝子変動や pH による癌幹細胞維持、増殖・
転移能、薬剤耐性能の癌悪性化への影響を及
ぼすことを確認した。	
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