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研究成果の概要（和文）：がん細胞（MDA-MB-231）の遊走に方向性を付与する代謝性因子（cue）の存在をin 
vitroで検討した。まず、培養ディッシュ内に腫瘍組織で報告されている程度のpHおよびO2勾配を形成できる微
小流体デバイス（GCG）を新規考案した。次に、GCG直下の細胞の遊走を24時間にわたって観察し、これらが高
pH/O2方向に遊走すること（方向性遊走）を示した。細胞外pH勾配を消失させると方向性遊走は消失した。方向
性遊走の強さは培地の平均pHに依存した。一方で、細胞外O2勾配は方向性遊走のcueとはならなかった。最後
に、細胞外のマクロな空間的pH勾配が方向性遊走をもたらすモデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：We defined an extracellular metabolic cue that directs cancer cell 
migration. First, we devised a novel microfluidic device (GCG) that establishes gradients of pH and 
O2 concentration in the extracellular medium in standard culture dish. We demonstrated that 
MDA-MB-231 cells under GCG migrate toward higher pH/O2 regions, whereas directional migration was 
abolished when extracellular pH gradients were eliminated by hepes buffer. Extracellular pH in the 
bulk medium significantly affected directional migration. In contrast, extracellular O2 
concentration gradients did not appear to guide the cells. Finally, we have proposed a model for 
directional cell migration under macroscopic spatial gradients in extracellular pH.

研究分野：生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんは日本人の死因の第１位を占めるが、その90%は原発がんではなく、転移したがんによるものであることか
ら、がん転移のコントロールは極めて重要である。われわれは、がん生物学の観点から、血行性遠隔転移の最初
のステップ、すなわちがん細胞が局所組織内を浸潤し腫瘍内微小血管に到達するプロセスで、固形がん組織に特
有な極めて急峻な組織内代謝物質濃度勾配、とりわけpH勾配が、がん細胞遊走の方向を決め、がん細胞を血管に
誘導する因子である可能性をin vitroで示した。この結果は、薬物等により組織内pHを制御することで血行性遠
隔転移の確率を低下させ得る可能性を示すものである。

※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 
日本人の死因の第１位は悪性新生物（腫瘍）であり、日本人の２人に１人が生涯でがんに罹患

すると言われている。特に、がんによる死亡の 90%は原発がんではなく、転移したがんによるも
のであることから、がん転移のコントロールの意義は極めて大きい。われわれはがんの生物学お
よび医工学の観点から、がんの血行性遠隔転移のメカニズムに迫ろうと考えた。 
がんの血行性遠隔転移は多段階であるが、われわれは、その最初のステップ、すなわちがん細

胞が局所組織内を浸潤し腫瘍内微小血管に到達するプロセスに注目した。具体的には、原発がん
細胞は、空間的にランダムな方向に組織内を浸潤し、“偶然”、腫瘍内微小血管にたどりつくので
はなく、組織に内在するなんらかの情報をもとに腫瘍内微小血管を“目指して”遊走すると考え
た。これを方向性遊走とよぶ。いうまでもなく、方向性遊走は、原発がん細胞の血管内侵入およ
び血行性遠隔転移の確率を大幅に増加させることが予想される。がん細胞の方向性遊走の存在
を示唆する報告 [1]も存在するが、がん細胞遊走の方向性を決める情報（これを cue とよぶ）が
なんであるかについては、多くの議論があるものの依然として不明である。[2] 
多くの固形腫瘍組織では、腫瘍内血管と腫瘍細胞の間に pH や酸素濃度のような代謝物質濃度

の空間的勾配が形成されることが知られており、しかもそれらの勾配は極めて急峻であること
が特徴となっている。 [3]従って、腫瘍細胞がその濃度勾配を遡行すれば、細胞は容易に血管に
到達することが可能であろう。 
本研究では、腫瘍細胞周辺の pH および酸素濃度勾配が、細胞遊走に方向性を付与するかどう

かを培養細胞（転移性乳がん細胞株である MDA-MB-231）を用い in vitroで検討した。 
 
２．研究の目的 
(1) 通常の細胞培養ディッシュに培養した細胞の近傍にpHおよび酸素濃度の勾配を形成するた

めの方法を確立する。 
 

(2) 上記の pH および酸素濃度勾配をイメージング・定量する方法を確立する。 
 
(3) 上記の pH および酸素濃度勾配下での MDA-MB-231 細胞の遊走を観察し、方向性遊走が誘導

されるかどうか、またその場合、方向性遊走の cue を決定する。 
 
(4) MDA-MB-231 細胞における方向性遊走を説明するモデルを提案する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞外 pH および酸素濃度勾配の形成法：MDA-MB-231 細胞は 35 mm ディッシュに定法に従っ

て培養した。培地は Leibovitzの L-15培地を用いた。細胞は、そのエネルギー代謝のため
酸素を消費し、炭酸ガスを排出する。これらのガスは物理的拡散により細胞に供給（酸素の
場合）され、また細胞から除去（CO2/pH の場合）される。従って、拡散による細胞と培地間
のガス交換を制限することにより、酸素濃度および pH の勾配を形成することが可能である
（Fickの法則）。このようなロジックに基づき、われわれは、ガラス製微小流体素子である
gap cover glass（GCG）を新規に開発した。その構造および製作法は[4]に詳述した。 
 

(2) GCG 直下の細胞外 pH および酸素濃度勾配のイメージング：pH については pH 感受性蛍光色
素の BCECF（Dojindo）を培地に加え蛍光顕微鏡下でイメージングした。[5] 酸素濃度につ
いては酸素感受性蛍光色素を塗布したフィルム（PreSens、SF-RPSu4）の微小片を GCGに貼
付し、蛍光顕微鏡を用いイメージングした。[2] 

 
(3) GCG 直下の細胞遊走：80% confluentとなった MDA-MB-231 細胞組織に GCGを静置し、10分

毎、24 時間にわたって GCG 直下の細胞遊走を位相差顕微鏡でタイムラプスイメージングし
た。具体的な実験プロトコルは [2]と[6] に詳述した。細胞の遊走およびその方向性の有
無は、accumulated distance、forward migration index（FMI）、L/R ratio 等で評価した。 

 
(4) MDA-MB-231 細胞の方向性遊走メカニズム：１個の細胞のサイズに相当する細胞外 pH/酸素

濃度勾配は極めて小さく、個々の細胞がこれらを検出し、その遊走方向が決まるとは考えづ
らい。細胞の大きさの数倍〜数十倍にわたる空間に形成されるマクロな勾配が細胞集団と
しての方向性を決めるモデルを模索した。 

 
４．研究成果 
GCGにより細胞外に 0.2〜0.3 units/cmの pH 勾配と最大 6%/cmの酸素濃度勾配が形成された

（図１）。この値は、in vivoでの報告 [7] に匹敵する。酸素濃度勾配は細胞密度に比例し、ま



 

 

たミトコンドリア呼吸を antimycin A で阻害すると消失したことから、その起源は細胞のエネ
ルギー代謝（呼吸）と考えられる。pH 勾配は培地（L-15）に hepes（15 mM）を添加することで
消失した（図２）。Hepes は酸素濃度勾配には影響しなかった。以上より通常の培養ディッシュ
に培養した細胞組織中に pH および酸素濃度勾配を形成する簡便な方法を確立した。 
上記の pH および酸素濃度勾配下で MDA-MB-231 細胞は、高 pH・高酸素濃度方向へ遊走した。

[2]図３に forward migration indexを用いた方向性遊走の評価を示す。一方、hepesで細胞外
pH 勾配を消失させると方向性遊走は見られなかった。また、酸素濃度が非生理的レベル（15%）
でも pH 勾配が存在する限り方向性遊走は見られた。一方、酸素濃度を生理的レベル（＜5%）と
した場合、hepesで pH 勾配を消滅させると方向性遊走も消失したことから、今回見られた MDA-
MB-231 細胞の方向性遊走の cue は細胞外 pH 勾配であったと結論した。[2] 
細胞遊走速度が細胞外 pH により変化することが報告されている。われわれは至適 pH（〜7.1）

において遊走速度が最大となり、これより高 pH および低 pH では遊走速度が低下する、すなわち
遊走速度が pH に対してベル型を示すという報告[8]に注目した。われわれのモデルでは、個々の
細胞の遊走方向はランダムであるが、至適 pH から外れた pH領域に“偶然”入り込んだ細胞は次
第に遊走速度が低下し、その領域にトラップされてしまうと考えた。GCG 直下では、低 pH 領域
に偶然入り込んだ細胞がその領域にトラップされることで、巨視的に見た方向性が現出したも
のと考える。実験では細胞外 pH に依存したベル型の遊走速度変化が示された。今後コンピュー
タシミュレーションを用いこの仮説を検討する必要がある。以上、１個の細胞レベルでの pH セ
ンシングを仮定しない方向性細胞遊走モデルを提案することができた。 
以上をまとめると、われわれは、がん生物学の観点から、血行性遠隔転移の最初のステップ、

すなわちがん細胞が局所組織内を浸潤し腫瘍内微小血管に到達するプロセスで、がん組織に特
有な極めて急峻な組織内代謝物質の濃度勾配、とりわけ pH 勾配が、がん細胞遊走の方向を決め、
がん細胞を血管に誘導する因子である可能性を in vitroで示した。この結果は、薬物等により
組織内 pH を制御することで血行性遠隔転移の確率を低下させ得る可能性を示すもので、今後 in 
vivoでの検討が必要である。 
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図１．GCG 直下に形成された酸素濃度勾配 
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depends upon mitochondrial respiration (Figure 1B). Magnitude of the oxygen concentration gradient
increased in proportion to the number of cells per unit volume (Figure 1C). In our culture conditions,
100% confluence corresponded to the cell density of ~5.5 ⇥ 106 cells/mL and, therefore, the largest
magnitude of the oxygen concentration gradient attainable in our GCG system was ~6% O2/mm. It is
notable that the oxygen concentration at the entrance of the GCG was substantially lower than the
air level. This indicates the presence of an oxygen di↵usion barrier in the extracellular medium as
suggested previously by Metzen et al. [14].

Figure 1. (A). Representative data indicating changes in oxygen concentration in the extracellular
medium along the oxygen di↵usion path as measured by the oxygen sensor foil. The ratio of red
and green fluorescence is represented in pseudo-color. At 10 min after placing the gap cover glass
(GCG), no gradient was demonstrated underneath. At six hours after placing the GCG, a �6.2% O2/mm
linear oxygen concentration gradient was produced under the GCG. The number of MDA-MB-231 cells
in the culture dish was 5.2 ⇥ 106 cells/mL. Note that the oxygen concentration at the opening of the
GCG (distance = 0) was substantially lower than that in the microincubator (21%), probably due to the
existence of an oxygen di↵usion barrier in the bulk medium as suggested by Metzen et al. [14]. (B) E↵ect
of mitochondrial respiratory complex III inhibitor (antimycin A, 2 µM) on the oxygen concentration
gradient. Elimination of mitochondrial respiration abolished the oxygen concentration gradient under
GCG. Although the cell shape changed slightly six hours after respiratory inhibition, the cells were
viable as judged by the LIVE/DEAD cell imaging kit (R37601, Thermo Fisher Scientific). The cell density
was 5.5 ⇥ 106 cells/mL. (C) Relationship between the magnitude of the oxygen concentration gradient
and cell density. The linear relationship indicates that the oxygen concentration gradient depends upon
oxygen consumption of the cell per unit volume. The open triangle represents the slope in which L-15
medium was bu↵ered with 15 mM hepes.

2.2. E↵ects of Hepes-bu↵ered L-15 on pH and Oxygen Gradients under GCG

As reported elsewhere [12], extracellular pH gradients along the di↵usion path slowly developed in
GCG and reached the steady state in three hours. Gradients of pH with a magnitude of 0.2–0.3 units/mm



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．GCG 直下に形成された pH 勾配。培地に hepesを添加すると pH 勾配は消失した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．Forward migration index（FMIx)で評価した MDA-MB-231 細胞の方向性遊走。GCGを用い

pH 勾配を形成すると L-cellsと R-cellsの遊走方向が逆転した（B）。 [2]  
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were consistently demonstrated (Figure 2A). Supplementing hepes into the L-15 medium abolished
the pH gradient (Figure 2A). On the other hand, the addition of hepes in L-15 medium did not a↵ect
oxygen concentration gradients under GCG (Figure 2B and the open triangle in Figure 1C).

Figure 2. Gradients of extracellular pH and oxygen concentration under GCG in hepes (15 mM)-bu↵ered
L-15 medium. (A) Representative pH data in L-15/hepes medium. Average pH gradients in L-15
medium are also shown, where the range of ±standard deviation (SD) is represented in gray (n = 4).
Data were collected three hours after placing the GCG. (B) Representative oxygen gradients in L-15/hepes
medium. Cell density-corrected oxygen gradients represented as the open triangle in Figure 1C were
comparable to those in L-15 medium. Data were collected six hours after placing the GCG.

2.3. Cell Migration

We completed five “without GCG” and five “with GCG” experiments, respectively,
and representative data associated with these “without GCG” and “with GCG” experiments are
shown in Supplementary Video S1 and Video S2, respectively. Figure 3 illustrates the trajectory of
individual MDA-MB-231 cells for 24 h.
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Figure 4. Forward migration index (FMI) parallel to the di↵usion path (FMIx) without (A) and with
the GCG in place (B). Without the GCG involved, the FMIx values for the L-cells and R-cells were
not di↵erent (NS, p = 0.60). In contrast, with the GCG in place, the FMIx value for the R-cells was
significantly smaller compared to that of the L-cells. Data were accumulated from five independent
experiments in which 10 cells were sampled in each experiment. Error bars represent the SD. *, p < 0.05,
as judged by Student’s t-test.

Figure 5. The number of cells that migrated into the wound space in 24 h. (A) Without the GCG,
the numbers of cells migrating into the wound space from the left boundary and the right boundary
were the same. (B) With the GCG, the numbers of cells migrating into the wound space from the left
boundary and the right boundary were di↵erent, with a statistically significant di↵erence demonstrated
after five hours. (C) The ratio of the numbers of cells migrating into the wound space from the left
boundary and the right boundary determined at 24 h (NL and NR, respectively). The directional
migration of MDA-MB-231 cells was clearly demonstrated with involvement of the GCG. Error bars
represent the SD. Data were accumulated from five independent experiments. *, p < 0.05, as judged by
Student’s t-test.

E↵ects of cell proliferations on heterogeneous cell migration into the wound space were also
evaluated. Without GCG in place, number of the cell in the dashed square on the L-side and that in the
dashed square on the R-side (see Figure 3A) similarly increased in 24 h to 111 ± 11% and 109 ± 8%
compared to those at time = 0, respectively, representing proliferation of the cell. With the GCG in
place, number of the cell in the dashed square on the L-side counted at 24 h increased to 112 ± 14%,
while that in the dashed square on the R-side was 98±16%. The di↵erence was not statistically
significant (p = 0.055). These results indicate that the di↵erence in the cell proliferation rate in the
metabolic gradients had no significant impact on the present wound-healing assays. From these data,
we concluded that MDA-MB-231 cells under the GCG demonstrate directional migrations toward the
open-end of the GCG.
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