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研究成果の概要（和文）：癌細胞では、酸化的リン酸化から解糖系への代謝変化が生じているため、固形癌の微
小環境は乳酸により細胞外pHが酸性に傾いている。本研究では、B16F10メラノーマ細胞において、酸性pHが細胞
の生存に関与するAktを活性化し、mTORとともに作用することでグルコース飢餓ストレス誘導性細胞死を抑制し
ていることを明らかにした。一方、細胞外pHの酸性化は、MKN45およびMKN74胃癌細胞においてもグルコース飢餓
ストレスによる細胞死を抑制したものの、これらの細胞ではAktのリン酸化は認められなかったことから、酸性
pHによるグルコース飢餓環境下での生存促進機構は癌細胞によって異なると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glucose is catabolized into lactic acid to enhance aerobic glycolysis, and 
causes the tumor microenvironment to be acidic. We demonstrated that acidic pH activated Akt, which 
related with cell survival. Inhibition of Akt and mTOR increased glucose deprivation induced cell 
death of B16F10 melanoma cells under acidic conditions. Glucose deprivation also induced cell death 
of MKN45 and MKN74 gastric cancer cells. Although acidic pH reduced the cell death, did not activate
 Akt. The results showed that cell survival mechanisms by acidic pH under glucose deprivation were 
different among cancer cells.

研究分野： 医療系薬学

キーワード： 癌微小環境　細胞外酸性pH

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化的リン酸化から解糖系への代謝変化は癌細胞特異的な変化である。また、固形癌では癌細胞は低栄養および
低酸素からなる微小環境ストレス下で生存している。本研究では、細胞外酸性pHによる癌細胞の微小環境ストレ
スへの適応機構の一部を明らかにすることができた。その機構は固形癌において共通では無かったが、癌細胞の
微小環境ストレスへの適応は、in vivoでの癌の生存に必須であるため、新規治療薬の開発に向けた標的分子の
同定も視野に入れた今後の研究につながる成果であると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 癌細胞は、ワールブルグ効果と呼ばれる代謝変化によって、解糖系が活性化され、乳酸合成量
が増加している。腫瘍組織は、癌の成長とともに形成される新生血管が未熟なため、低栄養およ
び低酸素状態からなる微小環境が形成される。癌細胞が微小環境下で生存するためには、癌細胞
自身が耐性を獲得する必要があるが、癌細胞の中には in vitro で微小環境ストレスを受けた際に
細胞死が生じるものもある。我々はこれまでに、乳酸による細胞外 pH の酸性化が B16F10 メ
ラノーマ細胞のグルコース飢餓環境下での生存に重要な役割を果たしていることを明らかにし
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞外酸性 pH による B16F10 細胞におけるグルコース飢餓ストレス耐性機構

の解明を試みた。さらに、その機構が MKN45 および MKN74 胃癌細胞に対しても認められる
か検証した。 
 さらに、P388 白血病細胞がイダルビシン耐性を獲得する際にも酸化的リン酸化から解糖系へ
の代謝変化が生じることを明らかにしたため、イダルビシン耐性 P388 細胞に対する解糖系阻害
の効果を調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞外酸性 pH により変化している分子の同定 

B16F10 細胞において、乳酸により細胞外 pH を酸性化した際に変化が生じる分子を明らかに
するために、10–25 mM 乳酸を含むグルコース不含培地で 24 時間培養した B16F10 細胞を
Western blot 解析に供した。 
（２）同定した分子の細胞外酸性 pH によるグルコース飢餓ストレス耐性への関与の検証 

B16F10 細胞において、細胞外 pH の酸性化によって変化が生じた分子の活性を阻害した際
に、乳酸によるグルコース飢餓ストレス下での生存促進が阻害されるか検証した。 
（３）MKN45 および MKN74 胃癌細胞における検証 
 B16F10 メラノーマ細胞において細胞外酸性 pH によるグルコース飢餓ストレス下での生存
促進に重要であることが示された因子が、MKN45 および MKN74 胃癌細胞における生存促進
にも関与しているか同様の実験により検証した。 
（４）P388 細胞とイダルビシン耐性 P388 細胞に対する解糖系および小胞体ストレス阻害効果
の検証 

P388 細胞およびイダルビシン耐性 P388 細胞に対して解糖系を阻害する 2-デオキシグルコー
ス（2DG）を処置した際の細胞増殖に対する影響を調べた。また、2-DG は解糖系の阻害だけで
はなく小胞体ストレスも誘導するため、小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシンに対する影響も
比較した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞外酸性 pH によって活性化している分子の同定 
 これまでに、B16F10 細胞にグルコース飢餓ストレスを与えた際に、オートファジーによる細
胞死が生じ、乳酸による細胞外 pH の酸性化はそれを抑制することを報告している。まず、オー
トファジーを抑制する mTOR が乳酸によって活性化されているか調べたところ、mTOR のリン
酸化は 25 mM 乳酸存在下でもほとんど変化しなかった。一方、細胞の生存に重要な Akt につい
ても同様の解析を行ったところ、Akt は乳酸濃度依存的にリン酸化されていることが確認され
た（図 1A）。 
 
（２）同定した分子の細胞外酸性 pH によるグルコース飢餓ストレス耐性への関与の検証 

B16F10 細胞の酸性 pH によるグルコース飢餓ストレス下での生存促進が Akt の阻害により
抑制されるか調べたところ、Akt の単独阻害では強い抑制効果は認められなかった。しかし、
mTOR 阻害剤と併用した際には著しい細胞死の増加が認められた（図 1B）。従って、B16F10 細
胞では、酸性 pH によって活性化された Akt が mTOR と作用することでグルコース飢餓ストレ
ス誘導性細胞死を抑制している可能性が示唆された。 

 
 



 
図 1 乳酸によって活性化される因子の同定とその因子の細胞生存への関与 
A. 10–25 mM 乳酸を含むグルコース不含培地で 24 時間培養した B16F10 細胞の Western blot

解析 
B. 25 mM 乳酸を含むグルコース不含培地に Akt 阻害剤（Akt inhibitor VIII）および mTOR

阻害剤（ラパマイシン）を処理した 24 時間後の生存細胞数 
 
 
（３）MKN45 および MKN74 胃癌細胞における検証 

MKN45 および MKN74 胃癌細胞に対して、グルコース飢餓ストレスを与えた際に、細胞死が
引き起こされることが確認された。この際、PARP の切断が認められたことから、アポトーシス
による細胞死が生じている可能性が示唆された（結果は示さない）。また、乳酸によって細胞外
pH を酸性にした際には、グルコース飢餓ストレスによる細胞死が抑制され、cleaved PARP が減
少した（図 2）。しかし、乳酸による Akt のリン酸化は認められなかった（結果は示さない）。従
って、これらの癌細胞において、細胞外酸性 pH は B16F10 細胞とは異なる機構でグルコース
飢餓環境下での生存を促進している可能性が示唆された。 

 

図 2 MKN45 細胞における乳酸による細胞死の抑制 
A. 乳酸を含むグルコース不含培地で培養した MKN45 細胞の死細胞率の測定 
B. 乳酸を含むグルコース不含培地で培養した MKN45 細胞の Western blot 解析 
 
 
（４）P388 細胞とイダルビシン耐性 P388 細胞に対する解糖系および小胞体ストレス阻害効果
の検証 
イダルビシン耐性 P388 白血病細胞は、解糖系を阻害する 2-デオキシグルコース（2-DG）を

処置した際に P388 細胞よりも低濃度で細胞死が認められた（図 3A）。また、2-DG は解糖系の
阻害だけではなく小胞体ストレスも誘導するが、小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシンに対し



ては P388 細胞の方が低濃度で細胞死が誘導された（図 3B）。従って、解糖系の阻害は、解糖系
優位の代謝変化が生じているイダルビシン耐性白血病細胞に対する有効な治療標的となること
が示された。 

 
図 3 P388 細胞およびイダルビシン耐性 P388 細胞に対する 2-DG、Tm の影響 
A. P388 細胞およびイダルビシン耐性 P388 細胞に対する 2-DG の効果 
B. P388 細胞およびイダルビシン耐性 P388 細胞に対する Tm の効果 
●: P388 細胞、〇:イダルビシン耐性 P388 細胞 
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