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研究成果の概要（和文）：がん組織内の細胞外環境が酸性を示すことは好気性解糖またはワールブルグ効果とし
てよく知られている。しかし、酸性細胞外 pH ががん細胞の細胞形質に及ぼす影響についての理解は限定的であ
る。我々は、がん細胞自身が生成する酸性細胞外環境ががん細胞自身にフィードバックし、がん組織内の不均一
性に寄与することを明らかにすることを目的とした。その結果、がん細胞の形質は、酸性細胞外 pH の強度や曝
露時間に大きく影響をうけることが明らかとなり、がん組織の不均一性に寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The extracellular environment in cancer tissues is well known to be acidic, 
a phenomenon known as aerobic glycolysis or the Warburg effect. However, understanding of the impact
 of acidic extracellular pH on tumor heterogeneity is limited. We sought to clarify whether the 
acidic extracellular environment generated by cancer cells themselves feeds back on the cancer cells
 themselves and contributes to heterogeneity within cancer tissues. The results showed that cancer 
cell characteristics are significantly affected by the strength and exposure time of the acidic 
extracellular pH, contributing to the heterogeneity of cancer tissues.

研究分野：がんの転移

キーワード： 酸性環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞の悪性化メカニズムにがん細胞自身が形成する酸性環境が重要な環境因子として働き、その酸度や曝露
時間によりがん細胞の形質が変化することが明らかとなり、がん組織の不均一性を誘導することに寄与している
こと、この形質変化は、ある特定のがんの種類というよりはむしろ普遍性があるということ、そしてその普遍性
は、がんのアルカリ化療法の有用性を理解する根拠となり得ることが提示でき、今後のがん治療に貢献できるも
のと考えられる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がん組織の細胞外 pH (pHe) が酸性を示すことは古くから知られている。このメカニズムとし
て古くはWarburg効果として知られている好気的糖代謝が主体であるが、二酸化炭素の放出な
ども相まって酸性環境は形成されている。このような酸性環境は、がん細胞自身にフィードバッ
クされて刺激を受けており、転移能獲得に寄与していることを明らかにしてきた。酸性環境は、
酸度や曝露時間によっても細胞への影響は異なるため、がん組織内の不均一性に寄与している
ことが示唆された。 
 
２．研究の目的 
原発巣においてがん細胞は長期に渡り酸性細胞外 pHに曝露されており、影響を得て転移性を獲
得した一部のがん細胞が原発巣を離脱すると考えられ、原発巣内では微小環境として曝露され
る酸度や時間に応じてがん細胞はさまざまな影響を受け、がん組織内の不均一性に寄与してい
ると考えた。本研究ではその可能性について検討した。 
 
３．研究の方法 
マウス B16-BL6 メラノーマ細胞、低転移性マウスルイス肺癌細胞、SKVCR（ヒト卵巣癌細胞）、
CA9-22（ヒト口腔癌細胞）を用いた。酸性 pH 耐性株は、段階的に酸性 pH 馴化させ、pH 6.2 ま
で増殖可能な細胞として樹立した。メタボローム解析には細胞を酸性 pH に 24 時間作用させた
のち解析に供した。遺伝子発現の変化は、RT-qPCR にて検討した。 
 
４．研究成果 

(1)酸性細胞外 pH耐性株の樹立とその性状 

SKVCR、低転移性ルイス肺癌細胞を用い、段階的に酸性 pH馴化させ、pH6.2まで増殖可

能な細胞（CA9-22-A、SKVCR-A、LLCm1A）を樹立し検討した。SKVCR細胞と SKVCR-

A細胞の性質について検討をしたところ、SKVCR細胞は、一過性の酸性 pH刺激によりア

ディポネクチン遺伝子発現が促進された。また PPARγ遺伝子発現レベルには変化が見られ

なかったものの、標的遺伝子である OLR1遺伝子発現が有意に誘導された。一方、SKVCR-

A細胞は中性 pH環境下においても高い C/EBPβ発現と Oil Red O陽性率が示された。こ

れらのことにより、原発巣内で酸性 pHに長期に曝露されることで、脂肪細胞様性質を獲得

することを示している。一方、低転移性ルイス肺がん細胞株より酸性 pH耐性株を樹立した

ところ、転移性が上昇していることが明かにされ、この事象は、転移性の異なる不均一な集

団から酸性 pHで培養することにより高転移性細胞が選択されたというよりは、むしろ低転

移性細胞が高転移性細胞へ変化したことを示唆しており、腫瘍内のがん細胞の不均一性に

細胞外 pH重要であることを示唆している。 

 

(2) 酸性 pH馴化株の代謝変化 

卵巣癌細胞株 SKOV3細胞とその酸性 pH馴化株 SKOV3A細胞、また、口腔扁平上皮癌細

胞株 Ca9-22細胞とその酸性 pH馴化株 Ca9-22A細胞をそれぞれ pH 7.4で培養し、pH 

6.5で 24時間作用させてメタボローム解析を行った。その結果、pH 7.4での親株を基準と

した代謝産物の増減については、癌細胞の由来による差異は認められなかった。pH 7.4で

の培養では SKOV3も Ca9-22細胞共に、酸性 pH馴化株との比較では明確な違いは見られ

なかった。一方、それぞれの細胞を pH 6.5で 24時間処理すると、解糖系は代謝産物の亢

進が見られた。シトルリンやオルニチンは、親株よりも酸性 pH馴化株で高く、親株と酸性

pH馴化株共に pH 6.5処理により上昇した。その他の代謝系では、親株と酸性 pH馴化株

で大きな差異はなく、pH 6.5処理で低下した。pH 6.5での処理による解糖系の亢進に対応

して、グリコーゲン合成は pH 6.5での処理により低下した。ピルビン酸デヒドロゲナーゼ

キナーゼ１(PDK1)の活性化によるピルビン酸デヒドロゲナーゼ活性阻害に起因するアセチ



ル CoAへの代謝は全ての条件下で低下しており、グルコースのほとんどは好気的解糖によ

り乳酸へ代謝されていが、面白いことに、クエン酸やオキサロ酢酸の代謝産物レベルはアセ

チル CoAレベルより 300倍～600倍を示した。ミトコンドリア内のクエン酸は、トランス

ポーターを利用してミトコンドリア外へ移動すると、アセチル CoAとオキサロ酢酸へ代謝

され、アセチル CoAは脂肪酸合成に利用されることが明かとなっている。酸性 pHにより

脂肪滴の増加が観察されていた現象として、クエン酸から脂肪酸合成に利用されている可

能性が示唆された。 

メタボローム解析の結果では酸性 pHに順化した細胞は、アセチル CoAから脂肪酸の合

成が活発であることを示していた。そこで、卵巣がん由来 OV90 細胞と SKOV3 細胞とそ

れぞれ酸性 pH耐性株（OV90A、SKOV3A）を作成し、脂肪細胞分化関連遺伝子の発現変

化について検討した。C/EBPα遺伝子発現は、酸性 pH順化株２株で親株よりも低下してい

た。逆に FABP4発現は、酸性 pH順化株２株で親株よりも上昇していた。PPARγ2発現は

OV90よりも OV90A細胞で上昇していたが、SKOV3細胞、SKOV3A細胞で 

はほとんど発現していなかった。各細胞を一過性に酸性 pH刺激を行うと、各遺伝子発現は

変化しないかまたは低下した。これまでに C/EBPα は卵巣がんでの生存、増殖、上皮間葉

系移行、転移を抑制するとの報告や、FABP4の発現上昇は ferroptosisを抑制、PRKAγ2は

がん部で発現が上昇あるいはタンパク質の半減期が延長するなどの報告があり、酸性環境

への馴化がこれらの遺伝子は限に関与することが示唆された。また、一過性の酸性環境に対

する反応と、酸性 pHへの馴化は逆の反応を示したことから、この酸性 pHに対する反応性

の違いが、がん組織内での不均一性に貢献しているものと考えられた。 

 

(3)SPARC発現に関わる AP-1の役割 

細胞外マトリックスである SPARC（オステオネクチン）が酸性 pHシグナルへの関与にお

いて興味ある知見を得た。SPARCは骨髄間葉系細胞において、脂肪細胞への分化を抑制す

ることによって、骨芽細胞分化へコミットさせた。この作用は、細胞外に放出された SPARC

のみで観察された。骨髄間質細胞を SPARCで刺激すると AP-1活性が低下したが、30%程

度の活性は維持された。リコンビナントの SPARCと c-Fosが直接結合することが無細胞系

で確認された。従って SPARCは c-Fosのデコイカウンターパートとして機能していると考

えられた。骨髄間質細胞では、SPARCは他の FOS関連因子である Fra-1や Fra-2、ΔFosB

には結合せず、これらが AP-1を構成する比率を維持させていたと考えられた。これらのこ

とから、がん細胞が分泌する SPARCは骨髄間質細胞の脂肪細胞分化への抑制を介して造骨

性骨転移に関与していることが示唆された。一方、SPARC を高発現している B16-BL6 メ

ラノーマ細胞は、酸性 pH により MMP9 が誘導されたが、その機構には NF-kB の活性化

が主体で、AP-1は関与しなかった。ホルボルエステルで AP-1を活性化させてもMMP9は

誘導されなかった。他の研究結果では酸性 pHによる AP-1の活性化も報告されていること

から、SPARCは酸性環境下での転写制御に関与することが示唆され、がんの不均一性に寄

与していることが示唆された。 

 

(4) 高転移性マウス B16-BL6 メラノーマにおける酸性 pHe による遺伝子発現辺パターン

についての検討 

B16-BL6細胞の酸性 pH(mild acidosisとして pH 6.8、severe acidosisとして pH 5.9)によ

り発現が変動する遺伝子パターンの特性について、cDNAマイクロアレイで解析し、NCBI



に登録されている Publicデータと比較した。まず、マウスメラノーマ自然発生モデルにお

いて報告された原発巣と転移巣あるいは、末梢循環腫瘍細胞（CTC／CirculatingTumor 

Cells）との発現パターン(GSE52031)と比較した。期待に反して転移巣で変化する遺伝子発

現パターンと、mild、severe 問わず酸性 pH に反応する遺伝子パターンとの間の相関性が

低いことが分かった。また、CTC との発現パターンとも類似性が少なった低かった。さら

に、ヒトメラノーマでの遺伝発現パターン(GSE8401)と比較してみると、発現パターンその

ものには相関性は見られなかった。酸性 pHで変化する遺伝子発現の ontology解析も、メ

ラノーマに特化したパターンを示していなかった。これらのことから、酸性 pHで誘導され

る細胞特性は、これまでの研究成果から、転移を促進するものではあるが、遺伝子発現のパ

ターンの変化は、メラノーマに特化したものではなく、むしろ腫瘍の発生母地の違いに関わ

らない共通してみられるもので、曝露する pHにより異なる発現パターンを呈することがわ

かり、がん組織の不均一性をもたらす要因として酸性細胞外 pHが重要であることが示され

た。 
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