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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒトEP2およびEP4受容体発現量比の変化による細胞機能変化の解析を行
い、がん化の分水嶺となる点を明らかにすることを目指した。2020年度には、EP2受容体発現量が減少し発現バ
ランスが崩壊すると、EP4受容体による反応が終息できないことが、がんの悪性化の一要因である可能性を示唆
した。2021年度には、それぞれの受容体は独立して、がん細胞を含む生体反応を制御している可能性を示唆した
ことから、受容体発現バランスの重要性を再確認できた。また2022年度は、EP4受容体による反応が継続し続け
ることで糖代謝系が変化することが、不可逆的ながん増悪機構の起点である可能性を示唆することができた。

研究成果の概要（英文）：To explore the irreversible check point from normal to cancer malignant 
transformation of the cells, changing in the expression balances of the EP2 and EP4 prostanoid 
receptors were examined in terms of their functions of the cancer-related cellular signaling 
pathways. In 2020, the decreasing in the expression level of EP2 receptors hence sustaining the EP4 
receptor-mediated signaling were suggested to be found as one of the reasons for cancer malignancy. 
In 2021, the levels of the expression balances of EP2 and EP4 receptors were confirmed to be 
important since each receptor has its own specific/independent functions to regulate the cellular 
functions including cancer cells. In 2022, altering the glycometabolisms evoked by the sustained 
activation of the EP4 receptors were suggested to be one of the irreversible check point to cancer 
malignant transformation. 

研究分野： 薬理学

キーワード： がん発症メカニズムの解明

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
受容体を２つ同時にノックアウトさせた研究は散見するが、２つの受容体発現量バランス変化に着目した研究は
存在しない。EP4受容体の過活性化は、がん発症の重要な要因である可能性が示されたが、それだけでは不可逆
的に進行するがんの悪性化を説明できない。本研究で、その不可逆性を決定づけるEP2受容体の減少を提案し、
その増悪機構の一端を明らかにした学術的意義は大きいと考える。またこのメカニズムをベースとし、不可逆性
を獲得するその起点を超えさせないことができれば、悪性化抑制だけではなく、可逆的に正常状態近くまで引き
戻せる可能性が考えられ、全く新しいがん治療法を提案できるその社会的意義は大きいと考える。

※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 
 
ヒト大腸がんでは、シクロオキシゲナーゼ−2（COX-2）、プロスタグランジン E2（PGE2）および、
その受容体である EP受容体サブタイプの関与が広く知られている。これまで EP4 受容体の大腸
がんへの関与を研究してきた中で、初期大腸がん発生機構に関わる因子は、そのまま正常大腸の
ホメオスタシスにも関与することが解ってきた。この研究過程において、正常に近い機能を有し
ている個々の因子の関係性の乱れが病態悪化へと繋がる要因となるのではないかと考えるに至
った。間質部でのがん悪性化に EP2 受容体が関わっていることや、がん転移に関与する上皮間葉
転換は大腸がん悪性化の大きな特徴であることから、不可逆的な悪性化の亢進には EP2 受容体
の関与が極めて高い可能性が考えられた。そこで、まずは EP2 受容体と EP4 受容体の発現量バラ
ンス変化に起因する作用を中心に検討することを計画した。また EP4 受容体は、正常な大腸ホメ
オスタシス維持と発がんの両方に関与していることが明らかとなってきたことから、EP4 受容体
それ自体の発現増加と過活性化が継続し続けることにより EP4 受容体が担うホメオスタシス維
持機構が破綻し、細胞増殖を終息できないことが、発がんの一つの要因である可能性を考え、そ
のがん悪性化への分水嶺となるクリティカルポイントの探索を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
 
我々はこれまでヒト初期結腸がん HCA-7 細胞株、およびヒト EP4 受容体を安定的に発現させた
HEK293（HEK-EP4）細胞を用いて、EP4 受容体情報伝達系が、がん化に関与する詳細な機構を解
明してきた。そして EP4 受容体により誘導される COX-2 発現と、PGE2 の産生亢進により、再び
EP4 受容体が活性化するフィードバック機構によるがんの悪性化機構を提唱した（Biol Pharm 
Bull(2016)39:149)。一方で EP4 受容体は、正常大腸上皮細胞の恒常性（ホメオスタシス）を維
持していることも知られている。すなわち EP4 受容体は、正常な大腸ホメオスタシス維持と発が
んの両方に密接に関与していることが解ってきた。興味深いことに、正常なホメオスタシスを担
う因子であるβカテニン、そして COX-2 や PGE2 はまた、初期大腸がん発症に関するがん化マー
カーとしても知られている。これまで明らかにしてきた、これら因子の活性化や、それらの発現
誘導を促す EP4 受容体の過活性化に起因するホメオスタシスの破綻は、がん発症の重要な起点
である。しかしながら、それだけでは不可逆的に進行する大腸がんの悪性化へのステージ変化を
説明できないことが問題であった。そこで、EP4受容体とEP2受容体の発現量バランスの変化が、
がん細胞に与える影響に着目し、不可逆的にがん悪性化を決定づける因子として EP2 受容体に
着目し、その役割や作用機序を探り、その増悪機構の一端を明らかにすることを目的とした。そ
れにより初期大腸がんが次のステージへと、その悪性化が不可逆的に進行する分水嶺となるク
リティカル・ポイントの同定と、そのメカニズムの解明ができれば、さらなる悪性化を抑制でき
ると考えた。またそのことで、がん細胞を可逆的に正常状態近くまで引き戻せる可能性も考えら
れ、全く新しい大腸がん発症初期段階での治療法を提案できると考えた。 
 
３．研究の方法 
 
（１）EP2 受容体と EP4 受容体の発現量バランスが変化することで引き起こされる影響の解析 
 
2020 年度は、EP2 受容体と EP4 受容体の発現量バランスが変化することで引き起こされる影響
の解析を試みた。本解析を進めるにあたり、PGE2代謝産物である 15-keto-PGE2が、PGE2代謝後の
バイアス・リガンドとして作用し、EP2 受容体および EP4 受容体の活性化状態を変化させること
を考えた。すなわち、PGE2により惹起された発がんにつながる炎症反応などが終息して行く過程
を、例えば Gs タンパク質系の指標として cAMP アッセイを用いて、Gi タンパク質系の指標とし
て、extracellular signal-regulated kinases (ERK)のリン酸化についてウェスタン・ブロット
法を用いて、それぞれのリガンドと受容体の組み合わせの反応性の違いを解析し、EP2 受容体の
役割の類推を試みた。また、これまでの cAMP 産生量の測定は、ホスホジエステラーゼ（PDE）阻
害薬の影響のもと、cAMP の最大産生量を測定していた。しかしながら実際の細胞では、PDE によ
る cAMP の分解代謝も並行して起こっている。そこで、PDE 阻害薬を用いずに、分解系を加味し
た実質的な cAMP 量の変動を測定し、EP2 受容体と EP4 受容体の役割分担について、実際の実験
と、そのデータを使った Black/Leff オペレーショナルモデルを用いた計算によるシミュレーシ
ョン・解析を行うことで、さらなる検討を行った。 
 
（２）悪性化するがん細胞の分化メカニズム〜ワルブルグ効果など変化する代謝系の解析 
 
上記の結果を踏まえて、まず EP2 受容体と EP4 受容体の活性化バランス変化と大腸がんによる
死亡率を検証するため、The Cancer Genome Atlas (TCGA)データーベースを用いた解析を行っ



た。また大腸がんでは、好気的条件下で解糖系によるグルコースの乳酸への代謝を介した ATP 合
成系を優先させる Warburg（ワルブルグ）効果と呼ばれる、がん細胞特異的現象の亢進が知られ
ている。また、70%以上のヒトがん細胞は、正常細胞に比べて多くのグルコースを
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)経路の関与により取込むことが知られている。我々はこ
れまでに EP4 受容体依存的な経路が PI3K 系を活性化することを明らかにしてきた（Trends 
Pharmacol Sci, (2003) 24:335)。そこで EP4 受容体を安定発現しているヒト HEK-EP4 細胞を用
いて、PGE2刺激時の細胞内へのグルコース取り込み量の経時的変化、そして解糖系の亢進の指標
として乳酸産生量の経時的変化について、測定・解析した。さらに、それらの変化を引き起こす
EP4 受容体からの細胞内情報伝達系について、これまで明らかとしてきたパスウェイを参照し、
各種酵素の阻害薬などを処置してウェスタン・ブロット法などを用いて解析した。 
 
（３）不可逆性を決定づけるクリティカル・ポイントの同定 
 
代謝系が変化したがん細胞が、これらの形質変化を不可逆的に引き起こす最初のクリティカル・
ポイントの同定と、そのメカニズムについて検証するにあたって、EP4 受容体による発がんにつ
ながる炎症反応が終息できず継続し続けることを考えた。すなわち、その継続的な活性化により
ワルブルグ効果が引き起こされることが、不可逆的ながんの悪性化の一因となると考えた。その
メカニズムの解明としてグルコース・トランスポーター（GLUT）発現量の変化などについて、ウ
ェスタン・ブロット法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）EP2 受容体と EP4 受容体の発現量バランスが変化することで引き起こされる影響の解析 
 
EP2受容体とEP4受容体の発現量バ
ランスが変化することで引き起こ
される影響の解析にあたり、PGE2代
謝産物である 15-keto-PGE2 に着目
し、それが PGE2代謝後のバイアス・
リガンドとして作用する可能性に
ついて検討した。その結果、Gs タ
ンパク質伝達系の指標となる cAMP
産生量については、15-keto-PGE2は
EP2 受容体への完全アゴニストと
して作用するのに対して、EP4 受容
体へは部分アゴニストとして作用
するのみならず、効力も EP2 受容体
に作用する場合と比較して極めて
弱いことが明らかになった（図１
A）。また、Gi タンパク質伝達系の
指標となる ERK 情報伝達系におい
ては、15-keto-PGE2は EP4 受容体へ
は部分アゴニストとして作用する
一方で、EP2受容体へはほとんど作
用しないことも明らかになった
（図１B）。興味深いことに、受容体
結合実験の結果において、PGE2 は
その親和性の高さから反応のスタ
ート時には EP4 受容体へ作用する
一方で、15-keto-PGE2 へと代謝さ
れると、反応は 15-keto-PGE2への
親和性が高い EP2 受容体へと引き
継がれる可能性を見出した（図２）
（J Biol Chem (2020）295:13338)。
すなわち、cAMP の産生亢進は細胞
増殖を抑制することと、EP4受容体
による細胞増殖系シグナルである
ERK系の活性減少から、PGE2/EP4受
容体の活性化により引き起こされた反応は、15-keto-PGE2/EP2 受容体に引き継がれることで終
息して行く可能性が考えられた。すなわち、EP2 受容体の持続的な cAMP の産生維持が細胞増殖
を抑制し、例えば EP4 受容体によって引き起こされた炎症反応を終息させるなど、EP2 受容体、
EP4 受容体の発現量と活性化のバランスが、ホメオスタシスの維持につながる可能性を示すこと
ができた。 



 
ところで実際の生体においては、産生さ
れた cAMP は速やかに分解されること
で、その過剰な活性亢進が引き起こされ
ないように調整されていると考えられ
る。そこで PDE 阻害薬である 3-
isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) の
有無による cAMP の分解系を加味した実
験を行った結果、EP4 受容体により産生
された cAMP は極めて早く分解を受ける
ため、経時的にもその産生量の蓄積はほ
とんど引き起こされない可能性が明ら
かとなった（図３）。さらにそのデータを
使った Black/Leff オペレーショナルモ
デルを用いた計算によるシミュレーシ
ョン・解析を行うことでさらに検討し
た。その結果、EP2 受容体は Gs タンパク
質/cAMP 情報伝達系に、そして EP4 受容
体は Giタンパク質/ERK 情報伝達系に、
これまで考えられていた以上にバイア
スがかかっていることを見出した（図
４）（FEBS Open Bio (2022）12:775)。
すなわち EP2 受容体と EP4 受容体は、
Gs タンパク質やその情報伝達系をシェ
アしている代替可能な受容体ではな
く、それぞれが異なる独立した作用に
より、がん細胞を含む生体反応を制御
している可能性が示された。 
 
 
（２）悪性化するがん細胞の分化メカ
ニズム〜ワルブルグ効果など変化する
代謝系の解析 
 
上記の結果を踏まえて、383 例の大腸がん患者サンプルの EP2 受容体および、EP4 受容体の発現
量比と生存率との相関性について TCGA ビッグ・データを用いた解析を行った。その結果、EP2 受
容体発現量の減少が、死亡率上昇に寄与する可能性を見出すことができた（図５）。これは相対
的な EP4 受容体の発現量比の上昇、あるいは EP2 受容体の発現量比の減少などの EP2 受容体と
EP4 受容体の発現量のバランスが変化することが、死亡率の上昇につながることを明らかにして
いる。すなわち、これまでの結果を踏まえると、EP2 受容体による反応の終息が不十分な場合、
EP4 受容体による反応が過剰に継続し続けることが、がん悪性化と死亡率の上昇につながる可能
性が示唆された。 
 
ところでがん細胞では、糖代謝機構が変化するワルブルグ効果が引き起こされることが、不可逆
的ながんの悪性化の一因となる可能性
が考えられている。そこで EP4 受容体シ
グナルが継続し続けることが、糖代謝機
構に与える影響について、ヒト EP4 受容
体を安定的に発現させた HEK-EP4 細胞
を用いて検討した。HEK-EP4 細胞に PGE2

を処置すると、処置後 1時間でグルコー
ス取り込み量のみが増加した（図６A）。
PGE2 処置後 2 時間では乳酸産生のみが
増加し、グルコース取り込みの増加は見
られなかった（図６B）。これは PGE2処
置 2時間後では、TCA サイクルの遅延や
停止などにより解糖系中間代謝物が飽
和し、グルコース取り込みが抑制された
ためではないかと考えた。一方で、中間
代謝物の飽和を解消するために ATP の
産生を TCA サイクルから解糖系に切り
替えることで、処置後 2時間での乳酸産
生量は増加しはじめた可能性を考えた。



一方で、PGE2処置後 4
時間ではグルコース
の取り込みと乳酸の
産生が増加したが、こ
れは ATP 産生が解糖
系へと完全に切り替
わったために、中間代
謝物の飽和が解消さ
れたためではないか
と考えた。この仮説を
裏付けるために、今後
もより詳細な実験が
必要ではあるが、これ
ら PGE2 処置後のグル
コース取り込みの増加および乳酸産生の増加は、PI3K 阻害薬で抑制されたことから、EP4 受容体
シグナルによる PI3K を介したシグナルが、ワルブルグ効果の起点となりうる可能性が示唆され
た。 
 
 
（３）不可逆性を決定づけるクリティカル・ポイントの同定 
 
予備的な検討から HEK-EP4 細胞には mRNA レベルにおいて GLUT1 から 4 のうち、GLUT1 の発現が
極めて高いことから、PGE2 刺激によるグルコースの取り込み作用は GLUT1 を介していることが
考えられた。しかしながら、少なくとも PGE2

処置後 2 時間ではタンパク質レベルにおい
て GLUT1 の総発現量の変化がなかった（図
７）。すなわち、グルコース取り込みの増
強は、GLUT1 の活性増強に起因している可
能性が考えられた。PGE2処置後 2 時間では
乳酸産生のみが増加し、グルコース取り込
みの増加は見られなかったことは、前述の
ように TCA サイクルの遅延や停止などによ
り解糖系中間代謝物が飽和し、グルコース
取り込みが抑制されたためと考えている
が、例えば GLUT1 へのリン酸化などの修飾
が原因である可能性も考えられる。EP4 受
容体刺激により乳酸の産生は亢進している
ことから、グルコースから代謝されたピル
ビン酸が、TCA サイクルに入るために必要
な、例えばピルビン酸デヒドロゲナーゼ
（PDH）などの活性が抑制されることでワル
ブルグ効果が引き起こされる可能性が考え
られる。 
 
今後は、TCA サイクルが本当に抑制されて
いるのか、されているとするとどのステッ
プが抑制されているのかなど、解糖系亢進
の指標となる乳酸産生に切り替わるメカ
ニズムについて検討したいと考えている。
また 2021 年度には、内因性 EP4 受容体を
発現しているヒト初期結腸がんHCA-7細胞
を用いた研究により、PGE2刺激により細胞
内へのグルコース取り込み量が増大する
ことも明らかにしている（図８）。そこで、
HEK-EP4 細胞で得られた結果が、実際のヒ
ト結腸がん細胞でも見られるのかどうか
も検証したい。今後、EP4 受容体の活性化
に伴う代謝系の継時的な変化について、さ
らに解析することで、がん悪性化の不可逆性を決定づけるクリティカル・ポイントや、ワルブル
グ効果が引き起こされる詳細なメカニズムやタイミングを明らかにできると考えている。 
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