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研究成果の概要（和文）：病因性ミトコンドリアND6及びCOI遺伝子変異を有するため試験管内では低いATP産生しかで
きないが、生体内では高い増殖性と転移性を示すマウス肺がん由来P29mtB82M細胞の特徴をエネルギー代謝の面から検
討した。その結果、解糖系の亢進、乳酸トランスポーターMCT4による乳酸の積極的排出、間質細胞との寄生性がん代謝
、低酸素下における高いグルコースの取込み、高い腫瘍血管新生能による血中グルコースの効率的利用が増殖・転移に
おけるエネルギー（ATP）確保にとって重要であることが示唆された。また、MCT4を抑制すると細胞死が起こることも
判明し、mtDNA制御の転移を抑制するための糸口が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the characteristics of mouse lung carcinoma P29mtB82M cells from 
the aspect of energy metabolism that produce a low level of ATP in vitro due to a frame-shift mutation in 
the mitochondrial ND6 gene and a missense mutation in the COI gene while show high tumor growth and 
metastatic potential. The results indicated that P29mtB82M cells produced a higher level of ATP in vivo 
through higher levels of glycolysis, lactate production via lactate transporter MCT4, parasitic 
metabolism, glucose uptake under hypoxic conditions, and glucose uptake via stimulation of angiogenesis. 
In addition, we found that knockdown of MCT4 resulted in cell death of P29mtB82M cells, implying the 
strategy to suppress mtDNA-regulated metastasis.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 ヒトがん組織中の多くのがん細胞ではラ
ンダムに多種多様なミトコンドリア DNA
（mtDNA）変異が頻繁に起きていることが古
くから知られているが、変異の種類の記載が
主であり、それらががん細胞の生物学的性状
にどのような影響を及ぼすかの研究は極め
て少ない。我々は、マウス由来の転移能の異
なる肺がん細胞株及び繊維肉腫細胞株を用
いて、mtDNA	変異と転移能との関連を検討し、
高転移性細胞特異的に呼吸鎖複合体 I	を構
成する NADH	脱水素酵素 6（ND6）遺伝子で病
因性ミスセンス変異あるいはナンセンス変
異が起きていることを明らかにした（1）。ま
た、高転移性ヒト乳がん細胞株においても
mtDNA	変異が転移能の亢進に関与している
ことを見出した（1）。Cybrid	細胞を用いた
解析から、この病因性変異が原因で複合体 I	
活性が低下し、いわゆる偽低酸素状態が細胞
内に生じるとともに活性酸素種（ROS）が過
剰に産生され、低酸素誘導転写因子 HIF-1	と
抗アポトーシス MCL-1	の発現が亢進し、その
帰結として細胞が高転移能を示すようにな
ることを報告した（筑波大学及び千葉県がん
センターとの共同研究）（1〜3）。また、ヒト
肺がん及び大腸がんの原発巣と転移巣にお
ける ND1、ND2、ND3、ND4、ND4L、ND5、ND6	遺
伝子の変異を比較し、ミトコンドリア病関連
変異やアミノ酸置換が過激なミスセンス変
異の頻度が転移巣において有意に高いこと、
また興味深いことに、	ND6遺伝子にナンセン
ス変異が生じている症例も見出している（未
発表）。これらのがん細胞では ATP 産生は約
50%に低下しているが、完全には呼吸鎖活性
が失われておらず、おそらく複合体 II を介
した酸化的リン酸化（OXPHOS）の経路が動い
ていると推察している。興味深いことに、病
因性 mtDNA 変異を有するがん細胞の in	vitro
増殖は野生型 mtDNA を有する対照がん細胞よ
りも遅いが、in	vivo での増殖は速いという
現象を観察している。これらの結果は、病因
性 mtDNA	変異を有するがん細胞は、がん微小
環境において、何らかの機序によって ATP 産
生を補填することで増殖、転移のためのエネ
ルギーを得ている可能性を示唆する。しかし、
そのメカニズムの全貌は全く明らかではな
い。	 	
	 最近、寄生性がん代謝（parasitic	cancer	
metabolism）という現象が報告された（4）。
この報告によると、がん組織内のがん細胞は
自身が産生した ROS を間質細胞に作用させる
ことで酸化ストレスをかけ、間質細胞内で
HIF-1 を安定化させ、解糖系やオートファジ
ー／マイトファジーを活性化させる。その結
果生成された乳酸、ケトン体などの高エネル
ギー代謝産物やグルタミンなどをがん細胞
が取り込み、ミトコンドリア OXPHOS による
ATP 産生を増加させ、増殖や転移のために利
用する。また、間質細胞での排出トランスポ
ーターMCT4 の発現亢進とがん細胞での取り

込みトランスポーターMCT1 の発現亢進が関
わり、がん細胞と間質細胞間で代謝カップリ
ングが形成されるとされている。しかし、こ
の現象が本当なのかどうかの検証はまだこ
れからである。	
	 	
２．研究の目的	
活性酸素種（ROS）を多量に生成する病因性
mtDNA 保有がん細胞が、ROS の関与が示唆さ
れている寄生性がん代謝（ROS に暴露された
間質細胞が産生する高エネルギー代謝産物
のがん細胞への供給による ATP 産生）を亢進
させることによって、自己及び共存する野生
型 mtDNA 保有がん細胞の増殖、転移に影響を
与えるかどうかを検証する。このために、	
（１）病因性 mtDNA 保有及び野生型 mtDNA 保
有がん細胞と間質細胞との共培養系を樹立、	
（２）がん細胞中での ATP 濃度を ATeam セン
サーを用いてリアルタイムに可視化、	
（３）寄生性がん代謝に関わる分子の発現変
化を in	vitro及び in	vivoでの検討、	
（４）寄生性がん代謝の阻害でがんの増殖、
転移が抑制できるかどうかの検討、	
を行うことを目的とした。	
	
３．研究の方法	
（１）細胞	
マウス肺癌由来でミトコンドリア ND6遺伝子
に病因性変異（13885insC）を有し ROS を高
産生する P29mtB82M 細胞と、対照として野生
型 mtDNA を有し ROS 低産生である P29mtP29
細胞を用いた。また、間質細胞として線維芽
細胞 BALB/c3T3 とがん関連線維芽細胞
WA-moFib を用いた。	
（２）腫瘍増殖と転移能の測定	
動物実験は島根大学動物実験専門委員会の
承認を得た後に行った。P29mtB82M 細胞及び
P29mtP29細胞をC57BL/6マウスの皮下に移植
し、経時的に腫瘍の大きさを計測した。転移
能は、実験終了時に肺を摘出し、ブアン固定
した後、肺表面の転移巣数を計測した。	
（２）共培養系	
単層培養した間質細胞上に Cyt-ID	 Red	
long-term	cell	tracer で赤色蛍光標識した
がん細胞を播いて共培養を行った。	
（４）共培養系におけるがん細胞での ATP 生
成の観察	
生細胞内の ATP 濃度をリアルタイムに可視化
できる ATeam ベクターをがん細胞に導入し、
蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）により細胞
内 ATP 濃度の変化をリアルタイムで観察した。	
（５）遺伝子発現の定量	
解糖系酵素、グルコーストランスポーターや
乳酸トランスポーター遺伝子の発現は
RT-qPCR で行った。	
（６）グルコースや遊離脂肪酸の細胞内取込
みの測定	
グルコース及び遊離脂肪酸の取込みは、それ
ぞれ蛍光性 2-deoxyglucose 誘導体である
2-NDBG及び蛍光性TF2-C12の取込みで測定し



 

 

た。	
（７）免疫組織化学染色	
	 腫瘍血管は腫瘍組織の凍結切片を CD31 抗
体で染色して観察した。ヒト腫瘍組織での
MCT4 発現は、パラフィン切片を MCT4 抗体で
染色して観察した。	
	
４．研究成果	
（１）P29mtB82M 細胞の増殖能と転移能	
	 P29mtB82M 細胞は in	vitroにおける増殖速
度は遅いが、同系マウス皮下における増殖速
度は P29mtP29 細胞とほぼ同程度であり、高
い肺転移能を示した。このことから、in	vivo
においては、腫瘍内微小環境中の何らかの影
響が P29mtB82M 細胞のエネルギー代謝や増殖，
転移に影響を及ぼしていることが推測され
た。	
（２）P29mtB82M 細胞での解糖系の亢進	
	 P29mtB82M 細胞は、P29mtP29 細胞と比較し
て、乳酸を高産生することから解糖系が顕著
に亢進していることが推測された。そこで解
糖系酵素である HK1、PFK1、PGK1、PKM1 の発
現を調べたところいずれも高いことが判っ
た。また、グルコーストランスポーターの一
つである Glut3 及び乳酸トランスポーター
（エクスポーター）の一つである MCT4 を高
発現していることも明らかになった。すなわ
ち、グルコースを多く取込み、乳酸を多く排
出する系が発達していることが明らかにな
った。	
	 さらに、低酸素下でのグルコース（蛍光性
2-NDBG）の取込みを検討したところ、
P29mtP29 細胞と比較して、P29mtB82M 細胞で
顕著な取込みの亢進が認められた。次に、間
質細胞との共培養下での 2-NDBG の取込みを
検討した。その結果、P29mtB82M 細胞は単独
培養よりも共培養下で 2-NDBG の取込みが亢
進されることが明らかになった。遊離脂肪酸
の取込みには変化は認められなかった。	
（３）P29mtB82M 細胞での ATP 産生能	
	 共培養系において P29mtB82M 細胞中での
ATP 濃度を ATeam を用いてリアルタイムに可
視化する FRET 解析を行なった。しかし、予
期に反して、顕著な細胞内 ATP 濃度の変動は
観察されなかった。従って、解糖系の亢進し
ている P29mtB82M 細胞中では、共培養系によ
って取込みが増加したグルコースを効率よ
く代謝するが、ATP 消費速度も早く、顕著な
細胞内 ATP 濃度上昇には至らないのではない
かと推察された。	
（４）P29mtB82M 細胞は、P29mtP29 細胞と比
較して、血管新生因子 VEGF を高産生してお
り腫瘍血管新生能が高いことが分かった。こ
のことから、P29mtB82M 細胞は腫瘍血管から
グルコースを効率よく利用できることが推
察された。	
（５）P29mtB82M 細胞で高発現している MCT4
をノックダウンすると細胞死が誘導される
ことが明らかになった。	
（６）興味深いことに、MCT4 が細胞膜上のみ

でなく核内にも存在することが判明した。そ
こで、mtDNA 病因性変異を有するヒト肺がん
や大腸がんにおいて MCT4 の細胞内局在を調
べたところ、高率に核内にも存在することが
明らかになった（千葉県がんセンター研究所
との共同研究）。	
（７）これらの結果から、P29mtB82M 細胞に
おけるグルコースの取込みと解糖系の亢進、
乳酸の積極的排出、間質細胞との寄生性がん
代謝及び高い腫瘍血管新生能による血中グ
ルコースの効率的利用が増殖・転移における
エネルギー(ATP)確保にとって重要であるこ
とが示唆された。また、病因性 mtDNA 変異を
有するがん細胞が、血管の近傍で OXPHOS を
行うがん細胞に対して乳酸の供給源になる
共生性代謝が存在する可能性も示唆された。
さらに、MCT4 をノックダウンすると細胞死が
誘導されることが明らかになったことから、
mtDNA 病因性変異による転移の抑制さらには
寄生性代謝の抑制が可能である可能性が示
唆された。また、本研究で MCT4 の核内局在
が明らかになったが、mtDNA 病因性変異によ
る転移の促進においてこれがどのような意
味を持つのかの解明が今後の課題である。	
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