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研究成果の概要（和文）：放射線誘導浸潤がん細胞で活性化または抑制されている初期応答経路を包括的に解明するこ
とを目的とし、in vitroでの浸潤細胞調製法を確立して、細胞マトリックスに浸潤した膵癌由来細胞のメタボローム解
析を行った。その結果、浸潤細胞では通常培養細胞群と比較し、(1)解糖系や(2)アルギニン産生に関わる代謝経路、さ
らに、(3)抗酸化能に関わる代謝経路が重要であることを見出した。また、炭素線照射後の浸潤細胞でも同様の代謝特
性を確認した。この研究により、炭素線照射後の浸潤抑制に有用な阻害剤の新しい候補を提案した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to identify the metabolic pathways characterized in the 
invaded cancer cells, PANC-1, whose invasiveness is enhanced after the carbon-ion (C-ion) irradiation, 
and propose the new candidates reducing the C-ion enhanced invasiveness. Metabolome analysis using 
CF-TOFMS showed that several metabolites in the glycolytic pathway, the uric acid pathway synthesizing 
arginine, and the folate pathway producing glutathione were all increased in the invaded PANC-1 cells 
compared to those of whole-cultured PANC-1 cells. Such increases in the metabolite were also shown in the 
invaded cells after the C-ion irradiation. From the results, we next clarified the enzymes responsible 
for the synthesis of increased metabolites found in the invaded cells. This approach would be useful for 
identifying new inhibitors for the invasion of cancer cells.

研究分野： 放射線生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 癌の治療効果を向上させるためには、転移
抑制が重要な課題である。我々は、炭素線照
射によって浸潤能が上昇する細胞株（PANC-1
や SF126）を見いだし、そのメカニズムを解
析してきた。これまでに、放射線誘導浸潤能
に関わる分子を同定し、それらの阻害剤によ
って浸潤が抑制されることを示してきたが、
がん細胞は複数の経路を使って浸潤してい
るようであり、未だ放射線誘導浸潤能の完全
抑制には至っていない。そこで本課題では、
新しく代謝産物の包括的な分析を行うメタ
ボローム解析を導入し、放射線誘導浸潤がん
細胞で活性化または抑制されている初期応
答経路を包括的に解明することを考えた。 
 細胞の浸潤能はコラーゲンなどのマトリ
ゲルをコートしたトランスウェルを用いて
行う。マトリゲルの上に播種した細胞のうち、
マトリゲルを越えてトランスウェルの裏側
に移動できた細胞を浸潤細胞というが、興味
深いことに、マトリゲル上に細胞を播種して
も全ての細胞が動くわけではなく、PANC-1 細
胞では全体の約 0.3%の細胞のみが浸潤する。
また、我々は別の実験で、マトリゲルを通過
し浸潤した PANC-1 浸潤細胞は、PANC-1 細胞
全体の集団と比較し、一酸化窒素（NO）の産
生量が高い事を見いだしており、浸潤細胞で
は特徴的な代謝経路が存在する可能性が考
えられた。これらの背景から、本課題では、
細胞全体の代謝経路と、実際に浸潤した細胞
の代謝経路を区別して解析することを計画
した。 
 
 
２． 研究の目的 
(1)浸潤細胞の調製方法を確立する。 
(2)浸潤細胞で特徴的な代謝経路を明らかに

し、炭素線誘導浸潤能で重要な代謝経路を
調べる。 

(3)浸潤に重要な代謝経路を阻害し、照射後
の浸潤能を抑制する方法を提案する。 

 
 
３．研究の方法 
(1)浸潤細胞の調整方法を確立する 
トランスウェルの裏側に浸潤した PANC-1 細
胞を複数の細胞剥離液を用いて回収, また
はピペッティングやスクレーパーで直接回
収する方法を試みた。 
 
(2)浸潤細胞で特徴的な代謝経路を明らかに
し、炭素線誘導浸潤能で重要な代謝経路を調
べる 
通常培養 PANC-1 細胞及び、PANC-1 浸潤細胞
それぞれの代謝産物量を CE-TOFMS を用いて
包括的に測定・比較し、PANC-1 の浸潤細胞で
特徴的に活性化または抑制されている代謝
経路を調べた。また、非照射条件での PANC-1
浸潤細胞と、炭素線 2 Gy 照射後の浸潤細胞
の代謝産物量を比較し、非照射浸潤細胞群及

び照射後の浸潤細胞群で違いがあるか調べ
た。 
 
(3)浸潤に重要な代謝経路を阻害し、照射後
の浸潤能を抑制する方法を提案する 
浸潤細胞で特異的に産生量が変化する代謝
産物から、その代謝産物量の変化に関わる酵
素群を推定し、放射線誘導浸潤能の抑制に有
効と考えられる阻害剤を提案した。 
 
 
４．研究成果 
(1)マトリゲルを通過してトランスウェルの
裏側に浸潤したPANC-1細胞を回収するため、
トリプシン-EDTAやAccutaseによる細胞剥離、
また、ピペッティングやスクレーパーを用い
直接回収する方法を試みたが、中でも、
Accutase (Innovative cell tech)で 30 分間
室温処理する方法が最も死細胞が少なく、そ
の後培養した際も通常培養細胞群と同じよ
うにgrowthすることが確認できた。Accutase
を用い穏やかに時間をかけて処理すること
で、浸潤細胞を高い生存率のまま回収する方
法を確立した。 
 
(2)非照射の PANC-1 細胞及び、炭素線 2 Gy
を照射した PANC-1 細胞を用い、炭素線照射
２日目に浸潤アッセイを行った。アッセイ開
始から 24 時間後に、それぞれのトランスウ
ェルから浸潤細胞群を単離した。また、浸潤
細胞とは別に、通常条件にて PANC-1 細胞を
dish で培養し、通常培養細胞群とした。浸潤
細胞群および通常培養細胞群からメタボロ
ーム解析用のサンプルを作成し、CF-TOFMS を
用いて代謝産物を測定した。主成分分析より、
非照射および炭素線照射ともに、浸潤細胞群
の代謝プロファイリングは通常培養細胞群
とは区別されることが明らかとなった。また、
浸潤細胞群の代謝産物の定量値から、浸潤細
胞では、解糖系の ATP 産生に関わる中間代謝
物質である 3-phosphoglycerate (3PG)と
phosphoenol-pyruvate (PEP) の産生量が上
昇することを見いだした。このことから、浸
潤細胞の代謝の特徴として、特に解糖系によ
るエネルギー代謝に傾斜していることが予
想された。さらに、浸潤細胞の ATP の量は、
通常培養細胞群に比べ有意に減少していた
が、エネルギーチャージ率は低下を示すこと
から、ATP 産生の代謝は浸潤細胞群で活性化
していることが示唆された。また、これら現
象は、炭素線照射後の浸潤細胞でも同様の結
果であることを明らかにした。 
 我々は別の実験で、PANC-1 浸潤細胞は、
PANC-1 細胞全体の集団と比較し、NO の産生
量が上昇していること、また炭素線照射によ
り NO を高産生する細胞の数が上昇し、浸潤
細胞の数も増加することを見いだしていた。
実際に、PANC-1 細胞を一酸化窒素合成阻害剤 
(NOS)で処理すると炭素線誘導浸潤能が抑制
されることから、NO は PANC-1 の浸潤で重要



な役割を担っており、また、炭素線照射後の
浸潤能の上昇にも関与していることが予想
されていた。今回、本研究のメタボローム解
析により、炭素線照射を受けた PANC-1 細胞
では、アルギニンの産生量が上昇しているこ
とを新たに見いだした。アルギニンは NO の
基質であり、NO 産生において必須のアミノ酸
である。PANC-1 の炭素線照射後の浸潤上昇に
は NO 産生が必須であり、このためにはアル
ギニン産生の亢進が重要である可能性が示
唆された。 
 さらに、浸潤細胞は通常培養細胞群と比べ、
酸化ストレスの指標である還元型グルタチ
オン（GSH）/ 酸化型グルタチオン（GSSG）
比が有意に低下していることを見出した。ま
た、この値は、炭素線照射を受けた浸潤細胞
で、さらに低下していた。すなわち、非照射
群、炭素線照射群ともに浸潤細胞では通常培
養細胞群と比べ、より高い酸化ストレスがか
かっていることが示唆された。興味深いこと
に、PANC-1 の浸潤細胞は非照射群、炭素線照
射群ともに、通常培養細胞群と比べ、活性酸
素の一種である過酸化水素に対し抵抗性で
あることが確認された。これらの結果から、
浸潤細胞では高い酸化ストレスがかかって
いると考えられるが、同時に高い抗酸化能力
をもつため、酸化ストレス存在下でも生存で
きることが示唆された。 
 
(3) 浸潤細胞で特異的に産生量が変化する
代謝産物から、その代謝産物量の変化に関わ
る酵素群を推定した。解糖系の代謝産物であ
る 3PG は ホスホグリセリン酸キナーゼ 
（PGK）により産生され、PEP は ホスホピル
ビン酸ヒドラターゼ (Enolase)により産生
される。しかし、PGK や Enolase の発現量は
通常培養細胞群と浸潤細胞群では差がなか
った。その為、PGK および Enolase は PANC-1
浸潤細胞で特異的に発現量が上昇している
のではなく、活性化されていると考えられた。 
 また、アルギニン産生に関わる代謝酵素も
浸潤細胞では重要な役割を担っていること
が予想されるが、アルギニンは尿素回路でア
ルギニノコハク酸リアーゼ（ASL）により産
生される。そこで、通常培養細胞群及び浸潤
細胞群におけるASLの発現量を比較したとこ
ろ、浸潤細胞群ではASLの遺伝子発現量が1.4
倍に上昇することが明らかとなった。 
 さらに、抗酸化能に関わる代謝系路では、
ROSを消去する過程で酸化型となったGSSGが、
さらなる ROS を消去するため、還元型の GSH
へ変換される必要がある。GSSG から GSH への
変換には NADPH が必須であるが、実際に NADP
から NADPHを産生する反応に関わる葉酸代謝
経路の酵素（ALDH1L2）の遺伝子発現量は、
通常培養細胞群と比べ浸潤細胞で1.7倍上昇
しており、反対に NADPH から NADP を産生す
る酵素（DHFR）の発現量は 56％に減少してい
た。興味深いことに、この現象は PANC-1 の
浸潤細胞のみならずSF126の浸潤細胞でも同

様に確認された。 
 以上の結果より、PANC-1 の炭素線誘導浸潤
能の抑制には、PGK, Enolase, ASL, ALDH1L2
酵素に対する阻害剤が有用である可能性が
示唆された。 
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