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研究成果の概要（和文）：癌細胞において低酸素・低pH環境においても癌の細胞内pHがより高く維持されている
ことを確認している。また癌の分化度の違いと酸排泄イオン輸送体の発現に明らかな差があることを認め、また
その阻害剤が酸排出イオン輸送体発現に依存して、効果を発揮する事を報告している。本研究において細胞内
ｐHの維持機構について癌細胞と癌幹細胞との差異の有無を明らかとし、細胞内pH制御因子としての炭酸脱水酵
素９が癌幹細胞特異的な標的分子となることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Tumor cells predominantly produce energy with high-rate glycolysis followed 
by lactate formation in their cytoplasm due to their fast proliferation under hypoxic conditions 
differently from most normal cells producing energy with relatively low-rate glycolysis followed by 
oxidation of pyruvate in mitochondria. This high-rate glycolysis with lactate formation of tumor 
cells provides a large amount of H+ leading to acidic microenvironments. Even in environments that 
tumor cells produce a large amount of H+ due to high-rate glycolysis, the cytosolic pH (pHc) of 
tumor cells is maintained at a level identical to or even slightly higher than that of normal cells.
 To maintain pH at a normal level, tumor cells should have higher expression and/or activity of H+ 
transporting systems than normal cells. The aim of this project is to clarify the differences of pH 
regulation system in cancer cells and cancer stem cells reading to discovery of new target molecules
 to treat cancer. 

研究分野：細胞生理学

キーワード： 癌幹細胞　proton dynamics
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１．研究開始当初の背景 
在日本の死亡率の約30％が悪性新生物によ

る死亡である。本研究代表者も癌治療に取り

組み、従来の抗がん剤の放射線治療とのコン

ビネーション  や、造血幹細胞移植を併用し

た癌幹細胞を標的としたHigh doseの抗がん剤

治療を臨床において行い、成果を報告してき

ている。しかし実際、如何に抗がん剤を駆使し

ても、一部のpopulation が残存し、再発するケ

ースがほとんどである。その原因に癌幹細胞

(CSC)の薬剤抵抗性があげられる。癌幹細胞

は細胞分裂がdormantであり、また薬剤排出輸

送体であるMDRの発現が多い事がその原因と

なること、また癌細胞集団のより血流の悪い低

酸素、低栄養環境に順応し抗がん剤の物理

的に届きにくい部位に存在することが明らかと

なっている。低酸素・低栄養環境において、癌

細胞では酸化的リン酸化よりも解糖系が亢進

していることが明らかとなっている（Warburg 効

果）。そのような代謝の変化により癌の周囲に

おいて乳酸増加が原因となり、細胞外環境が

酸性である事が明らかとなっている。酸性環境

においても癌の細胞内pHは正常細胞と同様

に維持されていることが明らかとなっており、癌

における酸排出機構の亢進が示唆される。近

年、本研究者は、癌細胞において低酸素・低

pH環境においても癌の細胞内pHがより高く維

持されていることを確認している。また癌の分

化度の違いと酸排泄イオン輸送体の発現に明

らかな差があることを認め、またその阻害剤が

酸排出イオン輸送体発現に依存して、効果を

発揮する事を報告している。本研究において

癌細胞の細胞内ｐHの維持機構について癌細

胞と癌幹細胞との差異の有無を明らかとし、新

たな分子標的分子の開発を目的とする。 

２．研究の目的 
本研究において癌細胞の細胞内ｐHの維持機

構について癌細胞と癌幹細胞との差異の有無

を明らかとし、新たな分子標的分子の開発を

目的とする。 

 

3.	 研究の方法 
（１）肺癌細胞株である A５４９細胞と胃癌
細胞株MKN２８を用いて実験を行う。A５４
９細胞と MKN２８細胞より低接着培養フラ
スコを用いて癌幹細胞の作成し、癌幹細胞マ
ーカーである nanog, oct3/4 の発現を確認す
る。 
（２） 
癌幹細胞(CSC)と親株(parental)である細胞
とにおいて、細胞内ｐHをｐH感受性蛍光色
素（carboxy SNARF-1）を用いて測定する。
その後ｐH 制御イオン輸送体の発現をリアル
タイム PCRにて確認する。 
（３） 
差異を認めたイオン輸送体の阻害剤を用いて、
細胞内ｐH、細胞増殖、ミトコンドリア活性に
及ぼす影響を検討しする。 
	
4.	 研究成果	
（１）	癌細胞株の作成	
癌幹細胞作成に低接着フラスコと、各種増殖
因子（ progesterone,	 putresceine,	 apo-
trasnferrin,	insulin）を加えた DMEM—F１２
培地を用いて培養を行い、spheroid の形成を
確認した。（図１）	

作成した spheroid を用いて real	time	PCR を
行い、癌幹細胞マーカーである nanog	oct3/4
の発現を確認した。（図２）	

	

A549 MKN28



（２）	 細胞内ｐH の測定	
親株である A５４９と MKN	 ２８細胞におい
て細胞内ｐH を測定した。また上記にて作成
した癌幹細胞にておいても細胞内ｐH を測定
した。またいずれの細胞においても低酸素環
境（１％O２）にてｐH の増加を認めた。	

（３）	 ｐH 制御イオン輸送体の発現評価	
親株においていずれもｐH の上昇を認めたた
め、ｐH 制御輸送体である NHE１、V—ATPase、
CA９の発現を real	time	PCR にて評価した。
いずれの癌幹細胞においてCA９のみ発現の有
意な増加を認めた。	

(4)	 上記にて確認した CA９の阻害剤（CA9I:	
U104）を用いて癌細胞の pH 及び増殖に及ぼす
影響を確認したところ、いずれの癌幹細胞に

おいて有意にｐH の低下を認め増殖抑制効果
を認めた。また、その増殖抑制のメカニズム
としてミトコンドリア活性の低下によるエネ
ルギー枯渇が考えられた。これらの結果より、
幹細胞特異的な分子標的としてCA９の存在が
明らかとなった。	
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