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研究成果の概要（和文）：本研究ではがん悪性化因子PRLの高発現によって引き起こされる酸性環境適応に関し
て解析を進めた。PRLを高発現する細胞ではリソソームが細胞膜と融合するlysosomal exocytosisが活発に起こ
っており、細胞外へプロトンを放出することで、酸性環境下でも細胞内pHを通常近くに維持していることが分か
った。また、特定のシグナル伝達がlysosomal exocytosisを活発化していることを見つけた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the cellular adaptation to acidic 
environments, which is caused by overexpression of PRL, a molecule driving cancer malignancy. We 
found that lysosomal exocytosis occurs actively in PRL-overexpressing cells, releasing protons to 
the cell exterior and thereby maintaining intracellular pH even under acidic conditions. We also 
discovered that specific signaling activates lysosomal exocytosis.

研究分野：細胞生物学

キーワード： がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性化したがん組織が酸性化していることは古くから知られてきたが、がん細胞の応答機構は長らく不明だっ
た。本研究では、がん細胞がリソソームの膜動態を調節することで積極的にプロトンを排出して、酸性環境に適
応してゆく仕組みを新たに発見することができた。がん悪性化の本態をその周辺環境との関わりの中で理解し、
また、がんの人為的コントロールに道を開く重要な研究成果と評価できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1)がん細胞のエネルギー代謝は通常の細胞と大きく異なっており、グルコースを大量に消費し
て乳酸を産生することが知られる。そのために、がん細胞自身やその周辺環境を次第に酸性化し
てゆくことが古くから指摘されてきた。最近のイメージング技術の大きな進展の結果、実験動物
の生体内に生じたがん組織の pH を定量解析することが可能となり、実際に悪性化したがん組織
の pH は 6.5 程度にまで酸性化していることが明らかにされている。生体内の pH が 7.4 前後に
厳密に調節されていることを考えると、これは非常に強い酸性環境であるが、このような過酷な
pH 環境に対してがん細胞がどのように応答して、また活発に増殖を続けられるのかほとんど分
かっていなかった。 
 
(2)私たちは大腸がんの転移巣などで高発現するがん悪性化因子 PRL の機能解析を進め、その直
接結合タンパク質として Mg2+トランスポーターCNNM を見つけ、さらにその遺伝子欠損マウスの
解析からがん悪性化進展における重要性を明らかにしてきた。PRL の機能解析研究を進める中で、
PRL を発現させた細胞が生体内の生理的 pH に近い pH 7.5 ではほとんど増殖せず、悪性化したが
ん組織で見られるような pH 6.5 などの酸性環境で活発に増殖するようになることを見つけた。
このとき、PRL 高発現細胞ではリソソーム由来の小胞が細胞膜に融合する lysosomal exocytosis
と呼ばれる現象が起こっており、細胞外に積極的に水素イオンを排出することで細胞内 pH の酸
性化を防いでいることが示唆された。本研究では、この lysosomal exocytosis による細胞の酸
性環境適応の仕組みや lysosomal exocytosis の調節の仕組み、さらにはそのがん悪性化におけ
る重要性について追究することにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がんの悪性化プロセスにおける細胞の酸性環境適応や lysosomal exocytosis の重

要性を追究した。がん細胞は特殊なエネルギー代謝を行っており、悪性化と共に組織は酸性化す

るが、この正常な細胞にとって過酷な環境の中で、どのようにしてがん細胞が活発に増殖できる

のか分かっていなかった。私たちはがんの悪性化進展に関わる分子 PRL の機能解析から、PRL を

高発現する細胞が酸性側にシフトした pH 6.5 でもっとも活発に増殖することを見つけていた。

また、この現象にリソソームが細胞膜と融合して内腔物質を細胞外に放出する lysosomal 

exocytosis が関わっていることも見つけていた。さらに、この lysosomal exocytosis は細胞の

酸性環境への適応だけでなく、内腔のプロテアーゼなどを放出することでがんの浸潤運動を積

極的に促している可能性も考えられた。培養細胞や遺伝子改変マウス、さらに線虫 C. elegans

など、さまざまな実験材料を用いて重曹的な解析を進め、がん悪性化進展におけるリソソーム膜

動態調節の重要性や、その新たな役割の解明を目指すことを本研究の目的としていた。 
 
３．研究の方法 
本研究では細胞の酸性環境適応の分子機構としての lysosomal exocytosis の起こる仕組みやそ
の重要性を明らかにするため、マウスやヒトなどの哺乳動物由来の培養細胞を用いて、分子イメ
ージング解析、化合物スクリーニングや遺伝子ノックダウン・ノックアウトなど、さまざまな実
験手法を用いて関連分子の探索や機能解析などを進めた。培養細胞を用いた解析では、pH 応答
性の蛍光分子を用いたイメージング解析によって細胞内 pH の定量解析を行った。また、プロト
ンの積極的な排出の分子機構を明らかにするために、既知のプロトン輸送分子などに対する阻
害剤の効果を検討し、さらに ATP エネルギー依存性にプロトンを膜輸送する V-ATPase の分子イ
メージング解析を行なって、PRL 発現応答性の局在変化の詳細を検討した。さらに PRL 高発現に
よって酸性環境適応した細胞がアルカリ環境（pH 8.0）で脆弱になり死滅する性質を利用して、
この細胞死をキャンセルできる低分子化合物スクリーニングを実施し、その候補分子として見
出した TGFbetaシグナル伝達系の役割について、遺伝子ノックダウン・ノックアウトによる機能
的重要性の検証実験などを行なった。また細胞外液中の酵素量の測定により、リソソーム内腔に
局在するプロテアーゼのカテプシン分泌の定量解析を行ない、その特異的阻害剤の効果も検討
した。 
 
４．研究成果 
(1)PRL 高発現によって起こる酸性環境適応の仕組みを調べるため、細胞内の pH を蛍光インディ
ケーターを用いたイメージングによって定量解析した。その結果、PRL 高発現細胞では pH がア
ルカリ寄りにシフトしており、酸性環境下でも細胞内の pH を正常に近い値で保つことができて
いた。一方で、通常の pH 環境下では非常に強くアルカリに寄っていることも明らかになった。
このことは PRL 高発現によって、細胞内から細胞外へプロトンを積極的に排出していることを
示しており、これが酸性環境適応やアルカリ環境での細胞死の原因となっていることが分かっ
た。細胞外へプロトンを排出する膜トランスポーターとして NHE や MCT などがよく知られてい
る。これらの分子に対してブロードに効果を発揮する低分子化合物が知られているので、PRL 高
発現細胞を通常環境や酸性環境に置いた状態でそれらの効果を検討したが、細胞の増殖性に対



して顕著な効果は全くなかった。その一方で、lysosomal exocytosis を阻害することが知られ
ていた Vacuolin-1 という化合物では、PRL 高発現による効果が打ち消されていることが分かっ
た。以前の解析で示されていた PRL 高発現による lysosomal exocytosis の活発化と合わせて考
えると、これらの実験結果は PRL 高発現が lysosomal exocytosis によってプロトンの積極的排
出を促すことによって、酸性環境の中でも細胞内 pH を正常に近い値に維持できることによるこ
とを示している。  
 
(2)上の実験結果から lysosomal exocytosis による積極的なプロトン排出の重要性が明確にな
った。リソソーム内腔は pH が 4から 5にまで低下しており、高濃度のプロトンが蓄えられてい
る。このためリソソームを細胞膜と融合することで大量のプロトンを細胞外に放出することが
可能と考えられる。一方で、リソソーム膜にはプロトントランスポーターの V-ATPase が存在し
ており、ATPのエネルギーを利用してプロトンの膜輸送を行っている。このV-ATPaseがlysosomal 
exocytosis によって細胞膜に運ばれ、細胞膜で恒常的にプロトン排出を行っている可能性が考
えられた。V-ATPase の細胞内での分子挙動を調べるため、いくつかのサブユニットに蛍光タン
パク質を融合させたコンストラクトを発現させたところ、V0cサブユニットの mCherry 融合タン
パク質は内在性リソソームに局在することが分かり、生細胞でのイメージング解析を進めた。そ
の結果、V0c-mCherry は Dox で PRL 発現を誘導してから次第に細胞の頂端部の方へ移動してゆく
ことが分かった。イメージング解析に用いている MDCK細胞ではリソソームが頂端部側の細胞膜
で融合することが分かっており、その部分に向けてリソソームや V-ATPase の再配置が能動的に
行われていることを示す実験結果と考えられる。 
 
(3)PRL高発現により酸性環境適応した細胞はpH 8などのアルカリ条件下で非常に脆弱となり死
滅する。この現象を利用して、酸性環境適応に関わる機構についての化合物スクリーニング解析
を行った。標的既知の低分子化合物 1,630 個を培地に加えて PRL 高発現細胞をアルカリ条件下
で培養したところ、TGFbeta の受容体として機能する ALK5 の阻害剤が全て有意に細胞数を増や
すことができていた。そこで細胞の pH 応答性変化に ALK5阻害剤が効果を示すか調べたところ、
PRL 高発現によるアルカリ細胞死を防ぐだけでなく、細胞の pH 応答性を元に戻すことも明らか
となった。また、ALK5 阻害剤を加えることで培地中へのリソソーム内腔酵素の分泌が抑制され
ていることも示され、PRL 発現誘導性の lysosomal exocytosis の活発化も阻害できることが分
かった。これらの実験結果から、lysosomal exocytosis や細胞の酸性環境適応現象に TGFbeta
シグナル伝達が重要である可能性が強く示唆されたので、PRL の発現状態を変えずに TGFbeta刺
激のみで lysosomal exocytosis が活性化するか調べたところ、有意なリソソーム酵素の分泌が
認められた。また細胞の pH 応答性も変化することが分かった。これまで未解明だった lysosomal 
exocytosis の調節機構、特に細胞外からのリガンド刺激による活性化を明確に示す実験結果で
あり、今後の研究の展開を期待することのできる研究成果と言える。 
 
(4)Lysosomal exocytosis に伴って、リソソームの内腔に蓄えられている各種加水分解酵素が培
地中に分泌されていることを確認しており、lysosomal exocytosis が起こっていることの指標
としても利用している。リソソーム内腔の加水分解酵素としてプロテアーゼのカテプシンが非
常に有名であるが、このプロテアーゼが悪性化したがん組織で高発現しており、細胞外マトリッ
クス分解や浸潤運動などにも寄与していることが指摘されている。培地中のカテプシンの定量
解析を進めたところ、PRL 高発現によってカテプシン分泌量が増加することが分かった。細胞の
浸潤能を定量的に解析するため、マトリゲルをはったチャンバーを用いて調べたところ、PRL 高
発現細胞では浸潤運動の増加が認められた。さらに、カテプシンの特異的阻害剤を用いて実験を
行ったところ、PRL 高発現による浸潤運動の増加が見られなくなった。これらの実験結果は PRL
高発現による lysosomal exocytosis が酸性環境適応だけでなく、カテプシンの分泌などによる
浸潤運動を誘発することでがん悪性化に寄与している可能性を示唆するものである。 
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