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研究成果の概要（和文）：がん組織内の細胞外pHは，しばしば酸性を示す。本研究では、この酸性細胞外pHの受
容機構にTRPM5の関与を明らかにした。メラノーマや胃癌でのTRPM5高発現症例の5年生存率が低いことも示され
た。また、TRPM5の阻害剤であるTriphenylphosphine Oxideをマウス腹腔投与すると、B16-BL6細胞の肺転移を阻
害した。一方、酸性pH馴化細胞を作成してみるとNR-S1細胞では造腫瘍性が亢進し、Lewis肺癌細胞では転移が促
進した。また、酸性pH馴化細胞NR-S1細胞はグルコースの消費と乳酸の分泌が中性pHで親株より亢進していた
が、酸性pHで培養することで親株レベルに戻った。

研究成果の概要（英文）：Extracellular pH (pHe) of tumor tissue is often acidic. In this study, we 
identified TRPM5 as a molecule contributing acidic pHe sensing. We also found that 5-year survival 
rate of patients with melanoma and gastric cancer were short. When acidic pHe-adapted cells were 
established rom NR-S1 and Lewis lung cell carcinoma, tumorigenesis in NR-S1 model and lung 
metastasis in Lewis lung carcinoma mode were significantly elevated. These phenotypes were 
maintained even though they were passaged around 10 times at neutral pHe. 

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 酸性細胞外pH

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、がん細胞の性質として、グルコース代謝においては解糖系に依存したエネルギー産生が旺盛であるた
め、乳酸を最終代謝産物として分泌し、結果としてがん組織内の細胞外pHは低下するという結果論的な認識であ
ったが、私たちの結果は、酸性細胞外pHが糖代謝を制御し、さらにがんの再発に関与する造腫瘍性や遠隔転移能
を亢進させることが明かとなり、さらに、酸性pHeの受容機構を阻害することで、抗転移療法の臨床応用の可能
性を示したことは、新たな治療概念を構築する基礎データとして意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌細胞は、解糖系の亢進により癌組織内の細胞外 pHは酸性を示す。これは、好気的な条件下
で乳酸を最終代謝産物とする“好気的解糖”あるいは“Warburg effect”として知られている
癌細胞の特徴の一つである。一方、癌組織を構成している癌細胞は不均一であり、中には殆ど
増殖せずに化学療法や放射線療法に非感受性な細胞が存在して再発や転移の原因として考えら
れている。このような細胞として癌幹細胞の存在が報告されている。癌幹細胞は、特定のマー
カー遺伝子の発現と共に、自己複製能を有し高い造腫瘍能を示す。本研究では、癌細胞を取り
巻く微小環境として、癌細胞自らが構築する酸性細胞外 pHに注目した。好気的解糖のみでは
説明できない酸性環境の形成として、細胞内のグルコースやグルタミン代謝などが癌化に伴い
変化していることが明かにされてきている。 
 
２．研究の目的 
造腫瘍性や遠隔転移能は、がんの予後を規定する重要な性質であるが、この事象に酸性細胞外
pH が促進的に関与する環境因子としての作用メカニズムを明らかにするとともに、酸性 pH
馴化をした場合の性質の変化についても検討した。 
 
３．研究の方法 
一過性の酸性細胞外 pH 刺激としてマウス B16 メラノーマでは matrix metalloproteinase-9 誘
導が最も顕著だった pH 5.9 を用い、Lewis 肺癌細胞では pH 6.8 を用いた。また、酸性細胞外
pH 馴化細胞の樹立に関しては、10% FBS 存在下で pH 6.2 まで段階的に低下させつつ継代培養を
行い、安定して pH 6.2 で増殖するようになるまで培養を続けた。結果として 2ヶ月間を要した
が、pH 6.2 で安定的に増殖できる細胞株を得た。遺伝子発現は RT-qPCR、タンパク質発現はウ
エスタンブロッティングにより解析した。グルコース濃度や乳酸濃度については、比色定量法
により測定した。 
 
４．研究成果 
（１）一過性酸性 pH刺激の受容機構 
私達はマウス B16-BL6メラノーマ細胞において、酸性刺激に応じた細胞外からの Ca2+流入が
トリガーとした細胞内シグナルを介してmatrix metalloproteinase-9 (MMP9)が発現誘導され
ることを明らかにしている。そこで、本研究では Ca2+により活性化される分子して TRPM5に
注目した。B16-BL6 メラノーマ細胞に TRPM5 を強制発現させると、酸性刺激で誘導される
MMP9 の合成が増加するとともに、肺への転移も増加した。TRPM5 に対する siRNA を細胞
に導入すると酸性 pHにより誘導されるMMP9合成は抑制された。そこで、TRPM5の阻害物
質である Triphenylphosphine Oxide で細胞を処理することで酸性 pH により誘導される
MMP9合成についての影響を調べたところ、Triphenylphosphine Oxide濃度依存的にMMP9
合成の誘導が阻害された。さらに、Triphenylphosphine Oxideを腹腔内投与することにより、
マウス皮下に移植した B16-BL6 の肺への転移が有意に阻害された。公的データーベースを用
いた解析によって、メラノーマや胃癌では、TRPM5 が高発現の症例ほど 5年生存率が低いこ
とが示された。これらの結果は、ある種のがんでは、酸性 pHの受容に関与する TRPM5を標
的とした抗転移療法の可能性を示唆している。さらに、p21-activated kinases (PAKs)ファミ
リー分子のうち、PAK6/7 が、酸性細胞外 pH の細胞内シグナリングに関与することを見出し
たが、この詳細については、さらなる検討が必要である。 
 
（２）酸性 pH耐性株の作成とその性質の検討 
原発巣でのがん細胞は、長期にわたり酸性細胞外 pHにさらされていると考えられる。従って
長期に酸性細胞外 pHにさらされた結果生存した細胞が、再発や転移に関与するとの仮説をた
てた。そこで、酸性細胞外 pHに馴化させた細胞株を作成し、性質の変化を調べることとした。
NR-S1口腔扁平上皮癌細胞を酸性 pHで２ヶ月間かけて pH6.2でも増殖する populationを作
成すると、フローサイトメトリーにより CD44v+/CD326+の癌幹細胞リッチな side population
の割合が増加した。実際、酸性細胞外 pH馴化細胞は、高いスフェア形成能とヌードマウスへ
の高い造腫瘍性が確認された。スフェア形成能は、酸性 pHで培養することで維持され、中性
pH で継代培養を続けても 10 代程度までは維持されたが、20 代を超えると低下した。このこ
とは、中性 pHで維持できる side populationは少なく、酸性 pHでの方が side populationの
割合を高い状態で維持できることを示している。また、酸性 pH馴化細胞 NR-S1細胞はグルコ
ースの消費と乳酸の分泌が中性 pHで親株より亢進していたが、酸性 pHで培養することで親
株レベルに戻ったことは、酸性細胞外 pHがグルコース代謝の調節をしていることが示唆され
た。一方、NR-S1細胞は、マウス皮下移植の系では転移が確認されなかったので、低いながら
も転移性を示す Lewis肺癌(LLC)細胞から分離した低転移性バリアントである LLCm1細胞を
用いて酸性 pH馴化を行ったところ、肺への転移性を促進することを見出した。マトリゲルを
用いた浸潤活性は、中性 pHで継代すると最大活性より低下するものの、親株よりも高い浸潤
活性は維持された。これらの結果は、酸性細胞外 pHは、転移性やがん幹細胞形質を誘導・維
持する微小環境因子であることを示唆している。 
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