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研究成果の概要（和文）：大腸がんの転移巣で高発現し、がん悪性化に関わる分子phosphatase of 
regenerating liver（PRL）の働きによって、細胞のpH応答性が変化して、酸性環境で選択的に増殖できるよう
になることを見つけた。また、この基本的な仕組みとしてリソソームが細胞膜と融合して内腔の物質を放出する
lysosomal exocytosisを活性化していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that phosphatase of regenerating liver (PRL), which 
is highly expressed in metastases of colon cancers and promotes cancer malignancy, alters the 
cellular response to environmental pH, making cells proliferate selectively in acidic condition. 
Moreover, we also clarified the molecular mechanism of this phenomenon by stimulating lysosomal 
exocytosis, a fusion of lysosomes to the plasma membrane.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 酸性環境適応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞は特殊なエネルギー代謝をしており、そのためがん細胞を取り巻く微小環境は酸性化していることがよ
く知られる。通常の細胞にとって毒性的な酸性環境に抗して、がん細胞が活発に増殖できる仕組みを本研究で明
らかにした。細胞の基本的な環境応答に関する新たな分子機構の解明としての価値があると共に、この仕組みを
人為的に操作することによって新たながん治療法の開発にもつながる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)がん細胞はグルコースを大量に消費して乳酸を産生する特殊なエネルギー代謝が活発で、そ
のため悪性化したがん組織は酸性環境になっていることが古くから指摘されてきた。実際、近年
のイメージング技術の進展によって生体内に生じたがん組織の pH を定量的に解析することも可
能となり、pH 6.5 程度にまで酸性化していることも示されるようになった。通常の細胞にとっ
てあまり望ましくない酸性環境の中で、がん細胞がどのようにして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している PRL の機能解析に携わっており、その標的
分子としての Mg2+トランスポーターCNNM を見つけたり、その遺伝子欠損マウスの解析からがん
悪性化における重要性を明らかにしてきた。そのような研究の中で、PRL を誘導発現する上皮細
胞が通常の pH 7.5 ではほとんど増殖できず、pH 6.5 の酸性環境で活発に増殖することを見つけ
た。また、この PRL 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いることも示唆された。本研究では、これら細胞の酸性
環境適応と lysosomal exocytosis の関わりや、その分子メカニズムおよび医学生物学的重要性
を追究することにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では細胞の pH 応答、特に酸性環境への適応の仕組みとその医学生物学的意義の解明を目
指した。ヒト体内の pH は約 7.4 前後で厳密に調節されているが、悪性化したがん組織などでは、
がん細胞の特殊な代謝等によって pH 6.5 などの弱酸性環境になっていることが知られる。私た
ちは大腸がんの転移巣などで高発現しているがん悪性化のドライバー分子 PRL の機能解析から、
PRL を高発現する上皮細胞が通常の pH ではほとんど増殖できず、pH 6.5 の弱酸性環境で活発に
増殖することを見つけた。細胞の増殖に適した pH を変化させることで、自ら作り出した酸性環
境に「適応」し、がんがテリトリーを広げてゆく興味深い可能性が強く示唆された。また、この
PRL 高発現細胞では、リソソーム膜に局在するマーカー分子 LAMP2 が部分的に細胞膜に集積して
いることも見つけた。リソソーム由来の小胞が細胞膜に融合して、高濃度プロトンなどリソソー
ム内腔に蓄えられたさまざまな物質を細胞外へ放出する「lysosomal exocytosis」と呼ばれる現
象が起こっていることが示唆された。本研究では、これら細胞の酸性適応と lysosomal 
exocytosis の関わりや分子メカニズム、またその医学生物学的重要性について培養細胞や線虫
などを用いた多方面からの解析を総合して明らかにしてゆくことにした。 
 
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を明らかにするため、哺乳動物由来の培養細胞や線
虫 C. elegans などの実験材料を用いて、複合的な観点からの解析を進めた。培養細胞を用いた
解析では、lysosomal exocytosis を定量的に検証するため FACSを用いたマーカー分子の細胞表
面局在の解析やリソソーム内腔の酵素分泌の生化学的解析を行なった。また 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）に脆弱になる性質を利用して、網羅的遺伝子
ノックアウトによるアルカリ細胞死を回避できる遺伝子スクリーニングを実施した。線虫を用
いた解析では、PRL やその機能阻害標的分子 CNNM の変異体の表現型の基本的な解析を行うと共
に、リソソーム膜動態を可視化できる線虫を作成してそれを利用した RNA 干渉法による関連遺
伝子スクリーニングも実施した。また、この解析の中で見つかってきた関連候補遺伝子について
哺乳動物培養細胞で遺伝子ノックアウトなどを行うことで、酸性環境適応における重要性につ
いての検証を行なった。 
 
４．研究成果 
(1)リソソーム内腔はプロトンが濃縮して酸性環境になっており、さまざまな加水分解酵素が蓄
えられている。Lysosomal exocytosis が起こるとプロトンと共にそれらの酵素も細胞外に分泌
される。そこで lysosomal exocytosis を定量的に解析するために、ベータヘキソサミニデース
とアシッドホスファテースの培地中への放出量を生化学的な手法で調べた。その結果、PRL を高
発現することで顕著に増加していることがわかった。この増加は PRL の機能阻害標的分子 CNNM
をノックアウトした細胞でも見られた。その一方で細胞質に存在するラクテートデヒドロゲネ
ースの量に変化は見られず、lysosomal exocytosis を反映した変化であることが確認できた。
さらに、リソソーム膜に局在するタンパク質 LAMP の細胞膜表面への移動を定量的に解析するた
め FACSを用いた検討も行なった。その結果、PRL 高発現に伴って細胞表面への LAMPシグナルの
増加が認められた。これらの検討から、PRL の高発現に伴って lysosomal exocytosis が活発化
していることを明確に示すことができた。 
 
(2)PRL を高発現させた細胞は pH 6.5 などの酸性環境では活発に増殖するが、pH 8.0などのア
ルカリ環境では死滅してしまう。この性質を利用して、この現象に関わる遺伝子を網羅的に探索



した。レンチウイルスを用いて sgRNAのライブラリーを細胞に導入し、CRISPR-Cas9を用いた網
羅的な遺伝子ノックアウトを行なった。この細胞集団で PRL を高発現させてアルカリ条件に置
いたところ大半の細胞は死滅したが生存して残っていた細胞を回収して再増殖させた後にこの
アルカリ処理を繰り返して行なった。この細胞集団に濃縮している sgRNA をシーケンス解析で
調べたところ、いくつかの関連候補遺伝子が見つかってきており、さらにそれらの候補遺伝子に
関して個別のノックダウン細胞株を作成して検証を進めた。その結果、複数の遺伝子に関してそ
れぞれノックダウンした時にアルカリ環境での細胞死を抑制できるだけでなく、pH 応答性を戻
して酸性環境適応を抑制できることが明らかになった。その遺伝子の一つが lysosomal 
exocytosis に重要であることが知られる MYH9 であり、酸性環境適応に lysosomal exocytosis
が重要であることを裏付ける結果となった。 
 
(3)PRL の相同分子は線虫にも PRL-1 として一つ存在しているので、その変異体を分離した。ま
た CNNM の相同分子は線虫に 5個存在し、すでに CNNM-1 と CNNM-3の二重変異体で不稔などの表
現型を示すことが以前からわかっていた。これらの線虫変異体を用いて機能解析を進めるため、
リソソームやそれに関連する細胞内膜系の各種マーカー分子を蛍光タンパク質として発現でき
る線虫を準備して、PRL や CNNM変異による局在の変化の有無を調べた。PRL-1 の変異体ではリソ
ソームが大きなベジクル状になっていることがわかった。一方で CNNM の変異体では細胞膜にリ
ソソーム膜分子が集積していた。これは哺乳動物の培養細胞での PRL 高発現や CNNMノックアウ
トしたときの LAMP 局在と似ており、線虫でも同様に lysosomal exocytosis が起こっているこ
とが示唆された。さらにこの現象に関与する遺伝子を見つけるため RNA 干渉法による発現抑制
の効果を調べた。いくつかの遺伝子ノックダウンで細胞膜への集積が阻害され、中でもリソソー
ム膜に局在する Ca2+チャネル TRPML の相同分子の CUP-5 のノックダウンが顕著な阻害効果を示
した。  
 

(4)線虫の解析から見つかってきた Ca2+チャネル TRPML の機能的重要性について、哺乳動物の培
養細胞を用いて検証した。PRL を誘導発現でき酸性環境適応が起こる細胞で TRPML 遺伝子を
CRISPR-Cas9でノックアウトした。TRPML をノックアウトした細胞では既報の通り空胞の巨大化
が見られたが、細胞増殖には特に影響は見られなかった。しかし、この細胞で PRL を誘導発現さ
せると lysosomal exocytosis の活発化はほとんど起こらず、また酸性環境への pH 応答性のシ
フトも減弱していた。TRPML は Ca2+チャネルとして活性化されてリソソーム内腔から Ca2+を放出
して lysosomal exocytosis を活発化することが知られている。そこで、PRL を発現させた細胞
で Ca2+イメージングを行なったところ、確かに PRL 発現応答性に細胞質で Ca2+の増加が見られ
た。これらの実験結果から PRL の高発現は何らかの仕組みでリソソーム膜上の Ca2+チャネル
TRPML を活性化して lysosomal exocytosis を引き起こすこと、またそれをベースとして細胞の
酸性環境適応を引き起こすことを明らかにすることができた。 
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