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研究成果の概要： 
SPARC は osteonectin としても知られる細胞外基質タンパク質である．本研究では癌細胞の悪

性形質発現への役割について検討した．その結果，癌細胞が作り出す微小細胞外 pH の酸性化

は，高転移性 B16-BL6 からの SPARC の processing を促進し，癌細胞の悪性形質発現に寄与

していることが示唆された．また，酸性細胞外 pH 刺激により活性化する細胞内情報伝達には，

細胞外からの Ca2+の流入による phospholipase D の活性化の他，acidic sphingomyelinase の

活性化も重要であることを見出した． 
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１．研究開始当初の背景 
SPARCは，分子量43-kDaの糖タンパク質で，

当初骨特異的蛋白質として見出されたが，現
在では種々の組織における主要な細胞外基
質タンパク質として知られている．これまで
多くの癌細胞で SPARCの発現と悪性度や患者
の予後と相関するという臨床例が示されて
いるにもかかわらず，細胞株を用いた実験報
告では，SPARC の活性は，増殖抑制，転移抑
制，アポトーシス促進など相反する報告が多
い．私たちは，このような SPARC が腫瘍の進
展に積極的にかかわっているとの仮説のも

とに研究を進め，stage IIの舌癌患者の生存
率や手術後の再発率などが，SPARC 陽性症例
において高率であることを見出し，さらに皮
膚化学発癌モデルにおいては，扁平上皮癌の
発生に SPARC が必須であることを，SPARC ノ
ックアウトマウスを用いて証明した．また，
私達は， SPARC  KO マウスと同系の
B16BL6 メラノーマを用いて，癌細胞の転移
への SPARC の役割について検討した結果， 
SPARC KO マウスにおいて転移結節数の低
下が観察され，同様な結果は，B16BL6 細胞
の SPARC 発現をノックダウンさせても見ら
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れ，さらに，癌細胞側と宿主側の SPARC 発
現の低下による転移結節数の低下には相加
効果が見られた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，臨床例と相反する事象が報告さ
れていることの原因として，SPARC 自身の
processing による影響を考え，本研究ではこ
の仮説を検証した． 
 
３．研究の方法 
対象とした細胞株は，高転移性 B16-BL6

メラノーマのほか，前立腺がん細胞株 PC3，
腎癌細胞株 ACHN，YCR を用いた． 

SPARC の processing を検証するため，
Flag タグを結合したフュージョンタンパク
質を発現するベクターを構築し，細胞にトラ
ンスフェクトし安定発現細胞株を作成した． 
 SPARC のプロセッシングの検出はウエス
タンブロット法により，MMP-9 の活性検出
はザイモグラフィーにより行った． 
 遺伝子発現のスクリーニングには，マイク
ロアレイ法，および RT-PCR 法により行った． 
 
４．研究成果 
 酸性環境で誘導され，かつ SPARC をプロ

セッシングできる酵素の発現について，マ
イクロアレイ法および RT-PCR 法にて検
討したところ，MMP-9 のほか MMP-11
の発現も誘導されることが見出された． 

 SPARC ノックアウトマウスでは，B16-
BL6 メラノーマ細胞の実験転移結節数が
減少することから，SPARC ノックアウト
マウスの肺における遺伝子発現の変化を
マイクロアレイ法で解析した結果，いくつ
かの遺伝子発現の増減が確認された．これ
については，マウスの系統に由来する事象
か否かについて現在検討を進めている． 

 SPARC のプロセッシングは，細胞内で起
こるのか細胞外で生ずるのかを検証する
ために，SPARC 固有の signal peptide を
トリプシンのものに置換させ発現させる
系を構築した．内在性の SPARC の断片化
は，培養液中のみならず，細胞の lysate
からも検出されたのに対して，SPARC の
signal peptide をトリプシンのものに置
換して発現させた SPARC は，培養液中に
のみ見出され，細胞の lysate からは検出
されなかった．さらに酸性 pH で培養する
ことにより，断片化は一層亢進した． 

 SPARC の断片化は，マウス B16 メラノー
マだけではなく，ヒト前立腺癌細胞株
PC3 でも確認された． 

 酸性細胞外 pH の細胞内シグナル伝達機

構には，細胞外からの Ca2+の流入による
ホスホリパーゼＤの活性化の他，酸性スフ
ィンゴミエリナーゼの活性化も重要であ
ることを見出した． 

 以上のことから，SPARC は，細胞内や細
胞外プロセッシングを受けることが見出
され，細胞外でのプロセッシングには細胞
外 pH の低下が微小環境として重要であ
ることを示している． 
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