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研究成果の概要（和文）：癌組織内では酸性環境が癌進展を促進している可能性が示されている。乳癌細胞を酸
性環境で培養すると細胞間が解離し上皮間葉移行が観察された。インテグリンαvβ6が上皮間葉移行に関与し、
FAK/Srcのリン酸化を誘導していた。その下流のコルタクチンはリン酸化され、接着斑に集積し、コルタクチン
陽性浸潤突起が形成され、浸潤能が亢進していた。マウス乳癌細胞株を酸性条件で培養し、マウス尾静脈から静
注した時、転移巣は有意に多かった。酸性条件下の培養細胞やヒト乳癌組織で酸性環境分子マーカーのGLUT1な
どの発現増強が確認できた。組織マイクロアレイを用いて、これらの発現と患者の予後データとの対比を行って
いる。

研究成果の概要（英文）：An acidic environment in cancer tissues is supposed to promote cancer 
progression. Breast cancer cells cultured in an acidic medium caused epithelial-mesenchymal 
transition. Integrin αvβ6 and phosphorylation of FAK/Src were involved in the change. Cortactin 
phosphorylated in downstream of the kinases was accumulated in adhesion plaques. Formation of 
cortactin-positive invadepodia promoted cancer cell invasion. Murine breast cancer cells, which were
 cultured in an acidic medium and injected into tail veins, formed significantly more metastatic 
foci in the lungs than those in the normal medium. In cancer cells cultured in the acidic condition 
in human breast cancer tissues, an enhanced expression of molecular markers for acidic condition, 
such as GLUT1, were confirmed. Now, we are going to clarify a relationship between expression of 
these markers and patient outcomes using the tissue microarrays.

研究分野：人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、乳癌細胞が酸性条件下で浸潤能を亢進する分子メカニズムを明らかとし、マウスの肺転移モデルで転
移浸潤能が亢進していることを確認し、ヒト乳癌組織で実際に酸性条件下が患者の生存率を低くしていることを
明らかとしようとしている。これらにより乳癌組織の酸性環境による癌進展の促進というあたらしい切り口を開
拓したものであり、従来されてきた癌治療の再考や、今後新たな治療法を開発する上で、新規の観点を提供でき
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 
近年、癌進展における癌の微小環境の重要性が注目されている。癌微小環境は血管や種々の細
胞で構成されるだけではなく、癌細胞とそれらが分泌する細胞外マトリックスタンパクと成長
因子・サイトカイン等も深く関与している事が知られている。一方で癌組織内では酸性環境が出
現し、それが癌の転移を促進している可能性が示されている。癌細胞周囲が酸性環境である事は
古くから知られており(1)、癌細胞は血管から離れるほど細胞外 pH が低下する(2)。これは過剰
な増殖のための好気性解糖の活発化や不十分な血液灌流により癌組織が低酸素状態となり、乳
酸が産生される結果とされている。いくつかの癌腫では腫瘍組織の乳酸増加が腫瘍の転移と相
関していること、また酸性環境で培養されたメラノーマは高率に肺転移を起こすことが報告さ
れている（3）。他方、細胞外 pHを上昇させる事で、癌転移が抑制される事も明らかになってい
る(4)。これらの研究は細胞外 pHが腫瘍の浸潤・転移の制御に重要な働きを担っている事を示唆
している。我々らは細胞外マトリックスタンパクのひとつであるテネイシン C が上皮間葉移行
を引き起こすこととそのシグナリングについて研究して来ている。その過程で pH低下も乳癌細
胞の上皮間葉移行を引き起こすことを発見した。上皮間葉移行の誘導も癌進展を促進するメカ
ニズムではあるが、pH低下が腫瘍の悪性化を促進する機序はこれだけではないと考えられ、そ
の機構を解明しようと考えた。 
 
２．研究の目的 
ヒト乳癌細胞に加え間質を構成する線維芽細胞が低 pH 環境で遺伝子発現をどのように変える
かを明らかにし、それらの分子の発現をヒト乳癌組織で確認し、pH 低下との関連や癌進展への
役割を検討し、「低 pH 環境はなぜ腫瘍形質の悪性化を促進するのか」を明らかにすることであ
る。このために、①低 pH環境下で上皮間葉移行を引き起こす機序とそのシグナルを明らかとす
る。②酸性環境下で癌進展、特に癌浸潤能の亢進がみられるかを検討する。③加えて、酸性環境
下で培養した細胞を、乳癌移植モデルを用いてマウスの尾静脈に投与し、肺転移能の上昇がみら
れるかを確認する。④酸性環境下で発現が亢進するタンパク質が知られており、ヒト乳癌組織で
のそれらの発現分布を免疫染色で明らかにするとともに、組織の発現強度と患者の生存期間を
対比し、ヒト乳癌患者で酸性環境が癌の悪性化に関与しているのかを明らかとする。これらによ
り乳癌組織の酸性環境による癌進展の促進というあたらしい研究の切り口を開拓する。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 
ヒト乳癌培養細胞 MCF-7 は 5％牛胎児血清を含む Dulbecco Modified Eagle 培地で、20mM 

PIPES下, pH7.4と 6.6で 72時間培養し、免疫染色や阻害剤処理を行った。 
 

(2)蛍光抗体による細胞染色 
 培養細胞は 0.2% Trition-X100/2%パラフォルムアルデヒド/PBSで固定し、10％正常ヤギ血清で
ブロック後、一次抗体を反応させ洗浄後に適切な蛍光標識した二次抗体を反応させ、蛍光顕微鏡
で観察し、CCDカメラで撮影した。 
 
(3)イムノブロット法 
 培養細胞は SDS を含む溶液で溶解し、タンパク質は 5～20％ポリアクリルアミドゲルで電気
泳動を行い、イモビロン膜に電気的に転写した。ブロッキングした後、一次抗体を反応させ、ペ
ルオキシダーゼ標識 2 次抗体を反応させた。標識されたバンドは、ECL プライムを用いて検出
し、CCDで撮影した。バンドの強度は Image-Jで解析を行った。 
 
(4)マトリゲルと有孔膜を用いた浸潤能の解析 
 マトリゲルを塗布した 12 μmの有孔膜上にMCF-7細胞を pH7.4と 6.6の培地とともに添加し、
5％牛胎児血清を走化性因子として、60時間後に下面に浸潤してきた細胞数を計測した。マトリ
ゲルを塗布しない膜を通過する細胞数も測定し、浸潤してきた細胞数を割り算し、浸潤細胞係数
として算出した。 
 
(5)細胞外基質の分解能 
 カバーグラスに FITC標識ゼラチンをコートし、その上で MCF-7 細胞を pH7.4 と 6.6下で 60
時間培養した。それぞれの pH下の 200個の細胞について、蛍光顕微鏡下で FITC標識ゼラチン
の分解能を判定した。 
 
(6)肺転移モデルによる転移能の解析 
 実験動物倫理委員会の承認のもと、マウス乳癌細胞 4T1-Lucを pH7.4と 6.6下で、３日ごとに
培養液を交換しながら、14日間培養し、それぞれの 7.5x104個を、生後 10~12週の BALB/cマウ



スの尾静脈から注射した。14日後に犠牲剖検を行い、両側の肺転移巣を数えた。 
 
(7)乳癌細胞の酸性環境における分子マーカー 
 MCF-7 細胞を３日間酸性環境で培養し、酸性環境で発現が亢進するとされる分子マーカー
（GLUT1, LAMP2, CA9）の発現をイムノブロットで検討した。また、これらの抗体を用いて、
ヒト乳癌組織を染色し、発現パターンを検討した。 
 
(8)組織マイクロアレイを用いた酸性分子マーカー発現と患者生存率 
すでに作成されている、患者の予後の明らかとなっている 411 例の乳癌患者の組織マイクロ
アレイを酸性分子マーカーの抗体で染色を行い、それぞれの染色分布と強度を判定し、患者の予
後との相関を検討した。なお、患者データの使用については、人を対象とする生命科学・医学系
研究に関する倫理指針に従って、倫理委員会の承認を受けている。 
 
４．研究成果 
(1) 酸性環境での上皮間葉移行現象とそのシグナリング 
乳癌細胞を酸性環境で培養すると細胞間が解離し上皮間葉移行が観察された。上皮間葉移行
が酸性環境で癌進展を促進する原因のひとつと考えられるため、酸性環境が引き起こす細胞内
のシグナリングについて検討を行ったところ、低 pH 下で培養した MCF-7 細胞ではインテグリ
ン αv 鎖と β6 鎖のタンパク質発現量が増加し、さらに接着斑 に共局在するインテグリン αvβ6

が増加していた。 インテグリン αv中和抗体を用いて阻害実験を行うと、アシドーシスで誘導さ
れる上皮間葉移行はインテグリン αv中和抗体で完全に抑制された。この事から、インテグリン
αvβ6が上皮間葉移行に関与していることが示唆され、我々の以前の EMT研究と同様の結果が得
られた。また、低 pH 刺激は FAK/Src のリン酸化を誘導することがわかり、さらに Src 阻害剤 
(PP2) は低 pH での上皮間葉移行を完全に抑制した為、FAK/Src が主なシグナルであることが分
かった。 

(2) リン酸化コルタクチンの接着斑への集積 
このリン酸化の下流にあるコルタクチンはリン酸化されており、接着斑に集積していた。コル
タクチンは浸潤のための構造である浸潤突起の構成成分であり、酸性環境では浸潤突起が形成
され、浸潤能が向上していることが示唆された。 
 
(3)酸性環境下での基質分解能と浸潤性の亢進 

FITC で標識したゼラチンを基質として、癌細胞をそのうえで培養し、マトリックス分解能を
みたところ、酸性培養条件では蛍光標識の基質を分解する癌細胞が明らかに増加していた。この
ため、マトリゲルを塗布した有孔膜を用いた Transwell migration/invasion assayを行い、酸性下で
はマトリゲルを浸潤・通過した細胞が有意に多いことが明らかとなった。 
 
(4) 酸性環境とマウス肺転移モデル 

マウス乳癌細胞株 4T1-Luc を 14 日間 pH 
6.6 と 7.7 の培養液で培養したものを尾静脈
から静注し、14 日後に犠牲剖検して肺組織
を調べたところ、酸性条件下で培養された細
胞が形成する転移巣は有意に多いことが判
明した。 
 
 
 
 



(5) 酸性培養による酸性環境分子マーカーの発現 

 MCF-7細胞を酸性環境下で培養し、酸性環境分子マーカーの GLUT1, LAMP2, CA9の発現増
強が確認できた。ヒト乳癌組織におけるこれらの癌細胞での発現は、乳管内病変、大型の癌
巣や固い間質を伴う硬癌組織で観察され、低酸素な環境と考えられる部位で増強している
と考えられた。 
 
 
(6) 組織マイクロアレイを用いた酸性環境分子マーカー発現と乳癌患者の生存率との関連
の検討 
 上記の 3抗体を用いて、組織マイクロアレイの染色を行った。患者の予後データとの対比
についての解析は、現在進行中である。 
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