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研究成果の概要（和文）：がん細胞はWarburg効果により大量に乳酸を産生・分泌し、分泌された乳酸は隣在す
るがん細胞や正常細胞に取り込まれ再利用される。この傍分泌的ながん周囲細胞内外への乳酸の移動は“乳酸シ
ャトル”と呼ばれるがん特有の現象であるが、がんの骨転移における役割は不明である。本研究では、乳酸分泌
を制御するモノカルボン酸トランスポーター4 (MCT4)およびGタンパク質共役型乳酸受容体GPR81が、乳がん細胞
の乳酸シャトル形成を介して骨転移ならびにがん性疼痛を制御することを見出した。本研究は、骨転移の新たな
制御機構を明らかにするとともに、乳酸シャトルの制御による革新的な骨転移治療の開発に貢献すると期待でき
る。

研究成果の概要（英文）：Cancer cells produce and secrete large amounts of lactate due to the Warburg
 effect, and the secreted lactate is taken up and recycled by both cancer cells and normal cells. 
This paracrine transfer of lactate is a cancer-specific phenomenon called "lactate shuttle," but its
 role in bone metastasis is unknown. We found that monocarboxylate transporter 4 (MCT4), which 
regulates lactate secretion, and GPR81, a G protein-coupled lactate receptor, regulate bone 
metastasis and cancer pain through lactate shuttle in breast cancer cells. Our study uncovered a new
 regulatory mechanism of bone metastasis and contribute to the development of innovative bone 
metastasis therapies through the regulation of lactate shuttles.

研究分野： 生化学

キーワード： 骨転移　乳酸シャトル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん遺伝子/がん抑制遺伝子とは異なる視点からのアプローチとして、がんの増大、浸潤、転移における
細胞内エネルギー代謝系およびその代謝産物の役割に関する研究が進められている。その中でも、がんに対する
乳酸代謝の影響、あるいはがん治療ターゲットとしての乳酸代謝が改めて注目されている。本研究はがん患者の
管理を困難にし、生命予後を大きく左右する骨転移における乳酸シャトルの役割を解明した点で学術的意義は高
い。さらに、乳酸シャトルは、がんの種類にかかわらず全てのがんに共通の現象であり、本研究の成果はがん治
療に広範に応用できると期待される。

※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 

がんは自身の旺盛な増殖、代謝のために周囲環境が低酸素状態 (hypoxia)に陥る。そのよ

うな不利な環境に適応し、増殖・生存を図るために、がんはマスター転写因子 Hypoxia-

inducible factor-1 (HIF-1)発現を誘導し、細胞内代謝を様々に調節する。その一環として、

がんはグルコーストランスポーター (GLUT1)を通じて取り込んだグルコースを正常酸素状

態(normoxia)でもヘキソキナーゼ-2 (HK2)を律速酵素とする解糖系で消費し、その最終産物

ピルビン酸はピルビン酸脱水素酵素キナーゼ-1 (PDK1)により TCA 回路には利用されずに

乳酸脱水素酵素-A (LDHA)によりプロトン (H+)と乳酸に変換される。この現象はがん細胞に

特有で、“Warburg効果”と呼ばれ (Van der Heiden et al, 2009)、がんの悪性度の指標とさ

れている (Goodwin et al, 2019)。 

Warburg 効果による乳酸/H+の蓄積は細胞内 pH の低下と細胞死を招くため、がん細胞は

細胞膜上に存在する乳酸 /H+共輸送体、モノカルボン酸トランスポーター4 (MCT4) 

(Halestrap, 2013)を通じて乳酸/H+を細胞外に

放出する。その結果、がんの周囲環境は酸性と

なり、がんニッチとしてがんの進展をサポー

トする (Peppicelli et al, 2017)。MCT4 も HIF-

1により発現が増加し、がんの悪性度に比例

して発現が高まる  (Doherty & Cleveland, 

2013)。細胞外の乳酸は MCT1 を通じて隣在す

るがん細胞や正常細胞に取り込まれ再利用さ

れる。このような MCT4/MCT1 を通じた傍分

泌的ながん周囲細胞内外への乳酸の移動は

“乳酸シャトル”と呼ばれ  (Doherty & 

Cleveland, 2013)、がんの増大、浸潤、転移、

休眠との関連が示唆されている (図 1)。 

近年、7 回膜貫通型 G タンパク質共役型の乳酸受容体 GPR81 (Ahmed et al, 2014)が同

定され、乳酸シャトルやがん進展との関連が提唱されている。GPR81 に乳酸が結合すると，

共役している Gαi タンパクの作用によりアデニル酸シクラーゼが抑制され，ATP からサイ

クリック AMP (cAMP)への変換が減少することで，細胞内 cAMP 濃度が低下することが明

らかとなっている。興味深いことに、GPR81 は乳がん細胞を含む様々ながん細胞において

も発現が見出されており，がんの増殖、代謝への関与が推測されているが，その詳細な役割

についてはほとんど不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究においては，「乳酸シャトルは骨微小環境を変化させ、がんの骨転移進展を制御す

る」との仮説のもと、骨転移およびがん性骨痛における乳酸シャトルの役割を明らかにする

ことを目的に研究を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 乳酸シャトルが骨転移に及ぼす影響の検討 

 ヒト乳がんの臨床検体ならびに乳がん細胞を用いて MCT4（乳酸放出）および GPR81（乳

 
図 1．乳酸シャトル 

Hypoxicがん細胞 Hypoxicがん細胞

Normoxicがん細胞

HIF-1

解糖

乳酸

乳酸

ピルビン酸

酸化的
リン酸化

MCT4 MCT4

MCT1 MCT1

HIF-1

解糖

乳酸

乳酸

ピルビン酸

細胞内シグナル
転写因子

周囲細胞

GI

GPR81

GI

GPR81



酸感知）の発現を検討するとともに、培地中の乳酸濃度を測定し乳酸シャトルの形成能を検

討した。また、shRNA を用いて MCT4 遺伝子ならびに GPR81 遺伝子をノックダウンした

乳がん細胞を作製し、脛骨注入モデルに応用することで骨内でのがんの増大ならびに骨破

壊に対する乳酸シャトルの影響を検討した。 

(2) 乳酸シャトルががん性骨痛に及ぼす影響の検討 

がん性骨痛はがんによる骨内の知覚神経興奮により誘導される。そこで、がんが形成す

る乳酸シャトルに応答する知覚神経の増生、興奮、ならびに骨痛に及ぼす影響を検討した。 

そのための研究アプローチとして、まず知覚神経における MCT1 (乳酸取り込み)および

GPR81 の発現を免疫染色により検討した。さらに、乳がん細胞の培養上清で知覚神経を刺

激し、リン酸化 ERK と CREB を指標にして培養知覚神経細胞の増生、興奮に対する効果

について検討を行った。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト乳がんにおける MCT4 ならびに GPR81 の発現と乳酸シャトル形成能 

ヒト乳がん臨床検体における MCT4 ならびに GPR81 の発現を検討するために

TissueArray.Com 社から乳がん組織アレイを購入し免疫組織学的検討を行った。その結果、

乳がん組織は正常上皮に比較して MCT4 ならびに GPR81 を優位に高発現していることが

明らかとなった。 

次に、乳がん細胞および対照として正常乳腺上皮細胞における MCT4 ならびに GPR81

の発現をウェスタンブロッティング法により検討した。その結果，ヒト乳がん細胞株

MDA231 細胞およびマウス乳がん細胞株 EO771 細胞において MCT4 ならびに GPR81 の 

強い発現を認めた。一方ヒト正常乳腺上皮細胞株 MCF10A細胞での MCT4ならびに GPR81

発現は弱かった。 

 次に、ヒト乳がん細胞における乳酸分泌能を測定することにより乳酸シャトルの形成

能について検討を行った。その結果、MDA231 細胞および EO771 細胞で培養上清中への乳

酸の放出が認めら、乳酸分泌は MCT1/MCT4 阻害剤であるサイロシンゴピンにより濃度依

存的に抑制された。以上の結果より、乳がん細胞は MCT4 を介して乳酸を放出すること、

さらに GPR81 を介して腫瘍微小環境に存在する乳酸を感知していることが明らかとなっ

た。 

（２）骨転移における MCT4 の役割の解明 

乳がんの骨転移における MCT4 の役割を明らかにするために，骨転移の動物モデルの一

つであるマウス脛骨骨髄内がん細胞注入モデルを用いて検討を行った。まずはじめに、

shRNA 発現プラスミドベクターを用いて MCT4 遺伝子がノックダウンされた EO771 細胞

（以下 shMCT4 細胞）およびコントロール細胞（以下 shNT 細胞）を作製した。ウェスタ

ンブロッティング法ならびに RT-qPCR 法により，shMCT4 細胞において MCT4 の発現が

タンパク質ならびに mRNA レベルでノックダウンされていることを確認した。また重要な

ことに shMCT4 細胞では細胞内および培養上清中の乳酸量が有意に減少していることが明

らかとなった。5週齢雌BALB/cヌードマウスの右側脛骨骨髄腔に shNT細胞およびshMCT4

細胞を接種し，細胞移植１週間後の腫瘍の増大を X 線写真により検討した。その結果，shNT

細胞を接種した脛骨では骨破壊を示す透過像が認められたが，shMCT4 細胞を接種した脛



骨では腫瘍の増大が抑制されていることが

明らかとなった(図 2)。 

（３）がん性骨痛における MCT4 の役割の

解明 

次に、がん性骨痛における MCT4 の役

割の検討を行った。まずはじめに、骨髄内

に乳がん細胞を接種すると骨破壊を伴う腫

瘍が形成されるとともに、乳がんを接種さ

れたマウスは癌性骨痛を示すことをダイナ

ミックプランター・エステシオメータによ

り確認した。また、乳がん細胞を接種した

側の感覚神経の後根神経節（DRG）では、

ニューロン興奮の分子指標であるリン酸化 pERK1/2 と cAMP-response element-binding 

protein（pCREB）の細胞内シグナルが活性化していることがウェスタンブロット法により

明らかとなった。 

がん性骨痛における乳酸シャトルの役割を

明らかにするために、MCT4 遺伝子をノック

ダウンした shMCT4 乳がん細胞を接種し、そ

の効果を検討した。その結果、shMCT4 細胞

を接種したマウスではコントロールの shNT

乳がん細胞を接種マウスに比較して、DRG に

おける pERK1/2 と pCREB の発現が低下する

とともに癌性骨痛も減弱していていることが

明らかとなった(図 3)。さらに、感覚神経細胞

において GPR81 遺伝子をノックダウンする

と、乳酸刺激による pERK1/2 の上昇と Ca2+

流入が抑制され感覚神経細胞の興奮が阻害さ

れることが明らかとなった。 

以上の結果より、乳がん細胞から MCT4 を介して細胞外に放出された乳酸は、ニュー

ロンの GPR81 を活性化させることで癌性骨痛に寄与していることが明らかとなった。 

（４）骨転移における GPR81 の役割の解明 

 次に、骨転移における GPR81 の役割の解明を行った。shRNA 発現プラスミドベクター

を用いて GPR81 遺伝子がノックダウンされた MDA231 細胞（以下 shGPR81 細胞）およ

びコントロール細胞（以下 shNT 細胞）を作製した。ウェスタンブロッティング法ならびに

RT-qPCR 法により，shGPR81 細胞において GPR81 の発現がタンパク質ならびに mRNA

レベルでノックダウンされていることを確認した。また重要なことに shGPR81 細胞では細

胞内 cAMP 濃度が有意に増加していることが示され，shGPR81 細胞では GPR81 の発現に

併せてその機能も低下していることが明らかとなった。 

次に，GPR81 遺伝子ノックダウンの乳酸シャトルへの影響について検討した。その結果，

shGPR81 細胞では MCT1，MCT4 の発現が低下していた。これらの結果に一致して，

shGPR81 細胞では培養液中への乳酸分泌が有意に低下していた。したがって GPR81 発現

は乳酸シャトル形成および乳酸分泌と連動することが示唆された。 

 
図 3.MCT4 遺伝子ノックダウンによるが
ん性骨痛の抑制 

 
図 2.MCT4 遺伝子ノックダウンによる骨
転移の抑制 



次に、5 週齢雌 BALB/c

ヌードマウスの右側脛骨

骨髄腔に shNT 細胞および

shGPR81 細胞を接種し，

細胞移植後2週間の腫瘍の

増大を µCT ならびに組織

学的に検討した。その結

果，shNT 細胞を接種した

脛骨では骨破壊を伴う活

発な腫瘍形成を認めたが，

shGPR81 細胞を接種した

脛骨では腫瘍の増大が低下していた（図４）。また、TRAP 染色により shNT 細胞が形成す

る腫瘍と骨との間に多数の破骨細胞による骨破壊を認めたが，shGPR81 細胞が形成する腫

瘍では破骨細胞による骨破壊は著しく減少していることが明らかとなった。この組織像に

一致して X 線透過性の骨破壊像も見られ，X 線写真の解析により骨破壊領域の定量を行っ

た結果，shGPR81 細胞を接種した脛骨では shNT 細胞を接種した脛骨に比較して骨破壊領

域が有意に減少しており，腫瘍の増大が抑制されていることが示された。 

 骨転移において，乳がん細胞は副甲状腺ホルモン関連たんぱく質(PTHrP)や IL-11 などの

破骨細胞促進因子を産生することで，破骨細胞による骨破壊を促進する。そこで，shGPR81

細胞における破骨細胞促進因子の発現を RT-qPCR 法により検討した結果、shGPR81 細胞

では IL-6 および IL-11 の mRNA 発現が有意に低下していた。 

 以上の結果より，GPR81 は乳がん細胞の骨内での増大，ならびにそれに伴う破骨細胞に

よる骨破壊に密接に関与していることが示唆された。 
 

 

図 4 GPR81 遺伝子ノックダウンによる骨転移の抑制 
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