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研究成果の概要（和文）：Gタンパク共役型受容体であるリゾフォスファチジン酸（LPA：lysophosphatidic 
acid）受容体（LPA1-LPA6）は、脂質メディエーターであるLPAと結合することで、多様な生物学的応答を誘発す
る。近年、LPA受容体の活性化が、がん細胞の増殖・進展を制御することが明らかとなってきている。本研究
は、がん細胞の抗がん剤・放射線抵抗性におけるLPA受容体シグナルの関与を明らかにする目的で、がん細胞に
抗がん剤処理・放射線照射を行い細胞機能の変化を解析した。本研究結果により、LPA受容体を介する細胞内シ
グナルががん細胞の抗がん剤・放射線抵抗性獲得を制御することが示された。

研究成果の概要（英文）：Lysophosphatidic acid (LPA) is a biological lipid mediator that consists of 
a fatty acid, glycerol and a phosphate. LPA exhibits a variety of cellular responses through binding
 to specific G protein-coupled LPA receptors. Six subtypes of LPA receptors (LPA1-LPA6) have been 
classified so far. LPA receptor-mediated signaling contributes to the promotion of tumor 
progression, including cell growth, invasion, metastasis and angiogenesis. This study aimed to 
investigate the roles of LPA receptors in the acquisition of chemo- and radio-resistance in cancer 
cells, using LPA receptor knockdown cells. We indicated that the individual LPA receptors positively
 or negatively regulate the cell viability to anticancer drugs and X-ray irradiation of cancer 
cells. These results suggest that LPA receptor-mediated signaling plays an important role in the 
regulation of chemo- and radio-resistance in cancer cells.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： LPA　LPA受容体　抗がん剤抵抗性　放射線感受性　がん細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん薬物療法ならびに放射線治療は、外科的切除とともにがん治療における基本的なアプローチである。さらに
広範囲な浸潤・転移をきたした進行症例に対して抗がん剤・放射線治療は限られた選択肢であり、がん細胞の抗
がん剤・放射線抵抗性獲得機序の解明は、がん患者の予後改善と長期延命にむけた重要な研究課題である。本研
究における、がん細胞の抗がん剤・放射線抵抗性にLPA受容体を介する細胞内シグナルの活性化が制御するとい
う知見は、LPA受容体を標的分子とする効果的な薬物療法ならびに放射線治療法の開発への基礎的情報源となる
とともに、今後さらなる詳細な解析を推進する価値を有するものでもある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
脂質メディエーターのひとつであるリゾフォスファチジン酸（LPA, lysophosphatidic acid）は、

G タンパク質共役型 LPA 受容体と結合し、細胞増殖・分化・形態形成ならびにアポトーシスか
らの回避など多様な生物学的応答を誘発する。現在までに 6種類の LPA受容体（LPA1-LPA6）が
同定され、各受容体は細胞特異的に異なった細胞機能を制御する。LPA受容体シグナルに関する
研究は、当初は神経科学領域を中心に行われていたが、1990 年代に進行性卵巣がん患者の腹水
中に高濃度の LPAが検出されたのを契機に、大腸がんや乳がん組織において LPA受容体発現異
常などが報告された。しかしながら、LPA受容体シグナルが、がん細胞の発生や細胞機能にどの
ように関与するかという観点からの研究は行われていなかった。その後、我々の研究を中心に、
LPA受容体シグナルが発がんに関わることのみならず、膵・肺・大腸がん細胞やメラノーマ・骨
肉腫細胞など、種々のがん細胞の増殖・運動・浸潤・転移・造腫瘍性ならびに血管新生などのが
ん増悪化に各 LPA 受容体が促進的または抑制的に作用することが次第に明らかとなっていった。
さらに近年の研究により、抗がん剤処理によるがん細胞の生物学的特性の変化に LPA 受容体シ
グナルが密接に関わるという多くの知見が得られている。一方、がん細胞の抗がん剤・放射線抵
抗性獲得における LPA受容体を介する細胞内シグナルの分子機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
がん薬物療法ならびに放射線治療は外科的切除とあわせて基本的な臨床がん治療法である。
近年、様々な分子標的薬や免疫チェックポイント阻害薬ががん薬物治療に導入され、多くのがん
症例において一定の予後改善がみこまれるようになってきている。一方では、いまだ治療当初よ
り抗がん剤・放射線抵抗性を示すものや、広範囲な浸潤や遠隔転移を呈した治療困難ながん症例
も少なくはない。これら円滑ながん治療遂行に妨げとなるがん細胞の増悪化に対する有効な抗
がん剤・放射線療法の確立は、がん患者の予後改善と長期延命をはかるうえで重要な研究課題で
ある。本研究は、がん細胞の抗がん剤・放射線抵抗性獲得における LPA 受容体シグナルの生物
学的機能を解明し、LPA受容体を標的とする効果的ながん薬物・放射線療法開発のへの基礎的知
見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①細胞培養：各種がん細胞は、10%FBS含有 DMEM培地用いて 37℃、5%CO2の条件下で培養を行
った。X 線照射は日立 X 線照射装置 MBR-1520R-3 を使用し、0〜15Gy の線量にてがん細胞に照射
した。また、長期抗がん剤処理細胞は、抗がん剤を低濃度から徐々に濃度を上げながら約 6か月間
処理することにより作成した。 
②LPA受容体遺伝子発現：抗がん剤処理・放射線照射を行ったがん細胞より total RNA を抽出し逆転
写反応にて鋳型 cDNA を合成した。LPA受容体遺伝子発現レベルは real-time RT-PCR法により解析
した。内部コントロールには GAPDH を用いた。 
③細胞運動能：Cell Culture Insert（8.0µm pore size）の内面に細胞を播種し、5% charcoal stripped 
FBS 含有 DMEM を満たした 24 wellプレートに設置して 37℃で 16 時間培養した。細胞運動能
は、Cell Culture Insert外側底面に移動した細胞をギムザ染色し顕微鏡下でその細胞数を計測した。 
④細胞生存率：96well プレートに 3000個/wellの細胞を播種し、抗がん剤を連日 3日間処理した
後に Cell Counting Kit-8（CCK-8）を用いて細胞生存率を計測した。また、放射線照射に対する細胞生
存率は、放射線照射 3日後に CCK-8により計測した。 
⑤LPA 受容体ノックダウン細胞の作成：ノックダウン細胞の作成には、遺伝子導入試薬を用いて各
LPA受容体（LPA1-LPA6）に対する shRNA plasmidをがん細胞に導入し、puromycin処理により selection
を行った。 
⑥Gelatin zymography：がん細胞を無血清培地に 1日間培養した上清を採取し、ゼラチン含有 10％
SDS-PAGE により電気泳動した。その後ゲルを incubation buffer にて 37℃で 16時間反応させク
マシー染色によりMMP-2、MMP-9活性を検索した。 
⑦免疫染色：X線（5Gy）照射 1、3、6、24および 48時間後に、がん細胞を 4%パラホルムアルデヒドで
固定した。1次抗体として Anti-phospho-Histone H2AX（Ser139）を用い、2次抗体反応後に蛍光標識を
行った。細胞あたりの γ-H2AX の foci数は ImageJにより計測した。 
⑧Western blot解析：がん細胞から RIPA bufferを用いてタンパクを抽出し、7％SDS-PAGEで電
気泳動後、PVDFメンブレンにタンパク質を転写した。アポトーシスの検索には、一次抗体とし
て PARP-1を使用し二次抗体反応後に化学発光により目的のタンパク質を検出した。内部コント
ロールには Tubulinを用いた。 
 
４．研究成果 
抗がん剤処理・放射線照射により発現レベルの変動がみられた LPA受容体に着目し、各 LPA
受容体に対する agonist・antagonist 処理ならびに LPA 受容体ノックダウン細胞を用いて各種が
ん細胞の細胞生存率を中心に解析を行った。 
①がん細胞の抗がん剤抵抗性獲得における LPA受容体シグナルの分子機構 



シスプラチン（CDDP）処理に対する膵がん（PANC-1）細胞の細胞生存率は、GRI-977143（LPA2 
agonist）および（2S）-OMPT（LPA3 agonist）処理により上昇し、AM966（LPA1 antagonist）
処理により低下した。骨肉腫（MG-63）細胞の CDDP処理に対する細胞生存率は、LPA2ノックダ
ウン細胞において有意に低下するものの LPA3ノックダウン細胞において上昇が見られた。また、フルオ
ロウラシル（5-FU）処理大腸がん（DLD-1）細胞の細胞生存率は、LPA4および LPA6ノックダ
ウンにより有意に上昇した。LPA2は Giタンパク質、LPA4・LPA6は Gi・Gsタンパク質と共役
し、アデニル酸シクラーゼ活性を調節し ATPより cAMP産生を促進または抑制する。近年、細
胞内 cAMP の蓄積がアポトーシス誘導に関わることが報告されている。そこで抗がん剤処理に
対する細胞内 ATP の関与を検索するために、MG-63 細胞よりエチジウムブロマイド処理（MG63-EtBr）
細胞を作成した。ミトコンドリア DNA 量・細胞内 ATP 量は MG63-EtBr 細胞において有意に減少した。
LPA 受容体遺伝子発現レベルはエチジウムブロマイド処理により変動した。CDDP 処理に対する細胞
生存率は、MG-63細胞に比して MG63-EtBr細胞において有意に抑制された。さらに、低酸素・低栄
養状態における抗がん剤処理 PANC-1 細胞の細胞生存率への LPA 受容体シグナルの役割を、1%酸
素濃度ならびに低グルコース培地を用いて培養し細胞機能解析を行った。LPA2・LPA3 遺伝子発現レ
ベルは、21%酸素に比して 1%酸素培養により有意な増加がみられた。CDDP 処理に対する細胞生存
率は、1%酸素培養により上昇した。一方、PANC-1細胞の LPA1・LPA2遺伝子発現レベルは低グルコー
ス培養により増加がみられた。CDDP 処理に対する PANC-1 細胞の細胞生存率は、低グルコース培養
では低下するものの、1%酸素濃度で培養することで有意に増加することが示された。 
②がん細胞の放射線感受性における LPA受容体シグナルの効果 
放射線照射（0~15Gy）3 日後における PANC-1 細胞、線維肉腫（HT1080）細胞および肺がん（A549）
細胞の細胞生存率を解析したとこと、HT1080 細胞に比して PANC-1 細胞・A549 細胞では高い生存率
がみられた。LPA受容体遺伝子発現は、放射線照射 PANC-1細胞において LPA2・LPA5遺伝子に経時
的な増加がみられた。放射線照射に対する PANC-1 細胞の細胞生存率は LPA2 ノックダウン細胞にお
いて有意に低下した。アポトーシスの指標である cleaved PARP-1蛋白発現は、放射線を照射した LPA2

ノックダウン細胞において明らかな増加がみられた。一方、放射線照射による PANC-1細胞の細胞生存
率は LPA5 ノックダウン細胞において有意に上昇した。さらに、MG-63 細胞を用いて放射線照射を行っ
たところ、LPA2・LPA3 遺伝子発現に有意な増加がみられた。放射線照射後の細胞増殖率は（2S）-
OMPT 処理により有意に増加するものの、放射線照射 MG63 細胞の細胞運動能および抗がん剤に対
する細胞生存率は（2S）-OMPT処理により抑制された。 
本研究により、各 LPA 受容体シグナルが抗がん剤・放射線に対するがん細胞の細胞生存率を細胞
依存的に増強または抑制することが示された。特に、LPA2 を介する細胞内シグナルは抗がん剤・放射
線抵抗性獲得に促進的に作用することが膵がん・骨肉腫細胞で明らかとなった。本研究結果は、抗が
ん剤・放射線治療に対して治療困難ながん症例に対し、LPA 受容体シグナルを標的とした効果的なが
ん薬物療法ならびに放射線治療法開発に向けた重要な情報源となりうるものである。 
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