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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織周辺ではワールブルグ効果等による乳酸他の代謝低分子産物濃度の局所的変動が確
認されている。本研究では、この様な濃度変化が、がん間質相互作用を介して腫瘍組織の維持・成立・増悪にもたらす
分子的影響に関して解析を行った。
腫瘍細胞／間質細胞という2種の細胞が混在した共培養モデル実験系での発現データを新規手法で解析し、複合的プロ
フィールを半独立的に紐解くことに成功した。そこで代謝低分子産物濃度変化に応じて発現を変化させる応答分子群を
それぞれ複数個選び出し、これら分子の実際の発現変動を確認した。構造類似物質・阻害剤／活性化剤などを共培養系
に添加した時の発現を解析し、分子シグナル径路の推定も行なった。

研究成果の概要（英文）：Local fluctuations of small molecular metabolic products concentration, like lacta
te or pyruvate produced with Warburg effect, were frequently seen in and around cancer tissue. In this res
earch plan, we investigate molecular influences and mechanism of unique expression due to these metabolite
s concentration changes, via cancer - stroma interaction, for organization, maintenance, and exacerbation 
of cancer.
Using co-cultured cell model system composed with cancer cell and stroma cell, we successfully perused sem
i-independent expression profiles of each cell group from integrated DNA chip expression data with novel b
io-informatics techniques. Several gene products were extracted, and certified as these expressions were s
pecifically responded to those metabolite concentration changes. Molecular signal transduction pathways we
re presumed by experiments using reagents showing resembled molecular - structure with small molecular met
abolites, inhibitors, and activators for Warburg effect.
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１．研究開始当初の背景 
 
 多くの腫瘍組織において、腫瘍の悪性化は
腫瘍細胞のみに依存しているのではなく、周
辺微小環境などの影響を大きく受けている
ことが研究開始時期に明らかになってきて
いた。（＊現在に於いてもこの課題は解明さ
れているとは言いがたい）がん周辺微小環境
には、周囲に存在している細胞外基質などの
物質自体や、酸素濃度といった物理化学的環
境といった要素も含まれるが、がん組織の成
立において近年より重要視されているのは、
血管細胞・免疫細胞・線維芽細胞といった間
質細胞との相互作用である。がん細胞と間質
細胞は成長因子やサイトカインなどを通じ
て相互に影響を及ぼしあっており、またこれ
が細胞レベルでなく組織レベルでも腫瘍組
織が成立・維持される上で重要な条件となっ
ていることが判明してきていた。 
 一般的ながん-間質相互作用に加え、がん細
胞ではワールブルグ効果という特異的な解
糖系の代謝変動増進が従前より知られてい
る。ワールブルグ効果の結果として、腫瘍組
織周辺では特定の代謝低分子産物の濃度変
化が観察されていた。この代謝低分子産物の
濃度変化が間質細胞を活性化し、そしてそれ
らががん細胞との更なる相互作用を起こす
ことでフィードバック的に再びがん細胞自
らに影響を及ぼしている可能性は、細胞生理
活動で生み出された物理化学的な環境要因
変化が新たな細胞間相互を引き起こすとい
う複合的現象であり、要素を単離して解析的
に行われてきたこれまでの学術研究では殆
ど手付かずの研究領域であった。 
 申請者は 2005 年以降がん間質相互作用の
解析を行ってきており、近年はがん細胞にお
ける悪性化マーカーの一つであるラミニン 5
γ２の発現が間質細胞存在下の共培養環境
で発現が増大することを見いだし、その原因
機構（誘導因子やシグナル伝達分子）の解明
を行ってきていた（Yamanashi et al. 2009）。
その過程中のある追加実験において、間質細
胞との共培養によってがん細胞で増大する
ラミニン 5γ2 分子発現が、この共培養の培
養液中にワールブルグ効果による代謝低分
子産物の一つである乳酸を生理学的濃度で
添加することにより、更に飛躍的な増大を示
すことを発見していた。 
 
２．研究の目的 
 
 前項で述べた様に、ワールブルグ効果など
によって腫瘍組織周辺では乳酸などの代謝
低分子産物濃度が局所的に上昇している。こ
の濃度変化が、がん間質相互作用を介して腫
瘍組織の維持・成立・増悪にもたらす分子的
影響に関して、代謝低分子産物の生理的濃度
変化が腫瘍細胞・間質細胞に引き起こす発現
変動の網羅的探索を行い、その分子群発現ま
でのシグナル経路の解析と周辺環境因子変

動を解明することを目的とした。副次的目的
として、分子群の臨床検体における発現変化
や濃度変動がもたらすマウス移植モデルで
の腫瘍組織への影響の検討を想定した。当研
究の遂行により、環境要因と細胞要因の双方
に関連した事象の理解を深めると共に、今後
の展開に必要な基礎的な知見を得ることを
将来的目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 具体的に研究計画を詳述する前に、まず研
究計画の基礎となっている発見に関する実
験手法について、再度簡単に記載しておく：
口腔がん由来の培養がん細胞 Ho1-u1 細胞で
はがん悪性度マーカーの一つであるラミニ
ン５γ2 分子がネイティブに少量発現してお
り、その発現は間質細胞である MRC-5 線維芽
細胞と共培養することによって増大する
（Yamanashi et. al. 2009）。この共培養環
境下で培養液に乳酸やピルビン酸などのワ
ールブルグ効果による代謝低分子産物を生
理的な濃度で添加することで、ラミニン５γ
2 分子の発現が更に顕著に上昇すること、そ
してその発現上昇ががん細胞のみの培養で
は見受けられず、また塩酸などの無機酸や乳
酸イオンの添加でもこの効果が見られない
ことから、ワールブルグ効果の下流としてが
んの悪性化を昂進させうる＜一価カルボン
酸の濃度上昇を特異的シグナル起点とし、間
質細胞活性化を引き起こす事でのがん-間質
相互作用を介して機能するメカニズム＞が
存在しているもの、と予想していた。 
 そこでまず前述の乳酸・ピルビン酸などの
一価カルボン酸濃度の上昇に特異的な発現
変動を示す遺伝子群の網羅的探索・抽出を行
った。実験手法としては上記モデル系の細胞
群を培養細胞として共培養し、その培養細胞
から調整した RNA 標品をラベルして、遺伝子
の網羅的発現変動を解析可能なDNAチップに
供する事で行った。 
 DNA チップ解析を行う具体的なサンプルと
しては、前提実験で用いた乳酸／ピルビン酸
などの一価カルボン酸を培養液に添加した
標品を用い、副対照標品として １）培養液
だけのコントロール標品 ２）一価カルボン
酸のイオン体試薬（乳酸ナトリウムやピルビ
ン酸ナトリウム）を添加したもの ３）同程
度の濃度／pH まで無機酸を加えたもの、の３
標品を利用することで、単に pH 変化やイオ
ン変動が引き起こしたのではない、精度の高
い網羅的解析を施行した。 
 この系において解析を複雑にしているの
は、サンプルが共培養系由来であり、二つの
細胞の発現プロフィールが混在して得られ
てしまう為である。そこで以前九州大学・遺
伝子環境資源学科と共同研究ベースで検討
を行った、単独サンプルで特徴的な発現を示
すユニーク遺伝子の発現レベルを手がかり
に、細胞群の混在割合を推定し、その複合的



な発現プロフィールを得られる手法を利用
して、信憑性の高いデータとして個々の遺伝
子レベルでの発現比較を行った。  
 このチップデータ解析をもとに代謝低分
子産物濃度変化に応じてその発現を変化さ
せる応答分子遺伝子を腫瘍細胞・間質細胞、
それぞれで複数個選び出し、その後定量的逆
転写 PCR 、ならびに培養細胞に対する in 
situ hybridizationなどを施行して発現変動
の詳細な解析を行った。 
 さらに代謝低分子産物（乳酸）濃度変化が
間質細胞の＜活性化＞をもたらし、さらにそ
れが腫瘍細胞での発現応答を引き起こして
いるのかを、シグナル伝達阻害剤や、阻害抗
体、乳酸の分子構造アナログなどを利用して
検討し、どのようなシグナル経路・シグナル
分子を利用しているのかの概略を捉える解
析を行い、環境変化から細胞変化への変換機
構をおおまかに捕捉／分析した。 
 
４．研究成果 
 
 乳酸／ピルビン酸などの一価カルボン酸
を培養液に添加した標品、これらの一価カル
ボン酸のイオン体となる試薬（乳酸ナトリウ
ムやピルビン酸ナトリウム）を添加した標品、
同程度の濃度・pH まで無機酸を加えた標品、
以上三種標品の遺伝子の網羅的発現変動を
無添加標準培地標品での発現とDNAチップ実
験により比較し、乳酸・ピルビン酸などの一
価カルボン酸濃度の上昇に特異的な発現変
動を示す遺伝子群の網羅的探索・抽出を行っ
た。当初、共培養系由来サンプルの発現が研
究開始前の推定より複雑で、細胞混在比率を
推定しての発現解析に困難が招じ、精度の高
い結果を得づらい展開が見られたが、イルミ
ナ社のDNAチップを用いた網羅的発現解析実
験自体は良好に推移したので、更に精度の高
い追実験を行い、この結果にバイオインフォ
マティックス手法を加味して、ワールブルグ
効果がもたらす遺伝子変動を解析した。 
 この結果、腫瘍細胞／間質細胞の共培養系
下、さらに周辺微小環境でのワールブルグ効
果代謝低分子産物濃度が高い時に、この共培
養条件下での発現が変動する候補遺伝子を
複数確認する事が出来た。 
 そこでこれらの遺伝子群が多様な培養環
境下で実際どのような発現変動を示すかに
ついて、mRNAでの発現レベルを定量的RT-PCR
や in situ hybridization で、蛋白質発現レ
ベルでは抗体を使用した Western Blotting
や免疫組織化学で確認を行い、その変動が確
かに起こることやその発現契機となりうる
条件を確認した。 
 更に代謝低分子産物構造類似物質や、ワー
ルブルグ効果の様な細胞内の基本的代謝活
性に変化をもたらす事が期待される阻害剤・ 
活性化剤と言った薬剤を共培養系に添加し
た時の発現変動を仔細に解析した結果、代謝
低分子産物応答性の分子発現に関するシグ

ナル伝達経路上流に関する知見を得ること
が出来た。 
 上記の発現解析／発現確認／シグナル伝
達経路確認実験を複合的に実施する事で、腫
瘍における特徴の1つとして近年とみに着目
されているがん組織に特異的な代謝変化で
あるワールブルグ効果によって産生される
乳酸などの代謝低分子産物が、がんー間質相
互作用を介して、腫瘍組織の維持・成立・増
悪にどのような関与／影響を持ちうるのか
という、がんの生物学における重要な分子メ
カニズム解明への手がかりの一端が明らか
できたと考えている。 
 今回の研究遂行の副産物として、実験に利
用した HO1-u1 がん細胞と線維芽細胞の共培
養系では、線維芽細胞側での活性化も起こっ
ていること（-smooth muscle actin <-SMA>
の発現を活性化マーカーとして利用）、そし
てがん細胞の種類を変える事により逆に線
維芽細胞の不活性化をも起こしうることを
見いだした。この時のそれぞれの網羅的発現
プロファイルを前述のバイオインフォマテ
ィックスを利用した発現解析にかけること
で、半独立的な発現プロファイルを得る事が
出来た。そこでそれぞれの共培養系で特異的
な発現変化遺伝子群を抽出し、全体を
Pathway 解析にかけたところ、炎症関連のシ
グナル経路がこの現象（通常の線維芽細胞か
らがん活性化（がん関連）線維芽細胞 
（Cancer Activated Fibroblast <CAF>）へ
の変化）に大きく関与している事が明らかに
なった。 
 がん細胞／線維芽細胞が、ワールブルグ効
果により産生される代謝低分子産物をある
種の情報伝達分子として利用して、相互依存
的にがん組織を形成／成長／増悪させて行
く過程の一端を明らかにする事が出来たの
で、今後はこの知見を上手く利用して、がん
組織の本態解明、さらには発がん予防への展
開を目指して更に研究を進めたいと考えて
いる。 
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