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研究成果の概要（和文）：メタボリック症候群をはじめとする生活習慣病の一因である脂質過剰摂取が、癌をは
じめとする様々な疾患に作用するメカニズム解明は急務で ある。本研究では、食事摂取によって変化する癌微
小環境の脂質構成や脂質代謝の変化が、がんの生物学的活性に与える影響について検証した。その結果、必須脂
肪酸であるリノール酸やリノレン酸が、膵がん細胞の細胞死に重要な役割を担うこと、さらにオレイン酸および
オレイン酸の細胞内キャリアーである脂肪酸結合タンパク質（FABP7）が皮膚がんの遠隔転移能に関与している
可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：There is an urgent need to elucidate the mechanisms by which excessive lipid
 intake, a factor in metabolic syndrome and other lifestyle-related diseases, acts on various 
diseases, including cancer. In this study, we examined the effects of changes in lipid composition 
and lipid metabolism in the cancer microenvironment, which are altered by dietary intake, on the 
biological activity of cancer. The results indicated that linoleic acid and linolenic acid, 
essential fatty acids, play an important role in cell death of pancreatic cancer cells, and that 
oleic acid and fatty acid binding protein (FABP7), an intracellular carrier of oleic acid, may be 
involved in the distant metastatic potential of skin cancer.

研究分野： 栄養科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
栄養のアンバランス、とりわけ偏った脂質摂取は、発癌リスクや癌の予後と密接に関連していることが指摘され
ている。まさに脂肪組織の量と質の変化が特徴とされる肥満や、るい痩（やせ）が、癌リスクと深く関連するの
は周知の事実であるが、そのメカニズムに関する基礎的知見は未だ乏しい。本研究成果により、脂質嗜好性や食
物の脂質成分により癌の増殖や浸潤が変化することが強く示唆された。今後、栄養と癌の相互関係がさらに明ら
かになることで、新たな治療法確立に向けて道を拓く可能性を秘めている。

※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 
メタボリック症候群をはじめとする生活習慣病の一因である脂質過剰摂取が、癌をはじめ
とする様々な疾患に作用するメカニズム解明は急務であるが、がんを取り巻くがん微小環
境ともいえる脂質環境が皮膚がんや消化器がんの増殖や浸潤にどのようなメカニズムで関
与するかについて は殆どわかってなかった。中でも、長鎖脂肪酸代謝の変化が、がん細胞
自身あるいは微小環境を構成する様々な細胞（免疫系細胞や線維芽細胞等）に対し て影響
を及ぼす影響については、不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がん微小環境の脂質構成や脂質代謝の変化が、皮膚がんや膵癌の増殖あるいは
遠隔転移に与える影響、およびそのメカニズムについて、マウスモデルおよび細胞レベルで
検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
細胞培養と治療 
マウスメラノーマ細胞株、ヒト膵臓細胞株等は東北大学医用細胞資源センターより入手した。細
胞は、ダルベッコ改変イーグル培地（Sigma Aldrich, Co.）で、いずれも 10％（v/v）熱不活性
化ウシ胎児血清（FBS）（Thermo Fisher Scientific Inc.）および 1％（v/v）ペニシリン／スト
レプトマイシン（Thermo Fisher Scientific Inc.）を添加し、37℃、5％CO2 で維持した。 
 
細胞増殖アッセイ 
細胞は 12 ウェルプレートに 1×104 個/ウェルの密度で播種した。細胞増殖は、自動セルカウン
ター（CellDrop FL, DeNovix, DE, USA）を用いて評価した。生細胞と死細胞を識別するために、
トリパンブルー排除染色を用いて細胞を数えた。細胞を 2回洗浄し、死細胞を除去してから計数
した。 
 
Fabp7 欠損細胞および発現抑制細胞の作製 
CRISPR/Cas9 Fabp7 ノックアウト B16F10 細胞は、sgRNA 発現プラスミド、マウス Fabp7 遺伝子
のエクソン 1内の標的部位を選択し、定法に従ってベクターに挿入し、メラノーマ細胞株 B16F10
細胞にトランスフェクトした。トランスフェクションから 48 時間後に細胞を回収し、緑色 
蛍光を発現する細胞を BD FACS Aria II（日本ベクトン・ディッキンソン社製）を用いたフロー
サイトメトリーで選別後、96 ウェルプレートに 1ウェルあたり単一細胞として播種した。FABP7
の完全ノックアウトはDNA配列決定分析で確認し、Fabp7 mRNAタンパク質の発現がないことを、
qRT-PCR、ウェスタンブロッティング、免疫蛍光染色で確認した。 
 
細胞移植モデル 
ヘアレス SCID あるいは B6 系マウス（6週齢）に、メラノーマおよび膵がん細胞株（合計 3.0×
106 細胞；PBS 中 1.5×107 細胞/ml の 200μl）を、イソフルラン吸入麻酔下、25G 注射針で左骨
盤肢に皮下注射した。 
 
タイムラプスイメージング 
細胞を 5×103 cells/well の密度で 35 mm ガラス底ディッシュに播種した。血清遮断から 24 時
間後、ディッシュをタイムラプスイメージングシステムを備えた顕微鏡（BZ-X800、キーエンス、
大阪、日本）にセットした。細胞追跡は、培養液を FA 培地に交換した直後から 48 時間かけて行
った。 
 
脂質過酸化アッセイ 
脂質過酸化のレベルは、Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit (Abcam, Cat. No. ab118970)を
用いて、製造されたプロトコールに従って評価した。脂質過酸化レベルは、BSA 標準を用いた BCA
アッセイ（Thermo Fisher Scientific Inc.）で評価したタンパク質レベルで正規化した。 
 
本研究で実施した動物実験を含む実験は、東北大学医学部倫理委員会の承認を得ており、すべて
の実験は倫理・安全ガイドラインに従って実施された。 
 
４．研究成果 
 
長鎖脂肪酸による膵癌細胞の細胞死誘導（Sci Rep 2023） 
 



膵癌細胞株における脂肪酸による細胞死の誘導 
リノール酸（LA）およびαリノレン酸（αLA）で処理した膵臓がん細胞株でネクロプトーシス／
フェロプトーシスが誘導された。また LA およびαLA 処理によって上昇した脂質過酸化も、フェ
ロスタチン-1 処理によって BSA 対照と同レベルまで抑制された 
 
LA およびαLA 誘導性フェロプトーシスにおける RIP/MLKL 依存性経路 
FAs処理後12時間と18時間におけるMIA-Paca2 の RIP3と MLKLのリン酸化をウェスタンブロッ
トで評価したところ、LA 処理後 12 時間と 18 時間では RIP3 のリン酸化レベルの上昇が観察さ
れ、αLA 処理後 12 時間では RIP3 のリン酸化レベルの上昇のみが観察された 
 
LA とαLA の腹腔内投与による膵臓癌の増殖を抑制 
LA およびαLA の Suit-2 皮下異種移植モデルの腹腔内投与では、がんの増殖を有意に抑制し、移
植マウスの生存率の低下を改善した。in vitro の結果と同様に、フェロスタチン-1 は、移植後
19 日目の LA の抗がん作用と移植後 15 日目のαLA の効果を消失させ、その結果、移植マウスの
生存率が低下した。 
 
脂肪酸結合タンパク質（FABP7）によるメラノーマ細胞浸潤制御（論文投稿中） 
 
FABP7 欠損メラノーマ細胞株の樹立 
転移性の高いマウス黒色腫細胞株 B16F10 では、転移性の低い細胞株 B16F10 と比較して、Fabp7 
mRNA およびタンパク質が高発現していることを確認した。免疫細胞化学染色では、FABP7 が細胞
質および核に局在していることが分かった。 
CRISPR/Cas9 スプライシングシステムを用いて Fabp7 ノックアウト（KO）B16F10 細胞株を作製し
た。ノックアウトは qRT-PCR および、ウェスタンブロット、免疫蛍光染色により確認した。 
FABP7 の欠損はこれらの細胞の増殖率に有意な影響を与えなかった 
 
FABP7 の欠損メラノーマ細胞における浸潤亢進 
Fabp7-KO 細胞は、スクラッチ創傷治癒アッセイと細胞外浸潤アッセイで評価した遊走能と浸潤
能の両方で増加を示した。治癒アッセイと細胞外マトリックス（ECM）コート Boyden's chamber
アッセイで評価した。Fabp7siRNA 干渉による Fabp7 ノックダウンでも、浸潤の亢進という同
様の傾向が見られた。 
 
FABP7 の欠損メラノーマ細胞における転移亢進 
コントロール(CT)および Fabp7-KO B16F10 細胞を C57BL/6 マウスに皮下移植した。腫瘍形成は
注入後 4-5 日目に見られ始め、KO 
99 群は有意にサイズが小さかった。転移形成能を評価するために、同じ細胞株を C57 マウスの
尾静脈 101 に静脈注射し、マウスの体重と行動を、注射から 14 日後まで毎日モニターした。 
肺を採取して転移形成の有無を評価したところ、KO 群の病巣数は CT 群より有意に多かったが、
各腫瘍の大きさは明らかに小さかった 
 
FABP7 欠損メラノーマ細胞における脂肪酸構成 
Fabp7-KO B16F10 細胞の細胞脂質含量を、液体クロマトグラフィー-質量分析（LC-MS/MS）で評
価した。コントロール群およびノックアウト群において、ホスファチジルコリン、ジアシルグリ
セリド、ホスファチジルエタノールアミンが最も高い脂質組成であった。遊離脂肪酸（FA）では、
アラキドン酸（C20:4、n-6）比が高く、次いでオレイン酸（C18:1、n-9）であった。KO 群ではコ
ントロール群に比べて、二重結合数の多い脂質種が全体的に減少していた。 
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