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研究成果の概要（和文）：　酸性環境が肉腫細胞に及ぼす影響について検討した。脂肪肉腫細胞株（SW872）をpH6.4お
よびpH7.4で調節したメディウムでそれぞれ培養した結果、酸性環境下でSW872は浸潤能、増殖能ともに増加した。次に
酸性環境を形成する重要な因子としてプロトンポンプであるV型ATPase (V-ATPase)に注目した。脂肪腫（良性）と脱分
化型脂肪肉腫（悪性）でV-ATPaseのmRNAの発現を比較したところ、脱分化型脂肪肉腫においてアイソフォームa3, E2, 
F, G2, H の発現が高いことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： To examine whether acidic microenvironment promote sarcoma activity, SW872 
liposarcoma cells were cultured in pH7.4 or pH 6.4 medium. SW872 cells treated with acidic medium (pH 
6.4) showed increased invasion and proliferation activity.
 Next, We investigated expression of the vacuolar-type H-ATPase (V-ATPase) which has been shown to cause 
extracellular acidification by pumping protons. The isoform of a3, E2, F, G2, H were increased in 
liposarcoma (malignant tumor) compared by lipoma (benign tumor).

研究分野：骨・軟部腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年の肉腫に対する治療は、適切な切除縁
の確保による広範切除、処理骨やマイクロサ
ージャリーによる再建方法の発達など革新
的な進歩を遂げており、原発腫瘍の除去に対
する成功率は著しく向上した。しかし、多臓
器への遠隔転移に対するコントロールはい
まだ不良で、原発腫瘍の除去が完全になされ
ても、悪性化した細胞の臓器への転移により
患者は死亡する。従って切除不能肉腫や転移
症例に対しては新たな治療法の開発が最重
要課題であるといえる。 
 さて、古くより悪性腫瘍組織においては pH
が低下し、酸性環境が形成されることが知ら
れている。（Engin K et al. Int J Hyperthermia 
1995）。この酸性環境は悪性腫瘍にとって重
要な微小環境と推察されている。 
 我々は酸性環境を形成する重要な因子と
して V型 ATPaseに注目した。V型 ATPase
は約 13 種類のサブユニットから構成される
プロトンポンプで、生体膜に存在し、プロト
ン輸送を介して細胞内外の酸性環境の形成
に関与する。V型 ATPaseの生物学的機能は
未だ十分に理解されていないが、悪性腫瘍組
織の細胞外 pH は酸性であること、酸性環境
が腫瘍の増殖、浸潤、転移に関与することな
どが示されており、がんの進展との関連が示
唆されているものの、詳細はほとんど不明で
ある。 
 肉腫においては腫瘍内 pH が良性腫瘍と比
べて低く、酸性環境が形成されていることが
報 告 さ れ て い る (Matsubara T et al. 
Anticancer res 2006)。一方なぜ酸性環境が形
成されているのか、酸性環境がどのような影
響を与えているのかについては明らかとな
っていない。また V型 ATPaseアイソフォー
ムと肉腫との関連性に着目した研究は無く、
このメカニズムの解明により新たな治療方
法の開発につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
 肉腫における酸性環境の役割を解明し、新
た治療を開発すること。 
 
３．研究の方法 
 
（１）酸性環境が肉腫に与える影響を検討
する目的で、ヒト脱分化型脂肪肉腫細胞株
SW872 を用いて酸性環境下と中性環境下
で培養を行い、MMT assay, wound healing 
assay, invasion assayにより増殖能、運動
能、浸潤能をみた。 
（２）肉腫における V型 ATPaseの役割に
ついて検討した。徳島大学倫理委員会の承
認を得た上で、同意が得られた症例の切開
生検時または広範切除時に保存しておいた
組織を用いて、実際の検体における V 型

ATPase の発現をみた。さらに脂肪肉腫組
織での V型 ATPaseの発現局在をみた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 酸性環境が肉腫に与える影響 
 
 酸性環境が肉腫に与える影響をしらべる
目的で、ト脱分化型脂肪肉腫細胞株 SW872
を用いて酸性環境下（pH6.4）と中性環境
下（pH7.4）で培養を行った。 
 HEPES buffer が入った培養液に塩酸で
pHを調節した培養液を用いて 24時間培養
し、浸潤能を invasion assayを用いて検討
した。N=2であったため、有意差は出てい
ないが、pH6.4 の酸性環境下で培養した
SW872 で浸潤能が高い傾向にあった（図
1）。続いてWST-1 assayを用いて 24時間
後の増殖能をみた(proliferation assay)が、
有意な差はなかった（図 2）。またmigration 
assay (in vitro wound healing assay)をもち
いて移動能をみたが、pH の差による明ら
かな差は見いだせなかった（図 3）。 
 

図 1 invasion assay (n=2) 
  

 
図 2 proliferation assay (n=4) 

 
 

図 3 migration assay 
 



  
 
 一方、塩酸による調節では塩酸自身による
細胞障害の可能性が否定できなかった。この
ため、MES bufferを用いて pH6.4に調節し
た培養液で 24時間培養し、invasion assay
と proliferation assay を行った。その結果、
pH6.4 の酸性環境で浸潤能、増殖能ともに
増強した（図 4、図 5）。Migration assayは
施行できていないが、今後行う予定である。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
図 4 MES buffer 下の invasion assay (n=6) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図 5 MES buffer 下の proliferation assay 

(n=6) 
 
(2) V型 ATPasの肉腫における役割 

 
 肉腫における V型 ATPaseの役割につい
て検討した。V型 ATPasは V1ドメインと
V0ドメインから構成され、あわせて 13種
類のサブユニットから形成されている。脂
肪腫(lipoma)と脱分化型脂肪肉腫脂肪肉腫
(dedifferentiated liposarcoma: DDLS)にお
けるアイソフォーム含む全てのサブユニッ
トの発現を検討した（図 6）。その結果、
DDLSにおいて a1, a3, A, E2, F, G2, Hの発
現が高かった。 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
図 6 V型 ATPaseの脂肪腫（liopma）と脂
肪肉腫（DDLS）の発現の違い 

 
 
 さらに a3, A, E2, F, G2, H に対して
real-time PCRを行ったところ、A3, E, F, G2 
H の発現が脂肪肉腫組織において高かった
（図 7）。 
 また、脱分化型脂肪肉腫組織の免疫染色を
行ったところ、a3の発現を認めた（図 8）。 
 
 

 
 

 

 
 

図 7 real-time PCR 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 

 
 

図 8 脱分化型脂肪肉腫組織での a3の発現 
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