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1研 究 目的(300字 程 度)

癌 細胞 の 浸潤 や転 移 の過 程 に は,上 皮 の 性 質 か ら,問 葉 系 の性 質 に変 化 す る上皮 間葉 系

移 行(EMT)が 注 目 され て い る。

これ ま で に,Katoら(JBC,1992)は,酸 性pHに よ りメ ラ ノー マ 細 胞 がEMT様 に変 化 す る

こ とを見 い だ して い る。 本 研 究 で は,carcinomaモ デ ル と して マ ウスル イ ス肺 癌(LLC)細

胞 株 を用 い て,酸 性 細胞 外pH(pHe)が,EMTを 誘 導 す る こ とを検 証 した。

Ⅱ 研 究 方 法(500字 程 度)

まず 始 め に,LLC細 胞 よ り高転 移 株 と低 転 移 株 を樹 立 した。C57BL/6マ ウス の 尾 静脈 に

LLC細 胞 を注 射 し,約3週 後 肺 転 移 を確 認 した の ち,そ の結 節 を採 取 しデ ィ ッシ ュ内 の培養

を繰 り返 し数 回行 うこ とで選 択 した。 初 回 の転 移 結 節 か ら低 転 移 株(LLCml)と さ らに3回

の計4回 の転 移 を繰 り返 す こ とに よっ て得 られ た 高転 移 株(LLCm4)を 用 い て 本研 究 を行 っ

た。 尚,マ ウス を用 いた 実 験 は,動 物 実験 委 員 会 の承 認 を受 け て 行 っ た 。

細 胞 培 養 は,Dulbecco's　 modified　 Eagle　 medium(DMEM)とF12を1対1に 混 合 した培

地 に15mM　 HEPES　 4mMリ ン酸 と重 炭 酸 ナ トリウム1g/Lと を加 え た もの に10%fetal bovine

serum(FBS)を 添 加 し37℃ ・5%CO2条 件 下 で培 養 した。pHの 調 整 は塩 酸 と水 酸 化 ナ トリウ

ム に て行 っ た。

EMTマ ー カ ー遺 伝 子 の発 現 は,逆 転 写反 応 後 に定 量 的PCRに よ り決 定 した 。 細 胞 が分 泌 す

るMMPは ゼ ラ チ ンザ イモ グ ラ フ ィ と ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト法 に て評 価 した 。 またE-cadherin

とVimentinに つ い て は,免 疫 染 色 法 に よ り蛍 光 顕微 鏡 下 で観 察 した 。

細 胞 遊 走 はwound healing assayで,浸 潤 活 性はMatrigel Rを 用 い るBoyden chamber

assayに よ り分 析 した。
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Ⅲ 研 究 結 果(600字 程 度)

LLC細 胞 よ りマ ウス に実 験 的 転 移 を繰 り返 す こ とで樹 立 した 低 転 移 株(LLCm1細 胞)と

高 転移 株(LLCm4細 胞)を 用 い た 本研 究 で,以 下 の結 果 を得 た 。

1.両 細 胞 をpH7.4で 培 養 し,位 相 差 顕 微 鏡 下 で観 察 す る とLLCml細 胞 は ,細 胞 間 隙 が狭く密 集
して増 殖 し,LLCm4細 胞 で は細 胞 間 隙 が 広 く線 維 芽 細 胞 様 の 形 態 で,分 散 した ま ま

増 殖 した。 次 に,そ れ ぞれ の 細胞 を マ ウス の 尾 静脈 に注射 し,肺 転移 巣 の数 を比 較 した

と ころLLCm4細 胞 はLLCm1細 胞 よ り9倍 多 くな って い た。

2.細 胞 が分 泌 す るMMPに つ い て,培 養 上 清 を用 い て ゼ ラチ ンザ イ モ グ ラ フ ィー で評 価 し

た結 果,MMP-9活 性 はpH6.8条 件 下 で有 意 に増 加 して い た。

3.MMP-9の 遺 伝 子発 現 量 をRT-qPCRに て検 証 した。MMP-9遺 伝 子 は,pH7.4よ りpH6.8の 条

件 下 でLLCml細 胞,LLCm4細 胞 と も有 意 に増 加 して い た。 加 え て,MMP-3やMNIP-13の 遺 伝 子

発 現 も酸 性pH条 件 で増 強 してい た 。

4.位 相 差 顕 微 鏡 に よ る観 察 で は,LLCml細 胞 をpH6 .8条 件 下 で培 養 す る とLLCm4細 胞 と同

様 な 線維 芽 細 胞 様 形 態 に変 化 した こ とが 見 い だ され た た。

5.EMTの マ ー カ ー と してE-cadherinとVimentinの 発 現 量 を比 較 した と ころ酸 性pHeは
,上皮

マ.___カー の1つ で あ るE-cadherinを 減 少 させ た が ,間 葉 系 マ ー カ ー の1つ で あ る
Vimentinの 発 現 を誘 導 した。

6.E-cadherin遺 伝 子発 現抑 制 の機 序 を解 明 す るた め に,転 写 調 節 因 子 につ い て,RT-
qPCRで 検 証 した。 そ の結 果E-cadheri.n遺 伝 子 発 現 の抑 制 に はTwist1,Twist2,Zeb2が リ

プ レ ッサ ー と して 関 与 して い るこ とが分 か っ た。

7.細 胞 の運 動 性 につ い て,wound healing assayで 検 討 した と こ ろ
,酸 性pH条 件 下 で両細 胞 と も

に運 動 能 が充 進 した。

8.細 胞 のイ ン ビ トロ浸 潤 活 性 につ い てMatrigel Rを 用 いBoyden　 chamber　 assey法 に よ

り検 討 した結 果,両 細 胞 と もに酸 性pHeに よ りイ ン ビ トロ浸 潤 活 性 は促 進 した。

IV考 察及 び 結 論(600字 程 度)

LLCm4細 胞 株 は,線 維 芽 細胞 様 の形 態 を し,LLCml細 胞 よ り転移 能 が 充 進 して い た。
LLCm1細 胞 を,酸 性 条件 下 で培 養 す る とLLCm4細 胞 と同様 な線 維 芽 細 胞様 の形 態 に変 化 し

た。 この こ とは酸 性pHeに よ りEMTが 誘 導 され た こ と を示唆 して お り,そ の 仮 説 につ い て検 討
した。 まず 細 胞 外 マ トリック ス の分 解 酵 素 の分 泌 に つ い て調 べ た とこ ろMMP-9やMMP-

3活 性 につ い て も,酸 性 条 件 下 で有 意 に充 進 した。MMP-9やMMP-3,MMP-13は 癌 細 胞 が 血 管等
へ の 浸 潤 ・転 移 す る 際 の重 要 な分 子 で あ り

,ま た基 底 膜 分 解 と基 底 膜 内移 動 は,転 移
の 律 速 殻 階 と考 え られ て い る。 酸 性pHeに よるE-cadherinの 低 下 とVimentinやMMPsの 誘

導 そ して イ ン ビ トロ浸 潤 能 の 充 進 は,低 転 移 性 の癌 細 胞 に見 られ た酸 性細胞 外pHに よ

る形 態 の 変 化 が 上 皮 間 葉 系移 行(EMT)に よ る もの で あ った 事 を示 して い る。一般 的 に
,EMTの 表 現 型 と してE-cadherinの 発 現 低 下 お よびViｍenｔin ,N-cadherin,fib

ronectinの 発 現 上 昇 と、MMP-9の 発 現 が 知 られ て い る。 この うちE-cadherinは,
Snai1,Slug,Twist1・Twist2・Zeb1お よびZeb2な どに よ って 制御 され る こ とが知 られ て

い る が,本 研 究 で は酸 性pHeに よ り,Twist1,Twist2,Zeb2が 誘 導 され た,一 方,
Snail,Slug,Zeb1の 遺 伝 子 発 現 に は変 化 を及 ぼ さな か っ た

。 この こ とか ら,本 研 究 におけ る
E-cadherinの 転 写 抑 制 機 構 の1つ に は,Twist1 ,Twist2,Zeb2が リプ レ ッサ ー と し

て 作 用 して い る可 能 性 が示 唆 され た。Liuら は 、TGF-β 刺 激 下 で のEMTの 誘 導 を検 討 した結
果,Twist1,Zeb1,Snai1,Slug,の 誘 導 が 認 め られ た と報 告 して い が ,遺 伝 子発 現 パター ンは 異 な って お り

,本 研 究 で は別 の 機 序 でEMTが 誘 導 され た 可 能 性 が 高 い。
結 論

酸性 細 胞 外pHは,EMTを 促 進 誘 導 す る微 小 細胞 外 環境 因 子 で あ る こ とが 示 唆 され た
。


