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緒 言 

 
がん細胞が乳酸を大量に産生するなど特殊なエネルギー代謝を行っていることは古くから知られ、その影響としてが

んを取り巻く微小環境が酸性化してゆくことも示されている。このような酸性環境は周辺組織のリモデングを促しがん

組織の増大に寄与する一方、がん細胞自身にとってのストレス因子でもあり、酸性環境に適応することはがん悪性化に

おける重要なステップと考えられる。しかし、その具体的な仕組みはほとんど追究されてこなかった。私たちは大腸が

んの転移巣で特異的に高発現し、がんの悪性化に重要な働きをしながら分子機能がまったく未解明だったPRL［1］の

機能解析に取り組み、PRL が Mg２＋排出トランスポーターCNNM4 に結合して機能阻害することや、腸腫瘍が悪性化

して筋層に浸潤するプロセスに重要であることなどを明らかしてきた［2～5］。このPRLを上皮細胞で高発現させたと

ころ、培地が酸性化するなどエネルギー代謝に明確な変化が観察された。またこの細胞は培地pHに対する応答性が元

の細胞と比べて大きく異なっていた。培地のpHを7.5に固定すると増殖がほぼ停止し、通常は増殖等に大きく影響し

ないpH 8.0の弱アルカリ条件で細胞が死滅していた。一方、培地のpHを悪性化したがん組織で見られるpH 6.5の弱

酸性状態に固定すると、細胞は旺盛に増殖することが分かった。つまり、PRL の高発現は周囲環境を酸性化させると

共に、自らその pH 環境に適応して増殖しやすくなっている可能性が示唆された。PRL によるがん悪性化と密接に関

わっていると想定され、本研究ではこのPRL高発現応答性の酸性環境適応の分子機構解明を目指した研究を行った。 
 

方 法 

 
1． CRISPR/Cas9法を用いたゲノムワイドスクリーニング 

HEK293FT細胞にHuman GeCKO v2 LibraryとVirapower Lentiviral Packaging Mix を遺伝子導入し、レンチ

ウィルスを含む培養上清を回収し、超遠心によって濃縮後、薬剤誘導性PRL3発現HEK293細胞に添加した。その後、

25 mM HEPESとNaOHの添加によりpHを8.25に固定したDMEMにてDOX存在下、3日間培養した（この操作

を以降「アルカリストレス」と称する）。生き残った細胞を通常の DMEM で再培養し、再度アルカリストレスを行っ

た。このサイクルを細胞の生存率が上昇しなくなった、計4回行った。各細胞集団よりゲノムDNAを抽出後、sgRNA
配列およびその周辺をPCRにて増幅し、バンドを切り出しDNAを精製した。得られたサンプルの配列はHiSeq 2500 
（Illumina）を用いて解析した（約1×10７リード）。取得したデータはMAGeCK、MAGeCK-VISPR、およびRIGER
プログラムにより解析した。 
2． shRNA安定発現によるノックダウン 

shRNA 発現コンストラクトは大阪大学大学院医学系研究科・附属共同研究実習センターよりご供与いただいた。レ

ンチウィルスは前項と同様の手法にて作製し、細胞に感染させることで shRNA安定発現株を得た。 
3． β-hexosaminidase放出を指標とした lysosome exocytosisの評価 

DOX添加後24時間にて、培養上清を2% BSAを含む血清不含DMEMと交換し、さらに3時間培養した。培養上

清を回収後、細胞を細胞溶解液（0.1% NP-40 in PBS）にてさらに回収し、それぞれ遠心後、上清を 1 mM の 4-
Nitrophenyl N-acetyl-β-D-glucosaminideを含む10 mM クエン酸緩衝液 （pH 4.5） と混和し2時間インキュベー

トした。400 mMのNa2CO3を添加して反応を止めた後、OD405を計測することでβ-hexosaminidaseの、培地中に放
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出された活性と細胞中の活性のそれぞれを判定した。 
 

結果および考察 

 

1． ゲノムワイドスクリーニングによるpH応答性関連遺伝子の同定 
PRL 高発現による酸性環境適応の仕組みを明らかにするため、CRISPR/Cas9 法を用いたゲノムワイドなスクリー

ニングを行った。レンチウィルスを用いて sgRNAのプールをPRL高発現細胞に導入したのち、PRL高発現細胞のみ

が死滅する弱アルカリ条件で培養し、生き残った細胞のプールを得た。この集団よりDNAを回収し、次世代シーケン

サーでの解析の結果、濃縮されている遺伝子が同定でき（図 1）、そのうち FDR10%以下の 20 遺伝子についてノック

ダウンによる2次スクリーニングを行った。その結果、5遺伝子については弱アルカリ条件での細胞死が有意に抑制さ

れており、さらに各pH環境での培養も行ったところ、MYH9、GRIK5、SLC39A3の3遺伝子のノックダウンにより

PRL依存的なpH応答性の変化が消失していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1．ゲノムワイドスクリーニングの結果 
4回目のアルカリストレス後のサンプルについてのMAGeCKプログラムでの解析結果。各遺伝子に

ついてのp値はMAGeCKプログラム中に実装されているMLE法によって算出されている。 
 

2． non muscle myosin IIAと lysosome exocytosisの重要性の発見 
このうちMYH9をコードするnon muscle myosin heavy chain IIA（NMHC-IIA）の機能としてリソソーム由来の

小胞が細胞膜と融合してその内容物を放出する「lysosome exocytosis」と呼ばれる現象への関与が報告されていた［6］。
Lysosome exocytosis に伴って内腔の高濃度 H＋を細胞外に排出したり、細胞膜の酸抵抗性を高めることで酸性環境へ

の適応に寄与している可能性が考えられた。そこで PRL 高発現細胞における lysosome exocytosis の評価としてリソ

ソーム内腔に局在する酵素β-hexisaminidaseの細胞外の放出を調べたところ、コントロール細胞と比べて有意に分泌

される酵素の割合が増加していた。またMYH9 のノックアウト細胞をCRISPR/Cas9 法により作製し、その重要性を

調べたところ、β-hexisaminidaseの放出とpH応答性の変化の双方が消失しており、併せてPRL高発現によるpH応

答性の変化にNMHC-IIAと lysosome exocytosisが重要であると判明した（図2）。本研究結果を踏まえて今後さらに

解析を進めることで、がん細胞が酸性環境に適応し、悪性化を進めてゆくメカニズムが明らかになることが期待される。 
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図2．MYH9と lysosome exocytosisの重要性 

a） MYH9ノックアウト細胞のシーケンス結果 
b） 各細胞の細胞溶解液を回収し、図に示す抗体によるウェスタンブロットを行った。発現させたPRL には

GFPタグがついており、抗GFP抗体にて検出している。 
c） 各細胞を図に示すpHで固定した培地環境下で3日間培養し、生細胞数を計測した。 
d） 各細胞から放出されたβ-hexisaminidase の活性の割合。3 回の実験結果の平均値および標準誤差を示し

ており、p値はone-way ANOVAおよび two-tailed multiple Student’s t-test with Tukey’s correctionに

よって求めた。それぞれ*p < 0.05、 **p < 0.01を示す。 
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