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がん細胞の生存維持に関わる代謝ストレス応答の役割 
Role of Metabolic Stress Response in Tumor Cell Survival and Maintenance 

 

慶應義塾大学大学院 政策・メディア研究科 修士課程 2 年 
土岐珠未 

 
要旨 

� 固形がんでは，血管形成不全のため，正常な組織にはみられない低酸素・栄養飢餓状態などのストレ
ス環境が存在する．そのストレス環境下での生存を可能にするため，がん細胞は，ストレスに対する適
応応答を誘導することが知られている．本研究では，ストレス環境下でのがん細胞の生存及び維持にお
いて，小胞体ストレス応答 (UPR, unfolded protein response)がどのように関与しているかについて検
討を行った．第一に，がん細胞集団の維持に中心的な役割を果たす，がん幹細胞における UPR の役割に
ついて明らかにすることを目的とし，第二に，細胞内代謝産物及び遺伝子発現の網羅的解析を行い，UPR
誘導・非誘導時の細胞内プロファイルを明らかにすることを目的とし，研究を行った． 
 まず，がん幹細胞における UPR の役割については，大腸がん細胞 HT29 細胞株のストレス負荷下に
おける，がん幹細胞マーカー分子の発現を観察することにより評価を行った．その結果，マーカー分子
の一つである LGR5 は，UPR を誘導するストレス環境下において，顕著に発現量が減少することが明ら
かになった．また，小胞体膜上に存在する UPR のセンサータンパク質の一つである PERK 経路の活性化
阻害により，LGR5 の発現減少が回復する事実を見出した．このことから，PERK を介した UPR の誘導
により，がん幹細胞マーカー分子である LGR5 の発現が制御されることが明らかになった． 
 次に，グルコース飢餓環境下で UPR を誘導しないことが知られている，ミトコンドリア DNA(mtDNA)
欠損がん細胞 (ρ0 細胞)を用いて，UPR 誘導時・非誘導時の細胞応答性について検討した．具体的には，
mtDNA の有無によるグルコース飢餓下での応答性の違いを，遺伝子発現及び代謝産物の網羅的解析によ
り，比較した．その結果，mtDNA を有する HT29 細胞の親株は，18 時間のグルコース飢餓により，既
知の UPR 関連遺伝子群の変動を示したが，ρ0 細胞ではその変動を認めなかった．そこで，UPR 活性化
以前の細胞変化を明らかにするため，飢餓ストレス 6時間後の細胞内代謝物を観察したところ，ρ0 細
胞では，解糖系の活性低下とともに，細胞内のピルビン酸及び，アスパラギン酸・アラニンなどの必須
アミノ酸の量が顕著に低下することが分かった．一方で，親株では，同様にピルビン酸は低下するが，
それらのアミノ酸は増加することが分かった．これらのことから，UPR の誘導には，グルコース飢餓下
におけるピルビン酸や各種アミノ酸の変動が関与する可能性が考えられた． 
 以上の結果から，UPR の腫瘍増殖維持に対する役割の理解が深まり，UPR を制御する新規抗がん剤の
開発に貢献できる可能性が期待された． 
 
 
 
キーワード 
1. がん細胞，2. 小胞体ストレス応答，3. 幹細胞マーカー分子， 4. ミトコンドリア DNA欠損細胞， 5. 
がん代謝
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1. 序論 

1.1 研究背景 

 がん細胞において，低酸素や低栄養状態などの微小環境ストレス下で生存するための一

つの機構として，小胞体ストレス応答 (UPR; Unfolded Protein Response) が報告されて

いる．UPR は，細胞内小器官の一つである小胞体で誘導される適応応答であり，小胞体の

膜上に存在するストレスセンサータンパク (PERK(PRKR like ER kinase)・ATF6 

(activating transciption factor 6)・IRE1(inositol requiring kinase 1)) を起点としたシグ

ナル伝達経路の活性化により，ストレスを回避することが可能であると知られている．し

かしながら，がん細胞集団の維持に中心的な役割を果たし，悪性化や薬剤耐性化に寄与す

ると考えられているがん幹細胞 [1] は，必ずしも良くない微小環境で生存しており，UPR

の誘導と強い関連があるのではないかと予測されるが，その直接的な関与のメカニズムは，

明らかにされていない． 

 また，ミトコンドリア DNA (mtDNA) を欠損させたがん細胞では，グルコース飢
餓環境下においても，UPR が誘導されず，細胞死に至ることが知られている [2] が，
その代謝プロファイルについては，未だ明らかでない． 

 そこで，本研究では，第一にがん幹細胞に対する UPR の関与について，また第二に，ス

トレス下で UPR を誘導しないmtDNA 欠損細胞との比較による UPR 誘導メカニズムにつ

いて，2つの異なる視点から細胞生存へ寄与する UPR の役割に関して新たな知見を得るこ

とを目的にした． 

 

1.1.1 小胞体ストレス応答 

 微小環境ストレス下でがん細胞において誘導される適応応答の一つに，細胞内小器官の

一つである小胞体で誘導される小胞体ストレス応答(Unfoled Protein Response; UPR)が知

られている．UPR とは，タンパク質が正常な高次構造を取ることが出来ず，折りたたみ不

全になった異常タンパク質が小胞体に蓄積することに対し，小胞体膜上に存在する PERK，
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IRE1，ATF6 などのストレスセンサータンパクが応答しシグナルの伝達が起こることで，

ストレスを回避する機構であることが知られている [3] [Fig. 1]． 

 UPR の誘導により， (1) 分子シャペロンの産生増加，(2) タンパク質の翻訳抑制，(3) ユ

ビキチン-プロテアソーム系によるタンパクの分解が亢進し，異常タンパクを解消するが，

解消しきれない場合には，細胞死が誘導される場合もあることが明らかになっている [4] .   

Figure 1：UPR signaling の誘導 

a) 通常時は，小胞体(ER)内に存在する小分子分子シャペロン(Bip)が膜タンパク PERK・

IRE1・ATF6 と結合している状態を保っている．b) 微小環境への暴露などで，ストレス

が負荷されると，小胞体内に折りたたみ不全の異常タンパクが蓄積する．その異常タン

パク質に Bip が結合することにより凝集を防ぎ，PERK を初めとする 3つの膜タンパク

の応答により下流に存在するそれぞれの遺伝子の転写・翻訳を促進する．Bip : 

immunoglobulin binding protein (別名 GRP78 : G protein-coupled receptor 78 また

は HSPA5 : heat shock 70kDa protein 5)，eIF2α : eukaryotic translationintiation 

factor 2α，ATF4 : activating transcription factor 4，XBP : X-box-binding protein 

 

 

a. b. 
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1.2 目的 

 微小環境下におけるがん細胞のストレス応答を分子標的とした新規治療法の開発のため

に，URP のメカニズム解明に向けた，新規の知見を得たいと考えた．はじめに，本研究で

は，腫瘍細胞集団の維持に重要な役割を果たす，がん幹細胞における，UPR との関与につ

いて，そのメカニズムを明らかにすることを第一の目的とした．さらに，グルコース飢餓

ストレス下で，UPR が誘導されず，速やかに細胞死に至ることが知られるミトコンドリア

DNA欠損がん細胞を用いて，グルコース飢餓下で UPR を誘導する親株との比較を行い，

両細胞株のグルコース飢餓応答性の違いを明らかにすることを第二の目的とした． 

 

2. 対象と手法 
2.1 細胞培養 

� ヒト大腸がん細胞株 HT29 の培養は，一部の実験系を除き，FBS 10% (NICHIREI) ，

kanamycin 100µg/mL (meiji) 含有 RPMI1640 培地 (Wako) を用い，37℃ インキュベ

ーター内で, 5% CO2，湿度 100%の環境下で行った．また，そのミトコンドリア DNA欠

損細胞(HT29 ρ0 細胞)は，FBS 10 %，カナマイシン 100 μg⁄mL，ウリジン 50 μg⁄mL，

ピルビン酸 1 mM含有 RPMI-1640 (Wako) 培地により培養を行った．ただし，HT29 Pt 細

胞と HT29 ρ0 細胞を同時に用いて比較を行う際には，HT29 Pt 細胞もピルビン酸 ウリジ

ンを追加した，同一条件下で培養を行った. 

 

2.2 ストレス誘導 

 RPMI1640 培地 (Wako) に,2-deoxyglocose (2DG，ヘキソキナーゼ阻害剤) 10 mM，

Thapsigargin (TG，Ca2+-ATPase(SERCA)阻害剤) 100 nM，Tunicamycin (TM，糖鎖修飾

阻害剤) 5 μg/μL を添加することで，細胞にストレスを負荷し，UPR を誘導させた．また，

UPR を介さないネガティブコントロールとして，Buformin (Buf.，ミトコンドリ酸化的リ

ン酸化阻害剤) 300 μM を, また，ポジティブコントロールとして，がん幹細胞阻害剤 
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PTC-209 (Xcess Biosciences Inc.または EMD MILLIPORE) を 0- 1.0 µM の濃度で用い

た．また上記薬剤は，PERK 活性化阻害剤 GSK2656157 1 µL [5] との併用も行った． 

 また，グルコース飢餓ストレスの誘導には，FBS 10 %，カナマイシン 100 µg⁄mL，ウリ

ジン 50 µg ⁄ mL，ピルビン酸 1 mM含有 Glucose-Free RPMI-1640 (GIBCO 11879-020)

を用いた．同じくグルタミン飢餓ストレスの誘導には，FBS 10 %，カナマイシン 100 

µg⁄mL，ウリジン 50 µg ⁄ mL，ピルビン酸 1 mM含有 Glutamine-Free RPMI-1640 (WAKO 

183-02165) を用いた． 

 

2.3 細胞増殖能評価 

 細胞増殖能を観察するため，CellTiter-Glo Luminescent Cell Luminescent Cell Viability 

Assay (ATP assay) (Promega) を用いて評価した．培地の交換後，48時間後にCellTiter-Glo 

Luminescent Cell Luminescent Cell Viability Assay (ATP assay) により，増殖中の細胞

の ATP 含有量から生存細胞数を定量した．CellTiter-Glo は代謝活性のある細胞に由来す

る ATP を発光により定量する系である．ATP 量は通常条件下であれば細胞数に比例する

ことが知られているため，本研究では細胞数を評価する手法として用いた． 

 

2.4 ウエスタンブロット 

 細胞を PBS (4℃) で洗浄後，1 × Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) sample buffer (Tris 

(Nacalai Tesque) 62.5 mM，SDS (Sigma) 2%，DTT 5mM，Glycerol (Sigma) 10 %) (HCl 

(Wako) を用いて pH 6.8 に調整) を加え，超音波破砕し，100℃で 10 分間加熱した後，

BioRad Protein Assay (BioRad) を用い，595 nM の吸光波長にてライセート中のタンパ

ク質量の定量を行い，濃度を調整した．その後，6 µL  (30 µg) または 10 µL (5 µg) のラ

イセートをマルチゲルⅡミニ (コスモ・バイオ) にロードし，Running Buffer (Tris 25 mM，

Glycine (Nacalai Tesque) 192 mM， SDS 0.1%) 中で電気泳動を行った．電気泳動後，ゲ

ル中に展開されたタンパク質を Electrotransfer Buffer (methanol (Wako) 20 %，Glycine 

192 mM，Tris 25 mM) 中でニトロセルロース膜 (Whatman) へブロッティングした．ニ

トロセルロース膜を Blocking Buffer (Tris (pH 7.4) 50 mM，NaCl (Sigma) 150 mM，
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Tween 20 (Nacalai Tesque) 0.1%， Skim Milk (Morinaga) 4%) 中で１時間ブロッキング

した後，Blocking Buffer 中に希釈した 1次抗体を 4℃ Overnight で反応させた．1次抗

体による反応後，ニトロセルロース膜を Washing Buffer (Tris 50 mM NaCl 150 mM，

Tween20 0.1%) で洗浄して，Blocking Buffer 中に希釈した 2次抗体を室温 1-3 時間反

応させた．本研究で使用した 1次抗体及び 2次抗体は，2.3.4.2 で述べる．ニトロセルロ

ース膜を Washing Buffer で洗浄した後，Enhanced Chemiluminescence Detection 

System (Perkin Elmer) にて 2 次抗体を発光させ，Medical X-ray Film (Kodak) を用いて

検出した． 

 

2.4.1 使用抗体 

 1 次抗体：Anti-ATF4 抗体 (Cell Signaling Technology)，Anti-BMI-1 抗体 (Abcam)，

Anti-CD44v9 抗体 (コスモバイオ)，Anti-IRE1 抗体 (Cell Signaling Technology)，

Anti-KDEL 抗体 (Stressgen) ，Anti-LGR5 抗体 (Abcam)，Anti-p-eIF2α 抗体 (Cell 

Signaling Technology)，Anti-PERK 抗体 (Abcam)，Anti-RPL7 抗体 (Cell Signaling 

Technology)，Anti-RPS3 抗体 (Cell Signaling Technology)，Anti-XBP1(Spliced) 抗体 

(Cell Signaling Technology)，Anti-p-4EBP1 抗体 (Cell Signaling Technology)． 

 2 次抗体：Anti-rabbit IgG HRP conjugate (Amersham)，Anti-mouse IgG HRP conjugate 

(Amersham)，Anti-rat IgG HRP conjugate (Amersham)． 

 

2.5 siRNA 導入ノックダウン実験 

 リバーストランスフェクション法によりノックダウン実験を行った．OPTI-MEM (GIBCO) 

に最終濃度 20 nM になるように siRNA を加え，トランスフェクション試薬 

lipofectamine RNAiMAX(invitrogen) を適当量加え，混合した．siRNA 混合液をプレート

に添加後，Transfection medium (RPMI1640 (WAKO)，FBS 5%)中に，3.75×104 cells/mL 

の 濃度に懸濁した細胞を播種した．トランスフェクションから 24 時間経過後，通常培地

(RPMI1640 (WAKO)，FBS 10%，kanamycin 100μg/mL) に交換し，その後のアッセイ

を行った．なお，96well plate では，0.3 μL RMA iMAX 含有 siRNA 混合液 20 μL に,
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細胞懸濁液を 80 μL 加え，6 well plate では，7.5 μL RMA iMAX 含有 siRNA 混合

液 0.5 mL に，細胞懸濁液を 2.0 mL 加え実験を行った．本研究では，オフターゲット効

果が低い，ON-TARGETplus SMART pool siRNA (Dharmacon)を用いて実験を行った．

各 siRNA は，si-Control，si-PLK1，si-LGR5，si-GCN2，及び si-ATF4 である. 

 

2.6 マイクロアレイ解析 

 RNeasy Kit (Qiagen) の標準プロトコルに従い，細胞からトータル RNA を抽出後，2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies) 及び RNA 6000 Nano LabChip キット (Agilent 

Technologies) を用いてトータル RNA のクオリティチェックを行った．Affymetrix 標準プ

ロトコルに基づき，トータル RNA 5µg を cDNA へ，さらにビオチン標準 cRNA ターゲ

ットへと合成し，ターゲットを断片化した後，Fluidics Station 450 (Affymetrix) 及び 

GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix) を用いて GeneChip Human Genome U133 Plus 

2.0 arrays (Affymetrix) へのハイブリダイズ，洗浄，ストレプトアビジン-フェコエリスリ

ン染色，シグナル検出を行った．また，マイクロアレイ遺伝子発現データを解析するに先

立ち，MAS 5.0 [7] アルゴリズムを用いて，遺伝子発現強度を正規化した．遺伝子発現量

の相違を判別する基準として，コントロールに対してシグナル値 (真数) が 2 倍以上検出さ

れたものを増加 (UP)，1/2 倍以下で検出されたものを減少 (DOWN)と定義した．ただし，

シグナル値強度が弱い場合は，測定誤差を生じやすいため，偽陽性を小さくするための工

夫として，比較するいずれかのシグナル値が 50 未満だった場合は，全て “50” に置き換

えた [6] ． 

 

2.7 メタボローム解析 

� 細胞は，6 well プレートを用いて，HT29 Pt 細胞 2.0 ×105 cells/well，HT29 ρ0 細胞 

3.0 ×105 cells/well の濃度で播種した．細胞播種後，24 時間後に同量の培地を追加し，さ

らに 24 時間後から 6時間のグルコース飢餓ストレス暴露を経てサンプルの回収を行った．

サンプル回収前には，マンニトール 5 %を添加し 2度洗浄した．その後，L-methionine 
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sulfone，MES，CSA を含むメタノール 25 μMを，1 サンプルに対し 1mL 添加し，ス

クレーパーで 1.5 mL チューブに回収した． 

 回収したサンプルはすべて，-80 ℃にて一度保存した後，4 °C にて 10 分間静置後，400 

μL のサンプル溶液に対し，400 μL のクロロホルムと 200 μL の Milli-Q を加え十分

に攪拌し，10,000 ×g，22°C にて 3 分間遠心分離を行った後，水層 450 μL を Millipore 

製限外ろ過フィルターに移し，再度 9,100 ×g,18°C にて 2 時間以上遠心分離を行った．

その後，ろ液を 40°C で 240 分間遠心乾固させ，100 μM の 

3-Aminopyrrolidine,Trimesate を含む 50 μL の Milli-Q により可溶化し，CE-TOFMS 

によるメタボローム測定を行った [8] ．また，本研究では CE-TOFMS により計測された陽

イオン性および陰イオン性物質全てのサンプルデータを用いてメタボローム解析を行っ

た．CE-TOFMS により得られた全データをMasterHands2 [9] を用いて積分によるピーク

検出を行い，各物質の精密質量や，標準物質の濃度を元に各代謝物濃度の計算を行った(本

項に記載した測定前処理および測定は，TTCK の大石 麻希さん・牧 寛子さんに行ってい

ただいた). 得られた値は，全て，コントロールと比較して，F.C(Fold change)>2.0 を「増

加」，F.C<0.5 を「減少」と評価した．また，データに関しては，全て，Benjamini-Hochberg

法を用いて t 検定の補正を行った（p値<0.05）．統計分析は，Rを統計ソフトウェア（バ

ージョン 3.1.3）を用いた [10] ． 

 

3. 結果・考察 
 執筆段階の論文内容に抵触するため，勝手ながら本書での公開は控えさせていただきま

す．  
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