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要　旨

がん幹細胞は，酸化ストレスなど種々のストレスに耐性を示す。我々はこれまでに，乳がん細胞に

おけるヒアルロン酸の過剰産生が，がん幹細胞性の獲得を促進することを明らかにしてきた。そこで

本研究では，ヒアルロン酸の産生が，がん細胞の酸化ストレス耐性に及ぼす影響を検討した。

がん細胞の酸化ストレス耐性とヒアルロン酸産生との関連について明らかにするため，過酸化水素

処理による酸化ストレス刺激後，がん細胞のアポトーシスの割合をフローサイトメトリー解析により

測定した。その結果，ヒアルロン酸過剰産生乳がん細胞は対照乳がん細胞と比較して，アポトーシス

細胞の割合が減少し，酸化ストレス耐性を示した。また，がん細胞の酸化ストレス耐性は，細胞密度

との間で逆相関が認められた。このことから，がん細胞の産生する因子が，がん細胞の酸化ストレス

耐性の誘導に働いている可能性が考えられた。そこで，がん細胞の培養上清（conditioned medium; 

CM）を用いて対照乳がん細胞を培養し，酸化ストレス刺激に対する応答性を通常培地と比較した。

その結果，CMで培養した細胞では，通常培地で培養した細胞に比べて酸化ストレス刺激後のアポトー

シス細胞の割合が減少した。次に，ヒアルロン酸過剰産生乳がん細胞と対照乳がん細胞のCMについ

て比較した結果，両者の間でアポトーシス抑制作用に有意な差が見られなかった。一方，CM中でヒ

アルロン酸過剰産生乳がん細胞と対照細胞を培養した結果，ヒアルロン酸過剰産生乳がん細胞は，対

照細胞に比較して高い酸化ストレス耐性を示した。

以上の結果は，ヒアルロン酸の産生によりがん細胞の酸化ストレス耐性が高まることを示唆してい

る。そして，がん細胞の分泌する因子とその受容機構が酸化ストレス耐性に深く関わっていると考え

られた。
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1．はじめに

近年，自己複製能と高い造腫瘍性を持つがん幹細胞の存在が，多くの癌腫において明らかにされて

いる。このがん幹細胞は，抗がん剤や種々のストレスに対して耐性を示すことから，がんの再発・再
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燃，さらには転移に重要な細胞と考えられている。従って，がん幹細胞はがん根治的治療の標的とし

て注目されている〔1〕。

我々は，腫瘍微小環境を形成する主要な細胞外マトリックス成分のヒアルロン酸に着目し，この糖

鎖分子を過剰に産生する乳がん発症モデルマウスを作製して，がん進展におけるヒアルロン酸産生の

意義について解析してきた。そして，乳がん細胞におけるヒアルロン酸の過剰産生が，がん幹細胞性

の発現促進に働くことを明らかにしてきた〔2, 3〕。

ヒアルロン酸は，細胞外マトリックスを構成する糖鎖成分であり，UDP-N- アセチルグルコサミン

（UDP-GlcNAc）と UDP- グルクロン酸（UDP-GlcA）を合成基質とし，ヒアルロン酸合成酵素（HAS）

によって合成される〔4〕。このため，がん細胞におけるヒアルロン酸の産生増加は，細胞内UDP-

GlcNAc や UDP-GlcAを過剰に消費して，細胞内代謝に大きな影響を及ぼすと考えられる。実際，我々

は乳がん細胞におけるヒアルロン酸の過剰産生が，UDP-GlcNAc の合成経路であるヘキソサミン合

成経路（HBP）の代謝流束を加速して，がん幹細胞性の発現促進に働くことを明らかにしてきた〔3〕。

しかしながら，ヒアルロン酸産生による代謝のリプログラミングが，がん幹細胞の特徴であるストレ

ス耐性の発現に働く機構は明らかとなっていない。

本研究では，ヒアルロン酸過剰産生乳がん細胞と対照乳がん細胞について，酸化ストレス刺激に対

する応答性を比較し，ヒアルロン酸の産生が酸化ストレス耐性の発現に働く機構について解析した。

2．方法

2-1．ヒアルロン酸過剰産生乳がん細胞の樹立と培養

Has2+Neo 乳がん発症モデルマウスは，MMTV（mouse mammary tumor virus）プロモーター制御下

に neu がん遺伝子を発現するトランスジェニック（MMTV-neu）マウスとHas2 コンディショナルト

ランスジェニック（Has2 cTg）マウスを交配して作製した。マウスの乳腺に発生した乳がんを摘出し，

コラゲナーゼ処理により細胞を分散後，培養して接着細胞を回収し，トリプシンの段階処理により初

代乳がん細胞を樹立した。初代乳がん細胞は，10％牛胎児血清（FCS）とペニシリン・ストレプト

マイシン（和光純薬工業）を含むDMEM（Dulbecco’s Modified Eagle Medium）-High Glucose（ナ

カライテスク）から成る通常培地で 37℃，5% CO2 条件下で培養した。

Has2+Neo 乳がん細胞にエストロゲン受容体とCre 組換え酵素の融合タンパク質のCreERT2 を発現

するレトロウイルスを導入してCre#2 細胞を作製した。Cre#2 細胞をエストロゲン誘導体の 4- ヒド

ロキシタモキシフェン（4-OHT）で処理し，ヒアルロン酸を過剰に産生する細胞 Cre#2（4-OHT）

を作製した。Has2+Neo 乳がん細胞では，ネオマイシン耐性遺伝子のカセットが挿入されているため，

下流にある Has2 遺伝子は発現しない。しかし，4-OHT で処理した Cre#2（4-OHT）細胞では，

CreERT2 が 4-OHTと特異的に結合して核移行し，その組換え活性により，loxP で挟まれたネオマ

イシン耐性遺伝子のカセットが除去され，Has2 遺伝子が発現する。

本実験は，京都産業大学組換えDNA実験安全委員会の承認のもと実施された。
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2-2．Conditioned medium（CM）の回収と熱処理

乳がん細胞を 6穴培養皿の各ウェルに 1× 105 細胞の細胞数で播種し，24 時間培養した。培養後，

培養液を1500rpm，室温で5分間遠心し，上清をCMとして回収した。CMは使用まで4℃で保存した。

回収したCMのうち一部を 95℃で 5分間加熱し，使用まで 4℃で保存した。

2-3．過酸化水素処理

乳がん細胞を 6穴培養皿の各ウェルに 1× 105，2 × 105，4 × 105 細胞の細胞数で播種し，24 時

間培養した。培養後，過酸化水素を終濃度 500μMで培地に添加して 16 時間インキュベートし，ア

ポトーシス細胞の割合をフローサイトメトリー解析により測定した。

2-4．アポトーシス細胞の測定

過酸化水素処理した細胞は，リン酸緩衝液（PBS）で 2回洗浄し，トリプシン処理後，細胞懸濁

液として回収した。回収した細胞と PBS 洗浄液中に回収された死細胞をまとめて 1.5ml マイクロ

チューブに回収した後，1200rpm，室温で 5 分間遠心し，上清を除去した。細胞を 1 × binding 

buffer（MBL Life Science）で懸濁し，ヨウ化プロピジウムを終濃度 100μg/ml で添加後，暗所で

15 分間，室温にて反応した。細胞固定後，細胞懸濁液中のアポトーシス細胞の割合は，FACS 

Calibur（BD Biosciences）を用いて測定し，Cell Quest（BD Biosciences）により解析した。

2-5．統計解析

二群間の比較は，t 検定を用いて行い，危険率 5％未満（p ＜ 0.05）を統計学的有意差ありと判定した。

3．結果と考察

3-1．がん細胞のヒアルロン酸過剰産生が酸化ストレス耐性に及ぼす影響の解析

がん細胞のヒアルロン酸過剰産生が酸化ストレス耐性に働く可能性を検討するために，ヒアルロン

酸過剰産生乳がん細胞と対照乳がん細胞を過酸化水素で処理し，アポトーシス細胞の割合を比較した。

ヒアルロン酸過剰産生Cre#2（4-OHT）細胞と対照Cre#2 細胞を 6穴培養皿の各ウェルに種々の細

胞数（1× 105，2 × 105，4 × 105 細胞）で播種し，過酸化水素処理後，アポトーシス細胞の割合を

フローサイトメーターにより解析した。その結果，低密度培養下において，過酸化水素処理によるア

ポトーシス細胞の割合は，Cre#2 細胞と比較して，Cre#2（4-OHT）細胞で有意に低下していた（図

1）。一方，アポトーシス細胞の割合は，両細胞とも細胞密度の上昇と逆相関して著減した（図 1）。

3-2．CMの酸化ストレス耐性促進作用の解析

酸化ストレス刺激に対するアポトーシス細胞の割合が，細胞密度と逆相関して減少することは，細

胞由来の因子が，がん細胞の酸化ストレス耐性の誘導に関与している可能性を示唆している。そこで，
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ヒアルロン酸過剰産生Cre#2（4-OHT）細胞と対照Cre#2 細胞由来のCMあるいは通常培地存在下

でCre#2 細胞を培養し，過酸化水素処理後，アポトーシス細胞の割合をフローサイトメーターによ

り解析した。その結果，CMで培養した細胞では，通常培地で培養した細胞に比べて酸化ストレス刺

激後のアポトーシス細胞の割合が減少した（図 2）。Cre#2（4-OHT）細胞と Cre#2 細胞の CMを通

常培地で段階希釈した培養液を用いてCre#2 細胞を培養し，過酸化水素処理に対する応答性を検討

した結果，CMの濃度依存的にアポトーシス細胞の割合が低下した。一方，アポトーシスに対する作

用については，両者の間で有意な差は見られなかった（図 2）。ヒアルロン酸過剰産生乳がん細胞と

対照細胞のCMでは，アポトーシスの抑制効果に差が見られなかったことから，両細胞が細胞外へ分

泌している酸化ストレス耐性促進因子の量には，差がないことが示唆された。

次に，酸化ストレス耐性の促進作用を示すCM中の物質を推定するため，熱処理したCMを用い

てCre#2 細胞を培養し，過酸化水素処理後，アポトーシス細胞の割合をフローサイトメーターによ

り解析した。その結果，熱処理によりCMの酸化ストレス耐性促進作用が喪失し（図 3），タンパク

質などの熱感受性の因子が，酸化ストレス耐性の誘導に働いていることが示唆された。

3-3．CMに対する細胞応答性と酸化ストレス耐性の関係解明

通常培地で段階希釈したCre#2（4-OHT）細胞のCMを用いて，ヒアルロン酸過剰産生Cre#2（4-

図 1　ヒアルロン酸産生ががん細胞の酸化ストレス耐性に及ぼす影響の検討
ヒアルロン酸過剰産生 Cre#2（4-OHT）細胞と対照 Cre#2 細胞を 6穴培養皿の
各ウェルに 1× 105，2 × 105，4 × 105 細胞の細胞数で播種し，過酸化水素で処
理後，アポトーシス細胞の割合をフローサイトメトリー解析により測定した。ア
ポトーシス細胞の割合（n = 3; *p < 0.05）
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図 2　CMの酸化ストレス耐性促進作用
Cre#2（4-OHT）細胞とCre#2 細胞由来のCMあるいは通常培地存在下でCre#2
細胞を培養し，過酸化水素処理後，アポトーシス細胞の割合をフローサイトメー
ターにより解析した。アポトーシス細胞の割合（n = 3）

図 3　CMの熱処理ががん細胞の酸化ストレス耐性へ及ぼす影響の検討
熱処理した CMを用いて Cre#2 細胞を培養し，過酸化水素処理後，アポトーシ
ス細胞の割合をフローサイトメーターにより解析した。アポトーシス細胞の割合
（n = 2）
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OHT）細胞と対照Cre#2 細胞を培養し，過酸化水素処理後，アポトーシス細胞の割合をフローサイ

トメーターにより解析した。その結果，Cre#2（4-OHT）細胞のアポトーシスの割合は対照 Cre#2

細胞のそれに比べて低く，酸化ストレス耐性が示された（図 4）。このことから，ヒアルロン酸過剰

産生乳がん細胞の高い酸化ストレス耐性は，培養上清中に放出される因子に対する細胞側の受容機構

の違いに起因すると考えられた。

4．まとめ

本研究では，ヒアルロン酸過剰産生乳がん細胞と対照乳がん細胞について，酸化ストレスに対する

耐性を比較し，ヒアルロン酸の産生ががん細胞の酸化ストレス耐性を高めること，そして，培養上清

中に分泌される因子に対するがん細胞側の受容機構が酸化ストレス耐性に深く関わっていることを明

らかにした。今後は，両細胞間で酸化ストレス耐性に差をもたらす分子的背景を明らかにする必要が

ある。
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図 4　酸化ストレス刺激に対する細胞応答性の検討
通常培地で段階希釈したCre#2（4-OHT）細胞由来のCMを用いて，Cre#2（4-OHT）
細胞とCre#2 細胞を培養し，過酸化水素処理後，アポトーシス細胞の割合をフロー
サイトメーターにより解析した。アポトーシス細胞の割合（n = 2）
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Molecular mechanisms of oxidative stress resistance 
in breast cancer cells

Takafumi KUROIWA
Tomomi IZUMIKAWA

Naoki ITANO

Abstract

Cancer stem cells（CSCs）exhibit resistance to many stressors such as oxidative stress. We have 

previously demonstrated that hyaluronan （HA） overproduction promotes acquisition of CSC 

signatures. Here, we investigated the effects of HA overproduction on the oxidative stress resistance 

of cancer cells.

To elucidate the relationship between HA production and oxidative stress resistance, the ratios of 

apoptotic cells following exposure to hydrogen peroxide were measured by flow cytometry analysis. 

Apoptotic rate in HA overproducing breast cancer cells was lower than that of control cancer cells, 

suggesting higher oxidative stress resistance. The oxidative stress resistance was inversely 

correlated with cell density, which allowed us to investigate whether factors produced by cancer cells 

play a role in induction of oxidative stress resistance. To this end, the oxidative stress resistance was 

compared between cancer cells cultured in conditioned medium （CM） and normal medium. The ratio 

of apoptotic cells was less in cancer cells growing in CM. However, no significant difference in the 

action of CM against oxidative stress was found between HA overproducing and control cells. On the 

contrary, when HA overproducing and control cells were cultured in CM, the former exhibited higher 

oxidative stress resistance than the latter.

Taken together, these results suggest that HA overproduction enhances oxidative stress resistance 

of cancer cells. Moreover, factors secreted from cancer cells and their recognition may play an 

important role in oxidative stress resistance.

Keywords : Breast cancer, Cancer stem cell, Oxidative stress resistance, Hyaluronan, Apoptosis

110 乳がん細胞における酸化ストレス耐性の分子機構


