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要旨  

 

 

本研究では、ホスファチジルセリン特異的ホスホリパーゼ A1（PS-PLA1）（リン脂質

分解酵素）およびリゾホスファチジルセリン（lysoPS）（産生されるリゾリン脂質）

が大腸癌の発育・進展に及ぼす影響について検討した。その結果、PS-PLA1発現は大

腸癌の深達度及び血行性転移の有無と相関し、一方、lysoPSは、GPR34（lysoPS受容

体）および PI3K/Akt 経路を介した大腸癌細胞株の遊走能促進作用を有した。以上よ

り、PS-PLA1及びその産生物質である lysoPSは、大腸癌の発育・進展に重要な役割を

果たすと考えた。 
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背景と目的  

 

 

悪性新生物は、本邦における死因の第一位であり、特に大腸癌は本邦においても増

加傾向をたどっており、罹患率・死亡率の高い疾患である(1)。大腸癌の治療として

は、根治的な外科的切除が第一選択であるが、遠隔転移による根治的切除不能症例や

局所再発などを伴う進行大腸癌症例に対しては、化学療法・放射線療法を含めた集学

的治療が行われている(2)。化学療法については分子標的薬を含めた新規薬剤が導入

されつつあるものの、切除不能な進行再発大腸癌の生存期間中央値は約 24ヶ月と短

く(3-5)、現状では十分な治療成績が得られているとは言い難い。大腸癌の発育・進展

に対する新たな知見が得られ、それを治療のターゲットとすることができれば、大腸

癌患者の予後改善に大きく寄与できるものと考える。 

近年、細胞の脂質二重膜を構成する主要な成分であるリン脂質が細胞内外における

シグナル伝達に重要な役割を担っていることが明らかにされている。リン脂質および

これを分解する酵素であるホスホリパーゼ、さらにこれにより産生されるリゾリン脂

質が様々な生理活性を発揮し、癌の発育や進展にも関与していることが報告されるよ

うになった (図 1)。 
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リン脂質は、グリセリンを骨格とするグリセロリン脂質と、スフィンゴシンを骨格

とするスフィンゴリン脂質に大別される(6)。代表的なリン脂質として、真核細胞の

細胞膜を構成する主成分でアセチルコリン生合成におけるコリンの供給源となるホ

スファチジルコリン (別名レシチン)(7)、細胞内シグナル伝達経路の一つである

PI3K/Akt経路において、PI3キナーゼの基質となりこの経路の活性化に関与するホ

スファチジルイノシトール(8)、細胞の脂質二重膜の細胞質側に局在しており、アポ

トーシス等で細胞表面に露出するホスファチジルセリン (以後 PSと記載) などが上

図 1	 ホスホリパーゼの作用と、分解産物の生理活性 
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げられる (9, 10)。これらリン脂質を分解する酵素がホスホリパーゼであり、特にホ

スホリパーゼ A2については以前より多くの研究が進められており、多くの報告が存

在する。分泌型ホスホリパーゼ A2、細胞質型ホスホリパーゼ A2を初めとした多く

の種類の酵素が存在するが(11)、近年、ホスホリパーゼ A2が、大腸癌・前立腺癌・

肺癌・膵癌などの発育・進展に関与することが明らかとなった(12-15)。また、ホスホ

リパーゼ A2により産生される遊離脂肪酸からプロスタグランディン・トロンボキサ

ン・ロイコトリエンなどのエイコサノイドが産生され、これらが血管収縮・血小板凝

集・炎症反応などの反応を引き起こす (アラキドン酸カスケード) ことが知られてい

る(16)。また、代表的なリゾリン脂質としてリゾホスファチジン酸（lysophosphatidic 

acid、LPA）、スフィンゴシン-1-リン酸（sphingosine-1-phosphate、S1P）などがあるが、

これらのリゾリン脂質は脳・心臓血管系の形成、胎児形成、胸腺組織からのリンパ球

の移出といった生理現象に関与するだけでなく、大腸癌・乳癌・卵巣癌などの発育・

進展にも関与していることが明らかにされている(17-21)。これらのことから、ホスホ

リパーゼやリゾリン脂質が癌の発育・進展に強く関与しているものと考えられる。 

リゾリン脂質の中でも、リゾホスファチジルセリン (lysophosphatidylserine、以後

lysoPSと記載)、そしてその産生に関与するホスホリパーゼであるホスファチジルセ

リン特異的ホスホリパーゼ A1 (Phosphatidylserine-Specific Phospholipase A1、以後
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PS-PLA1と記載) は、肥満細胞からのヒスタミン遊離を促進し、アレルギー反応に関

与していることが明らかとなり、近年注目されている(22, 23) (図 2)。アレルギー反応

の他、lysoPSは T細胞の増殖抑制(24)、神経細胞の分化など(25)の生理活性を有する

と報告されている。さらに、lysoPSがグリオーマ細胞・繊維芽細胞の細胞遊走能を促

進するというものや(26, 27)、lysoPSの受容体の一つである GPR34の発現が胃癌の浸

潤に関与しているとの報告もあり(28)、lysoPSおよびその産生酵素である PS-PLA1が

癌の発育・進展に関与している可能性がある。 

 

 

 

 

多くのホスホリパーゼ・リゾリン脂質が腫瘍の発育・進展に影響を及ぼすことが確

図 2	 PS-PLA1と lysoPSの生理活性 
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認されているが、私は特に lysoPSがグリオーマ細胞・繊維芽細胞の遊走能に関与し

ていたこと、および lysoPS受容体発現が胃癌の浸潤能と相関していたことに注目し、

PS-PLA1および lysoPSが大腸癌の発育・進展の過程に重要な役割を果たしている可能

性があると推測した。この仮説を検証するために、抗 PS-PLA1抗体を用いた大腸癌組

織の免疫組織化学染色による検討、ならびに大腸癌細胞株を用いた lysoPSの in vitro

の検討を行った。 
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【大腸癌組織における PS-PLA1の発現に関する検討】  

 

 

実験方法  

 

【症例】  

2005年 1月から 12月までに東京大学大腸肛門外科・血管外科にて手術を施行した

大腸癌患者 85例を対象とした。潰瘍性大腸炎合併症例、家族性大腸腺腫症症例、遺

伝性非ポリポーシス性大腸癌症例、多発大腸癌症例、術前化学放射線療法施行例、緊

急手術症例、術前内視鏡的切除症例は除外した。85例のうち 75例で根治的な外科切

除術が施行された。摘出後、10％	 ホルマリンにて固定した後、パラフィン包埋され

た標本に対し免疫組織化学染色を行った。本研究は倫理委員会の承認をうけて施行し

た (審査番号 3252)。 

 

【抗ヒト PS-PLA1モノクローナル抗体】  

ラット抗ヒト PS-PLA1モノクローナル抗体 (6F8) は東北大学大学院薬学研究科機

能解析薬学講座青木淳賢教授より供与して頂いた(29)。 
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【免疫組織化学染色】  

免疫組織化学染色は酵素ポリマー法にて行った。 

ホルマリン固定後パラフィン包埋された組織標本を 3μm の厚さに薄切し、スライ

ドグラスにマウントした。キシレンおよびエチルアルコールにて、脱パラフィンおよ

び脱キシレン処理を行った。抗原賦活化のため、0.01Mクエン酸緩衝液中にてマイク

ロウェーブ処理 (15分) し、次いで内因性ペルオキシダーゼ不活化のため、1％ H2O2

入りメタノールにて室温 30分間で処理した。更に一次抗体の非特異的結合をブロッ

キングするために rabbit serumにて室温 30分間処理した。一次抗体として 150倍に希

釈した抗ヒト PS-PLA1抗体 (6F8) を 4℃ にて一昼夜反応させた後、ペルオキシダー

ゼと二次抗体を結合させた標識ポリマー (Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan) を

室温にて 30 分反応させた。発色は DAB 溶液にて行った。ヘマトキシリンにて核染

色を施行した後観察した。 

 

【評価】  

	 免疫染色により主に癌細胞の細胞質に染色を認めた。最深部を含む最大割面を顕微

鏡下 (200倍) で観察し、異なる 10視野における染色強度を 4段階 (Negative, Weak, 
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Moderate, Strong) に分類した。5視野以上においてModerate以上の強い発現を認めた

症例を PS-PLA1強発現例、5 視野未満であった症例を PS-PLA1弱発現例と定義した。

なお、上記の評価については、客観性が損なわれることを排する意味で、臨床病理学

的因子に関する情報を伏せて実施した。免疫染色の判定は二名の異なる観察者が独立

して評価を行った (κ=0.69)。 

 

【統計学的処理】  

2 群間の統計学的有意差の検定は、単変量解析では χ2 検定、Fisher’s exact test、

non-paired t testを、多変量解析ではロジスティック回帰分析を用いた。無再発生存率

は Kaplan-Meier method を用いて算出し、2 群間の差については、log-rank test、Cox

の比例ハザードモデルを用いて検定を行った。P値が 0.05未満の場合を統計学的に有

意であると判断した。 
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実験結果  

 

 

【大腸癌組織での PS-PLA1の発現】  

抗 PS-PLA1抗体を用いて大腸癌組織を免疫染色した結果、PS-PLA1は主に癌細胞の

細胞質に発現しており、強く染色されている細胞 (Strong, Moderate) と、弱くまたは

染色されていない細胞 (Weak, Negative) が混在していた (図 3)。隣接する正常組織に

おいては、PS-PLA1の発現はWeakもしくは Negativeでありほとんど発現を認めなか

った。異なる 10視野において、5視野以上でModerate以上の強い発現を認めた症例

を PS-PLA1強発現例、5視野未満であった症例を PS-PLA1弱発現例と判定したところ、

PS-PLA1強発現例は 42例 (49.4％)、弱発現例は 43例 (50.6％) であった。 
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図 3	 大腸癌組織の抗 PS-PLA1抗体による免疫染色像 
PS-PLA1 の発現は主に癌細胞の細胞質に認められた (Mayer 
hematoxylin による counter-staining)。 
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PS-PLA1の発現と臨床病理学的因子との相関について解析したところ、単変量解析

では深達度、腫瘍径、血行性転移の有無との間に有意な相関を認め、性別、年齢、癌

の占拠部位、組織型、リンパ管浸潤、脈管浸潤、リンパ節転移の有無との間には有意

な相関を認めなかった (表１)。すなわち、PS-PLA1強発現症例では、腫瘍径が大きく 

(P=0.0091)、深達度がより高度で (P=0.0040)、血行性転移を有する症例を多く認める 

(P=0.0082) という結果であった。 
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表 1	 PS-PLA1の発現と大腸癌の臨床病理学的因子との相関 (単変量) 
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単変量解析にてPS-PLA1の発現と相関を認めた上記3つの因子に対し多変量解析を

行ったところ、深達度 (P=0.039) および血行性転移の有無 (P=0.040) が PS-PLA1の

発現と有意に相関していた (表 2)。PS-PLA1強発現例では、深達度が高度な症例が多

いこと、血行性転移を有する症例が多いことが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2	 PS-PLA1の発現と大腸癌の臨床病理学的因子との相関 (多変量) 
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【PS-PLA1の発現と予後】  

免疫組織化学染色を行った 85例のうち、根治的切除を施行し得た 75例に対し無再

発生存期間を検討した。5年無再発生存率は PS-PLA1強発現例で 74.0％、弱発現例で

86.9％	 となり、PS-PLA1強発現症例は弱発現症例と比較し、有意に無再発生存期間が

短く予後不良であった (P=0.0087、図 4)。 

 
Number at Risk  0 1 2 3 4 5 (年) 
 PS-PLA1強発現例 36 28 21 21 17 15  

 PS-PLA1弱発現例 39 36 35 30 29 29  

 

 

 

図 4 PS-PLA1の発現と無再発生存期間 
PS-PLA1強発現群では低発現群に比較し、無再発生存率は有意に低

かった (P<0.05)。 
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その他、深達度 (P=0.024) 、脈管浸潤 (P=0.0046)、血行性転移の有無 (P<0.0001)

が無再発生存期間と相関を示した。すなわち、PS-PLA1強発現例、深達度がより高度

である症例、脈管浸潤陽性例、血行性転移陽性例において予後不良例を多く認めた 

(表 3)。 

    

 

 

 

表 3 大腸癌の臨床病理学的因子と無再発生存率との相関 (単変量) 
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以上の 4つの因子について、独立した予後不良のリスク因子を Coxの比例ハザー

ドモデルを用いて検討したところ、血行性転移陽性のみが予後不良の独立したリスク

因子であった (表 4)。 

 

 

  

表 4 大腸癌の臨床病理学的因子と無再発生存率との相関 (多変量) 
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【LysoPSの大腸癌細胞株に及ぼす影響の検討】  

 

 

実験方法  

 

【細胞株と培養方法】  

ヒト大腸癌細胞株である Caco-2, SW480, HT-29, DLD-1, WiDr, LoVo を Japanese 

Cancer Research Resource Bank (JCRRB) より購入した。全ての細胞株を 5％ 胎児ウシ

血清 (Fetal calf serum, FCS) 添加 RPMI-1640 培養液 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, 

USA) に 1％ 抗菌剤/抗真菌剤 (100U/ml penicillin G, 100μg/ml streptomycin sulfate, 250 

ng/ml amphotericin B; Life Technologies, Grand Island, NY, USA) を加えた培地にて

37℃ にて培養し実験を行った。 

 

【LysoPS】  

L-α-lysophosphatidylserine (18:1、図 5、以後 lysoPSと記載) を Avanti Polar Lipid 

(Alabaster, AL, USA) より購入した。FCS中には lysoPSを含めた脂質が含有されてい

る可能性があるため、lysoPSによる細胞遊走能・増殖能・接着能の変化を検討する際
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には、Fatty acid free胎児ウシアルブミン (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA, 以後 FA 

(-) BSAと記載) を用いて、0.1％ FA (-) BSA添加 RPMI-1640培養液を作成し使用し

た。

 

 

 

【大腸癌細胞株における lysoPS受容体の発現の検討  – RT-PCR法】  

大腸癌細胞株 (Caco-2, SW480, HT-29, DLD-1, WiDr, LoVo) における lysoPS受容体 

(GPR34, P2Y10, GPR174) (30)の発現を RT-PCR 法にて検討した。5％	 FCS 添加

RPMI-1640培養液を用いて大腸癌細胞株を Subconfluentの状態に培養し、培地を除去

して PBSで 2回洗浄した後、RNeasy Mini Kit (Qiagen, Austin, TX, USA) を用いて

mRNAを抽出し、High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) 

による逆転写反応を行い、cDNAを合成した。合成した cDNA, GoTaq Green Master Mix 

(Promega, Fitchburg, WI, USA), プライマー (GPR34: forward, 5`-GGG ACT GGT TGG 

GAA CAT AA-3`; reverse, 5`-GAA AGG GAG GCA GAA GAT GA-3`、P2Y10: forward, 

図 5	 L-α-lysophosphatidylserine 
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5`-GCA GGA TTT GTG ATC CCA GT-3`; reverse, 5`-CCT CTC ACT GAT CCC TTG 

GA-3`, GPR174: forward, 5`-TTC CTT GCC ACT GAG GAT CT-3`; reverse, 5`-AAA ATC 

GTC GCA CAC TGA TG-3`、GAPHD (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Operon, 

Huntsville, AL, USA)) を混合し、95℃ 5分→(95℃ 1分→55℃ 1分→72℃ 1分) x 40

サイクル→72℃ 10分のサイクルで PCRを行った。増幅産物を 2％ アガロースゲル

にて電気泳動し、臭化ブロマイドを用いてゲル上の DNAを染色し評価した。 

 

【細胞遊走能の検討  – Boyden Chamber Assay】  

SW480 および LoVo を用い、lysoPS の細胞遊走能に及ぼす影響について Boyden 

chamber Assayを用いて評価した。直径 8μmの穴が開いているポリカーボネイトのフ

ィルター (Neuro Probe, Gaithersberg, MD, USA) をCollagen type Iでコーティングした

後、96-well chamber (Neuro Probe) にセットし、SW480もしくはLoVoをそれぞれ 5x105 

cells/200μl/well ずつ上側チェンバーの各ウェルに分注した。LysoPS (0〜50μM) に対

する Chemotaxis、すなわち濃度勾配に対する方向性を持った細胞遊走能を評価する際

には下側チャンバーのみに lysoPS を加え、lysoPS 刺激による Chemokinesis、すなわ

ち方向性を持たない細胞遊走能の評価においては、上側・下側チャンバー双方に

lysoPSを加え、37℃、5％ CO2の環境で 6時間培養を行った。その後、フィルターを
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取り出し、99％ メタノールで固定、Diff-Quick staining kit (Sysmex Co, Kobe, Japan) で

染色し、吸光度リーダーを用いて 595nm 波長におけるフィルターの吸光度を測定し

た。百日咳毒素 (Pertussis toxin, PTX; Sigma, St Louis, MO, USA)、genistein (Sigma, St 

Louis, MO, USA)、wortmannin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) を用いた実験におい

ては、それぞれを assayの 4時間前 (100ng/ml)、1時間前 (200μM)、１時間前 (400nM) 

に細胞にあらかじめ作用させた後に lysoPS を添加し、細胞遊走能を評価した。実験

はすべて Triplicate (3 wells) で行い、遊走能はコントロール (lysoPS 0μM) に対する吸

光度の比率として算出し、平均値および標準偏差をグラフとして提示した。  

 

【細胞増殖能の検討  – MTS法】  

96-well flat-bottomed plate に 5x103 cells/wellの SW480、または LoVoを加え、37℃、

5％ CO2の環境で 24時間培養した。その後 lysoPS (0.01〜20μM) を添加し、72時間

培養後に細胞増殖能をMTS法にて評価した。MTS試験薬（Promega, Madison, WI, USA）

を 20μl/well加え、37℃、5％	 CO2の環境で 3時間培養を行った後、Plate Reader (Immuno 

Mini NJ-2300, Biotec, Tokyo, Japan) にて 490 nmのフィルターを用いて吸光度（OD値）

を測定した。実験はすべて Triplicate (3 wells) で行い、増殖率は lysoPS添加直前 (0

時間) のコントロールで得られた OD値に対する比率として算出し、平均値および標
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準偏差をグラフとして提示した。 

 

【β1-インテグリンの測定  – フローサイトメトリー法  】  

37℃、5％ CO2の環境で、6 well plateに 1x105 cells/wellずつの SW480または LoVo

を加え、24時間培養した。その後、lysoPS (1, 10μM) を添加し、各種時間 (30分、2

時間、4時間、12時間) 培養した。培養後、細胞を回収し、PBSで 2回洗浄後、β1-

インテグリン抗体もしくはマウス IgG (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) をそれ

ぞれ加え、4℃、30分間反応させた。洗浄したのち、FITC蛍光二次抗体 (BD Pharmingen, 

San Diego, CA, USA) を 4℃ 30分作用させ、再度洗浄し、Flow cytometer（FACS Calibur, 

Becton- Dickinson, San Jose, CA, USA）を用いて細胞表面の FITCを single colorで測定

した。結果は mean fluorescence intensity (MFI) で評価した。 

 

【細胞接着能の検討  – Adhesion Assay】  

SW480および LoVoの細胞外基質（Collagen type I）に対する接着能についての評

価を行った。96-well plateに Collagen type I 30μg/ml (Nitta Gelatin, Osaka, Japan) を添加

し、4℃	 で一晩コーティングした。Collagen type Iを除去し、PBSで洗浄した後、非

特異反応防止のため、0.1％ FA (-) BSA添加 RPMI-1640 を加え、37℃	 で 1時間イン
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キュベーションした。SW480および LoVoをカルセイン (Dojindo, Kumamoto, Japan) 

で 30分間蛍光染色した後、0.1％ FA (-) BSA添加 RPMI-1640に浮遊させ、lysoPS (0.1

〜20μM) を添加した。細胞数が 1x105 cells/100μl/wellとなるように、コーティングし

た 96-well plateへ分注し、全ての細胞が基質と接触するよう数秒間遠心した後、37℃ 

で 15分間培養した。その後、非接着細胞を除去するため、PBSで二回洗浄し、接着

細胞を評価するため、プレート底の蛍光強度を蛍光測定器  (TERA SCAN VP, 

MINERVA TECH, Tokyo, Japan) にて測定した。接着後に洗浄しないウェルをポジテ

ィブコントロール、細胞を加えていない Collagen type Iでコーティングされたウェル

をネガティブコントロールとして、接着率を以下の計算式を用いて算出した。実験は

すべて Triplicate (3 wells) で行い、コントロール細胞に対する比率として平均値およ

び標準偏差をグラフとして提示した。 

 

	 	 	 	 	 	 	 実験ウェル蛍光強度	 －	 ネガティブコントロール蛍光強度 
接着率＝ 
	 	 	 	 ポジティブコントロール蛍光強度	 －	 ネガティブコントロール蛍光強度 

 

【GPR34、Aktリン酸化の測定  – Western Blotting法】  

LysoPS 受容体の一つである GPR34 の発現および lysoPS 刺激による細胞内の Akt
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リン酸化の経時的な変化についてはWestern blottingにて評価した。 

GPR34の発現については、6-well plateに培養した大腸癌細胞株 (SW480) の培地を

除去し、PBSで 3回洗浄した後、1％ Triton-Xおよびプロテアーゼ阻害剤を含む溶解

液を加えて氷上で１時間静置し、癌細胞を溶解した。回収した溶解液を遠心し、上清

の蛋白濃度を 2000μg/ml に調製した。Aktリン酸化については、Subconfluentの状態

の大腸癌細胞株 (SW480) に lysoPS (10μM) を添加し、2〜120分後にホスファターゼ

阻害剤を加えた溶解液を用いて同様の手順で蛋白を回収した。蛋白抽出液に 2％	 メ

ルカプトエタノールを加え、95℃ で 5分間煮沸した。電気泳動には polyacyrylamide

ゲル (anykD Mini-PROTEAN TGX GEL, Bio-Rad, CA, USA) を用いた。Hybond ECL 

ニトロセルロース膜（Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK）に転写し、

5％	 スキムミルクにて非特異的結合のブロッキングを 30 分行った後、マウス抗

GPR34抗体 (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA; 100倍希釈で使用)、マウス抗β

-actin抗体 (Santa-Cruz, Biotechnology, Dallas, Texas, USA; 5000倍希釈で使用) 、ラビ

ット抗 Phospho-Akt抗体 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; 1000倍希釈で

使用) を加えて、一晩反応させた。洗浄した後、Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗

ラビット IgG抗体 (Vector Laboratories Inc, CA, USA; 10000倍希釈で使用)、もしくは

抗マウス IgG抗体 (Vector Laboratories Inc, CA, USA; 10000倍希釈で使用) を各々二次
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抗体として反応させた。その後、ECL detection system (Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire, UK) を用いて現像した。 

 

【トランスフェクション】  

GPR34 ノックダウン SW480 細胞は si-RNA を用いた RNA 干渉法にて作製した。

GPR34 si-RNA, Control si-RNAおよび Transfection Reagentを Santa Cruz Biotechnology 

(Dallas, Texas, USA) より購入した。Transfection Reagentを用いて、GPR34 si-RNAを

1μg / 2x105 cellの濃度で、SW480にトランスフェクションさせた。コントロールには、

Control si-RNA をトランスフェクションさせた SW480 を用いた。トランスフェクシ

ョンさせた細胞の GPR34発現レベルを RT-PCRおよびWestern blottingで測定した。

またトランクフェクションさせた細胞を細胞遊走能の検討に用いた。 

 

【統計学的解析】  

統計学的有意差の検定には Student’s t-testを用い、P値が 0.05未満を統計学的に有

意とした。 
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実験結果  

 

 

【大腸癌細胞株における lysoPS受容体の発現】  

大腸癌細胞株 6 種類における lysoPS 受容体の発現を RT-PCR 法にて検討した (図

6)。現在 3種類のヒト lysoPS受容体 (GPR34, P2Y10, GPR174、いずれも G蛋白共役

型受容体) が知られており(30)、それぞれの発現を検討した。その結果、GPR34は何

れの細胞株においても発現していたが、P2Y10および GPR174は、WiDrおよび LoVo

には発現が見られなかった。LysoPS受容体の発現パターンより SW480および LoVo

を比較すると、前者には 3 種類の lysoPS 受容体が発現しているのに対し、後者は

GPR34のみ発現しており、2つの細胞株間で相違を認めた。このため、次の実験では

この 2 つの細胞株を選択し、大腸癌細胞株に及ぼす lysoPS の影響に関与する lysoPS

受容体を明らかにすることとした。 
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【LysoPSが細胞遊走能に及ぼす影響】  

SW480および LoVoの細胞遊走能に及ぼす lysoPSの影響を検討した結果を図 7に

示した。LysoPSは、SW480の Chemotaxis、および Chemokinesisともに促進させた

(lysoPS 10μMにて Chemotaxisは 247％	 ± 7％	 増強)。細胞遊走能は lysoPS濃度が 5μM

図 6	 大腸癌細胞株における lysoPS受容体の発現 
6種類の大腸癌細胞株を用いて lysoPS受容体 (GPR34, P2Y10, GPR174)
の発現を RT-PCR法を用いて検討した。GAPDHを内在性コントロール
として用いた。GPR34はすべての細胞株に発現していたのに対して、
P2Y10、GPR174は 6種類のうち 4種類のみで発現を認めた。 
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もしくは 10μMで最大となり、さらに高濃度では遊走能は減弱するといった、

Chemotaxis, Chemokinesisに特有な釣鐘状の応答を示した。LoVoの Chemotaxisおよび

Chemokinesisも、SW480と同様、lysoPSによって促進された。LysoPSは SW480およ

び LoVoのいずれに対しても遊走能の促進効果を示したことから、この lysoPS作用

は双方の細胞株に共通する GPR34受容体を介したものであることが示唆された。 
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図 7	 LysoPSが大腸癌細胞株の遊走能に及ぼす影響 
Boyden Chamber法を用いて、大腸癌細胞株 (SW480; 図 A, B、LoVo; 
図 C, D) に lysoPSを 6時間作用させたところ、細胞遊走能 
(Chemotaxis; 図 A, C、Chemokinesis; 図 B, D) の促進効果を認めた。 
(*; P<0.05) 
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【LysoPSが細胞増殖能、細胞接着能に及ぼす影響】  

LysoPSが大腸癌細胞株の増殖能に及ぼす影響について検討した (図 8)。LysoPS 

0.01〜1μMでは、増殖能への影響を認めなかったが、それよりも高い濃度ではいずれ

の細胞株においても増殖抑制効果が認められた。細胞遊走能については lysoPSを 6

時間作用させた後に促進効果を認めたが、増殖抑制効果を示すには、より長時間（約

72時間）の lysoPS作用を要した。 

 

 

 

 

 

図 8	 LysoPSが大腸癌細胞株の増殖能に及ぼす影響 
大腸癌細胞株 (SW480、LoVo) に lysoPSを作用させる直前 (コント
ロール)、および 72時間作用させた後に、MTS法にて細胞増殖能を
評価した。増殖率はコントロールで得られた OD値に対する比率と
して計算した。LysoPSによる増殖促進作用は認められず、5μM以
上では増殖抑制作用が認められた。 
(*; P<0.05) 
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	 次に、基底膜や腫瘍間質を構成する細胞外基質であるコラーゲン・ラミニン・フィ

ブロネクチン等との接着に重要な接着因子であるインテグリン受容体の発現に及ぼ

す lysoPSの影響について検討した。インテグリンはα鎖とβ鎖の二量体を形成する

が、細胞外基質への接着に関与する多くのα鎖はβ1-インテグリンと二量体を形成す

るため、β1-インテグリンの発現について検討した(31)。β1-インテグリン発現は、

SW480および LoVoのいずれにおいても lysoPS刺激 (1, 10μM) によって変化を認め

なかった (図 9)。 
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LysoPSのインテグリン発現への影響が認められなかったことから、細胞接着能に

lysoPSが影響を及ぼす可能性は低いと予想されたが、細胞接着能についても adhesion 

図 9	 LysoPSが大腸癌細胞株のβ1-インテグリン発現量に及ぼす影響 
大腸癌細胞株 (SW480、LoVo) に lysoPS  (1μM, 10μM) を添加し、β1-イ
ンテグリンの発現量の経時的な変化をフローサイトメトリーにて計測し

た (A)。LysoPSによるβ1-インテグリン発現量 (コントロール (IgG) に対
するβ1-インテグリンの発現量比) への影響は認められなかった (B)。 
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assayを用いて検討した (図 10)。Collagen type Iに対する細胞接着能への lysoPSの影

響は SW480および LoVoのいずれにおいても認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10	 LysoPSが大腸癌細胞株の細胞接着能に及ぼす変化 
LysoPS  (0.1〜20μM) にて大腸癌細胞株 (SW480、LoVo) を刺激
し、Collagen type Iに対する細胞接着能の変化を計測した。LysoPS
による細胞接着能への影響は認められなかった。 
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【LysoPSの細胞遊走能促進作用に関与する lysoPS受容体】  

先の実験にて lysoPSの細胞遊走能促進作用にはGPR34が関与することが示唆され

たが、それを確認するため siRNAを用いて SW480の GPR34をノックダウンし、検

討を行った。siRNA導入により、SW480におけるGPR34発現がmRNAレベルで58％、

蛋白レベルで 48％ 減少した (図 11A)。この細胞を用いて lysoPSの細胞遊走能への

影響について検討した (図 11B)。コントロール (Mock-transfected cells) では、lysoPS

の細胞遊走能促進効果を認めたのに対し、GPR34ノックダウン細胞では lysoPSの細

胞遊走能促進効果が認められなかった。このことから、lysoPSは GPR34を介して大

腸癌細胞株の細胞遊走能を促進すると考えられた。 
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図 11	 GPR34ノックダウンによる大腸癌細胞株 (SW480) の細胞遊走 

	 	 	 能の変化 

(A) siRNAを用いた GPR34ノックダウンによる GPR34の発現低下を

RT-PCRおよびWestern blotにより確認した。 

(B) Mock-transfected cells では lysoPS の細胞遊走能促進作用が認められた

のに対し、GPR34ノックダウン細胞ではその効果が認められなかった。
(*; P<0.05) 
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【LysoPSの細胞遊走能促進作用に関与する細胞内シグナル伝達経路】  

LysoPSの細胞遊走能促進作用に関与する細胞内シグナル伝達経路を解明するため

に、シグナル伝達経路を遮断する阻害薬を投与し細胞遊走能への影響を検討した。G

蛋白共役型受容体の αサブユニット (Gi) に作用し、受容体からの情報伝達を阻害す

る Pertussis Toxin (PTX, 百日咳毒素; 100ng/ml)、PI3 kinase/Akt阻害剤である

wortmannin (400nM)、チロシンキナーゼ阻害剤の一種で mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) 経路を阻害する genistein (200μM) にて SW480をあらかじめ処理した後、

lysoPSを作用させ、細胞遊走能を評価した。PTXおよび wortmanninは、lysoPSの細

胞遊走能促進作用を減弱させたのに対し、genisteinの細胞遊走能への影響は認められ

なかった (図 12)。このことから lysoPSの大腸癌細胞遊走能促進作用には、G蛋白共

役型受容体および PI3K/Akt経路が関与していることが示唆された。 
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図 12	 各種阻害剤による大腸癌細胞株 (SW480) の細胞遊走能の変化 
SW480 に各種阻害剤をあらかじめ作用させたあと、lysoPS による細胞遊
走能の変化を計測した。 
PTXおよび wortmanninをあらかじめ作用させた場合には、lysoPSによる
細胞遊走能促進効果の減弱を認めた。 
(*; P<0.05、コントロール (lysoPS 0μM) との比較、#; P<0.05、コントロー
ル (lysoPS 10μM) との比較) 
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また、PI3K/Akt経路の関与について確認するため SW480に lysoPS (10μM) を作用

させた後、Aktのリン酸化をWestern blottingにて経時的に評価した (図 13)。LysoPS

作用によりリン酸化 Aktは増強し、刺激開始後 5-10分でその効果は最大となった。

このことから lysoPSの SW480に対する細胞遊走能促進作用には PI3K/Akt経路が関

与していると考えられた。 

 

 

  

図 13	 LysoPS作用によるリン酸化 Aktの経時的変化 

LysoPS (10µM) 作用による、SW480 のリン酸化 Akt を Western 

Blottingにて評価。LysoPS作用によるリン酸化 Aktの発現は 5－10

分で最大となった。 
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考察  

 

 

本研究では、様々な生理活性を有し、近年、癌の発育・進展にも重要な役割を果た

す可能性が示唆されている lysoPSおよびその産生酵素である PS-PLA1に注目し、大

腸癌の浸潤・転移過程に及ぼす影響について検討を行った。まず、最初に、免疫染色

により大腸癌組織における PS-PLA1の発現を検討し、PS-PLA1発現と臨床病理学的因

子の関連を解析した。次いで、大腸癌細胞株を用いた in vitroの系において、癌の浸

潤・転移に重要な細胞遊走能、接着能などに及ぼす lysoPSの影響について検討を加

えた。 

その結果、大腸癌組織において、PS-PLA1は主に癌細胞の細胞質に発現することが

確認され、発現の程度により PS-PLA1強発現および弱発現群に分類して臨床病理学的

因子との関連を解析したところ、PS-PLA1発現は癌の深達度・血行性転移の有無と有

意に相関することが確認された。すなわち、PS-PLA1高発現群では、より深達度の高

い症例や、血行性転移を有する症例が多いという結果であった。この結果は、大腸癌

における PS-PLA1発現が、浸潤や転移に重要な因子である可能性を示唆するものであ

った。これまで腫瘍組織における PS-PLA1発現に関する報告は検索し得た限りでは他
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になく、本研究が大腸癌の発育・進展における PS-PLA1の関与を示した初の検討であ

ると考えられる。 

既報では、PS-PLA1発現がメラノーマ細胞株の転移能と逆相関することが確認され

ている(32)。４種類のメラノーマ細胞株における PS-PLA1の発現を northern blotで確

認した報告であるが、転移を起こしにくい２種類の細胞株では PS-PLA1発現を認めた

のに対し、転移を起こしやすい２種類の細胞株では PS-PLA1発現を認めなかった。今

回行った免疫染色では、PS-PLA1強発現例には、深達度が高度な症例、血行性転移を

有する症例が多い結果となっており、メラノーマ細胞株についての報告とは相反する

ものであった。結果に相違がみられた原因であるが、本検討では組織を用いたのに対

し、メラノーマの報告では細胞株を用いており、異なる検体を用いていることが原因

の一つとして考えられる。また今回 6種類の大腸癌細胞株において lysoPS受容体の

中でも GPR34の発現が優位であったのに対し、メラノーマ組織では母斑と比較して

P2Y10の発現が高いという報告があり(33)、lysoPS受容体の発現パターンが異なるこ

とにより、結果に相違を認めた可能性も考えられる。今後、大腸癌を含めた腫瘍組織

における PS-PLA1や lysoPS受容体の発現についての検討が実施され明らかにされる

ことを期待したい。 
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今回の検討結果から、PS-PLA1強発現群の予後は、弱発現群に比して不良であった。

しかし、多変量解析において、予後予測因子として見出されたのは血行性転移の有無

のみであり、PS-PLA1発現は独立した予後予測因子ではなかった。PSPLA1発現が予

後予測のためのバイオマーカーとなりうるかについては今後更なる検討が必要であ

るが、本検討で得られた最も重要な知見は、PS-PLA1発現が癌の浸潤・転移と相関し

ていたということである。今回の免疫染色の結果のみでは、大腸癌細胞に発現してい

る PS-PLA1が大腸癌の発育・進展を促進するのか、それとも大腸癌が発育・進展した

結果 PS-PLA1の発現が増強しているのかは区別が困難であり、今後動物実験などによ

る検討が必要であると考えられる。 

前述のとおり、lysoPSは、細胞膜の外側に露出した phosphatidylserine (PS) が細胞

外に存在する PS-PLA1の酵素活性により分解されて産生され、その結果、生理活性を

発揮すると考えられている。しかし、PSは通常、細胞膜の内側に存在することが知

られており、また、本検討では、PS-PLA1は主に癌細胞の細胞質に発現が確認された。

このことから、細胞内に存在する PS-PLA1が細胞脂質二重膜の細胞質側に局在する

PSを分解するか否か、またそれによって細胞にどのような変化が起こるかについて

は、現在、不明である。ラットでは、PS-PLA1が細胞内の α granuleに蓄えられてい

るという報告もあり(22)、細胞内においては、PS-PLA1は活性を発揮できない状態に
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あると考えられる。PSは細胞のアポトーシスによって細胞膜外に露出することが知

られている。大腸癌細胞内にある PS-PLA1が何らかの刺激により細胞外に遊離して

PSに作用し、lysoPSを産生し、その lysoPSが癌細胞を含めた周囲環境に作用する結

果、癌の浸潤・転移を促進している可能性が考えられる。大腸癌細胞から PS-PLA1

が遊離する機序については、今後の検討が必要である。大腸癌組織において、PS-PLA1

により lysoPSが産生されているものと推測されるが、次に、この lysoPSが大腸癌細

胞株に及ぼす影響、特に癌の発育・進展に重要な要素である細胞増殖能、遊走能、お

よび接着能を中心に検討を行った。 

細胞実験には 6種類の大腸癌細胞株を用い、まず、最初に、lysoPS受容体（GPR34, 

P2Y10, GPR174）(18)の発現を検討し、これらの受容体の発現パターンが異なる細胞

株 2種（LoVoおよび SW480）をその後の検討に用いた。すなわち、SW480には 3

種類の lysoPS受容体すべてが発現していたのに対し、LoVoは GPR34のみを発現し

ていた。両細胞において、lysoPSは細胞遊走能を促進したが、細胞外基質との接着に

重要な役割を果たすβ1-インテグリンの発現には影響しなかった。LysoPSの細胞遊

走能促進作用は両細胞株で同様であったことから、両者に共通して発現する GPR34

が関与している可能性が示唆された。また、lysoPSの作用に関与する細胞内シグナル

伝達経路について検討した結果、G蛋白共役型受容体および PI3K/Akt経路が重要で



 44 

あることが示唆された。さらに、siRNAを用いた GPR34のノックダウンの検討から、

lysoPSの作用には GPR34が関与していることも示唆された。しかし SW480のみでノ

ックダウンの検討をしており、GPR34の関与を示すには今後複数の大腸癌細胞株で

同様の検討を行う必要がある。また P2Y10, GPR174のノックダウンを行っておらず、

これらの受容体と細胞遊走能促進作用との関与についても否定することはできない。

今後複数の大腸癌細胞株を用いて、３種類の lysoPS受容体のノックダウンを行い、

それぞれの受容体と生理活性について詳細に検討を行う必要がある。また lysoPSの

細胞遊走能促進作用は、wortmanninでは部分的にしか阻害できなかったため、

PI3K/Akt経路以外の細胞内シグナル伝達経路が関与している可能性が考えられる。

今回 PI3K/Akt経路、MAPK経路それぞれを阻害する薬剤を１種類ずつ検討したのみ

であり、今後複数の大腸癌細胞株を用いて複数の阻害剤の効果を検討する必要がある。 

今回の大腸癌細胞株を用いた検討では、lysoPSによる細胞増殖促進作用は認められ

なかったが、lysoPS 10μM以上で増殖抑制作用が認められており、細胞遊走能促進作

用を発揮する濃度と overlapしていた。すなわち、ある濃度域の lysoPSでは、細胞遊

走能が促進されると同時に増殖能が抑制される可能性があり、結果的に癌の浸潤・転

移に有意に働くか否かは明らかでない。しかし、細胞遊走能は、lysoPS作用の後、6

時間程度で促進される一方、細胞増殖能の抑制作用は 72時間といった長時間を要し、
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作用時間よって発揮される作用が異なると考えられる。LysoPSは PS-PLA1やその他

のリゾホスホリパーゼにより分解されグリセロホスホセリンになると報告されてお

り(34, 35)、癌細胞周囲で産生された lysoPSは比較的短時間・高濃度で周囲の細胞に

作用し、その後分解されている可能性がある。生体内における lysoPSの濃度につい

ては、マウス血漿中では 30〜50nM, マウス血清中では 200〜300nM程度であると報

告されている(36)。しかし、組織中における lysoPSの濃度についての報告はなく、ヒ

ト血中・組織における濃度についても現在のところ明らかではない。LysoPSが実際

に組織中でどのような分布を示し、どの程度の時間作用しているかは今後の重要な研

究課題である。LysoPSが癌の浸潤・転移を促進すると仮定するならば、細胞遊走能・

細胞接着能・細胞増殖能の中で、細胞遊走能の促進作用がこれに最も寄与していると

考えられる。 

今回得られた知見に基づき推測される、大腸癌組織における PS-PLA1、lysoPSの作

用についてのシェーマを図 14に示す。癌細胞内に局在している PS-PLA1が何らかの

刺激により細胞外に遊離し、細胞膜外に露出した PSを分解して lysoPSが産生される。

この lysoPSが癌細胞や免疫細胞に作用した結果、癌の浸潤や転移に促進的に働いて

いるものと推測される。本研究では、lysoPSが癌細胞に作用した結果、細胞遊走能が

増強することを示した。LysoPSが T細胞の増殖を抑制するという報告があることか
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ら(24)、lysoPSが免疫細胞等に抑制的に作用し癌の浸潤や転移を促進する可能性も考

えられるが、リンパ球を初めとした免疫系への作用については今後の研究が待たれる

ところである。どのような状況下で細胞内に局在している PS-PLA1が細胞外に遊離す

るかは今のところ明らかではない。癌細胞が抗癌剤刺激や放射線照射を受けると、

PS-PLA1の基質である PSが細胞脂質二重膜の細胞質側から細胞外側に露出すること

が知られており(37, 38)、またそのような状況下では癌細胞自体も傷害を受け細胞内

の PS-PLA1が遊離すると推測され、その結果 PS-PLA1が癌細胞表面の PSと反応し

lysoPSが産生されている可能性がある。進行再発大腸癌の治療において化学療法や放

射線治療が不可欠となっているが、PS・PS-PLA1・lysoPSといった一連の反応が、治

療効果に及ぼす影響について検討することも重要なテーマであると考えられる。 
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PS-PLA1および lysoPSの作用を特異的に阻害することができれば将来的に大腸癌

の治療、特に抗癌剤や放射線治療を行う際の治療効果の向上につながる可能性がある

図 14	 大腸癌における PS、PS-PLA1、lysoPSのシェーマ 
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が、今のところ臨床レベルで使用可能な薬剤は報告されていない。LysoPSの analog

が 3種類の lysoPS受容体それぞれにどの程度作用するかが研究されており、1種類も

しくは 2種類の lysoPS受容体に特異的に作用する lysoPS analogが見つかっている(39, 

40)。現状では agonistのみで、antagonistとして作用する analogは報告されていない

が、これらの analogを単体もしくは組み合わせて用いることで、さらに今後 antagonist

が開発されることにより、3種類の lysoPS受容体それぞれを特異的に作動させる、も

しくは阻害することが可能になると思われる。今後さらなる研究が期待されるところ

である。また、海外では、PSに結合するモノクローナル抗体製剤（バビツキシマブ）

の肺癌に対する臨床試験が開始されている(41, 42)。この薬剤は、①強い免疫抑制作

用(43, 44)を有する PSに結合して、その免疫抑制作用を阻害する、②腫瘍栄養血管の

内皮細胞表面に多く露出している PSに結合することで、マクロファージ等による血

管内皮細胞破壊を誘導する、といった 2つの機序により抗腫瘍効果を発揮する薬剤で

ある(45)。バビツキシマブが PS-PLA1の作用にどのような影響を及ぼすかは今のとこ

ろ明らかではないが、PS・PS-PLA1・lysoPSの一連の反応に対するバビツキシマブの

影響についても今後の研究が期待される。 
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本研究は、PS-PLA1、lysoPSと大腸癌浸潤・転移との関与を初めて示したものであ

り、今後、PS・PS-PLA1・lysoPSの一連の経路を標的とした新たな大腸癌治療戦略開

発につながることが期待される。 
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まとめ  

 

 

PS-PLA1および lysoPSが大腸癌に及ぼす影響について検討し、以下の結論を得た。 

①	 大腸癌組織において、癌細胞の PS-PLA1発現が、癌の深達度・血行性転移と相関

していた。 

②	 LysoPSは、GRP34受容体および PI3K/Akt経路を介して、大腸癌細胞の遊走能を

促進した。 

 

以上より、PS-PLA1および lysoPSは大腸癌の浸潤・転移に関与していることが示唆

された。今後、PS-PLA1および lysoPSの大腸癌の発育・進展に関与するメカニズムが

さらに明らかになり、PS・PS-PLA1・lysoPSの一連の経路を標的とした新たな大腸癌

治療戦略の開発につながることを期待する。 
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