
 

 

 

Trefoil Factor (TFF)2 遺伝子の発現と機能解析に

関する研究 

 

 

 

 

2024 

 

 

長崎国際大学大学院薬学研究科 

 

医療薬学専攻 

 

増本 唯 

 

Research on the expression and functional analysis of Trefoil Factor (TFF) 2 

 

Yui Masumoto 

 



 

 

目次 

緒言 ................................................................................................................................... 1 

第 1 章 培養条件の違いが TFF の発現に与える影響 ..................................................... 7 

1. 実験材料及び実験方法 ............................................................................................ 8 

1-1. 細胞及びトランスフェクション ..................................................................... 8 

1-2. 高温培養条件 ................................................................................................... 9 

1-3. 酸性培養条件 ................................................................................................. 10 

1-4. pH 6.5 での細胞数の測定 .............................................................................. 11 

1-5. RNA 抽出 ....................................................................................................... 12 

1-6. 定量的リアルタイム RT-PCR (Quantitative real-time reverse transcription-

polymerase chain reaction) による解析 .................................................................... 12 

1-7. マウス ............................................................................................................ 13 

1-8. ウエスタンブロッティング ........................................................................... 14 

1-9. 免疫組織化学染色 ......................................................................................... 15 

1-10. 統計処理 ...................................................................................................... 16 

2．実験結果 ................................................................................................................ 16 

2-1. 温度変化が TFF 遺伝子発現に与える影響 .................................................... 16 

2-2.  pH 6.5 における細胞生存率評価 ................................................................... 17 



 

 

2-3. 酸性 pH が TFF 遺伝子発現に与える影響 ..................................................... 20 

2-4. 酸性添加剤の違いによる TFF 遺伝子発現への影響 ..................................... 23 

2-5. 酸性 pH が DLD-1 細胞以外の細胞株において TFF2 遺伝子発現に与える影響

 ................................................................................................................................ 25 

2-6. 酸性 pH が TFF2 タンパク質発現に与える影響 ............................................ 27 

3. 考察 ...................................................................................................................... 31 

4. 小括 ...................................................................................................................... 33 

第 2 章 酸性培地および、TFF2 を含む条件培地が DLD-1 細胞の mRNA の発現に与え
る影響 ............................................................................................................................. 34 

1. 実験材料及び実験方法 .......................................................................................... 35 

1-1. 細胞及び継代 ................................................................................................. 35 

1-2. マイクロアレイに用いた試料 ....................................................................... 35 

1-3. RNA 抽出 ....................................................................................................... 37 

1-4. ウエスタンブロッティングによる検出 ........................................................ 38 

1-5. マイクロアレイ解析 ...................................................................................... 39 

1-6. データ解析とフィルター基準 ....................................................................... 39 

1-7. Gene Ontology (GO) 分析及びパスウェイ解析 ............................................. 40 

2. 実験結果 ............................................................................................................... 40 

2.1.  酸性条件下における DLD-1 細胞の発現遺伝子の GO 解析 ........................ 40 



 

 

2.2．酸性条件下での DLD-1 細胞の発現遺伝子のパスウェイ解析 ....................... 44 

2.3.  TFF2 を含む条件培地下における DLD-1 細胞の発現遺伝子の GO 解析 ...... 44 

2.4.  TFF2 を含む条件培地下における DLD-1 細胞の発現遺伝子パスウェイ解析.

 ................................................................................................................................ 48 

3. 考察 ........................................................................................................................ 50 

4. 小括 ...................................................................................................................... 53 

第 3 章 TFF2 siRNA がフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子群に与える影響 .......... 54 

1. 実験材料及び実験方法 .......................................................................................... 55 

1-1. 細胞及び継代 ................................................................................................. 55 

1-2. RNA 抽出 ....................................................................................................... 55 

1-3. ウエスタンブロッティング ........................................................................... 55 

1-4. TFF2 siRNA の配列及び KATOⅢ細胞へのトランスフェクション .............. 56 

1-5. 定量的リアルタイム RT-PCR による TFF2 遺伝子のノックダウン効率の測定

 ……………………………………………………………………………………57 

1-6. 統計解析 ........................................................................................................ 58 

2. 実験結果 ............................................................................................................... 58 

2.1.  KATOⅢ細胞における TFF2 siRNA の発現抑制効果 .................................. 58 

2.2. TFF2 siRNA がフィブロネクチンⅢドメインファミリーの FNDC3B 遺伝子

及び FNDC5 遺伝子の mRNA とタンパク質に与える影響 .................................... 60 



 

 

3. 考察 ...................................................................................................................... 63 

4. 小括 ...................................................................................................................... 65 

第 4 章 TFF2 を含む条件培地が細胞内代謝経路へ与える影響 ................................... 66 

1. 実験材料及び実験方法 .......................................................................................... 67 

1-1. 試料 ............................................................................................................... 67 

1-2. 細胞及び継代 ................................................................................................. 68 

1-3. メタボローム解析のためのサンプル調製【細胞】 ...................................... 68 

1-4. メタボローム解析のためのサンプル調製【培養上清】 ............................... 69 

1-5. 代謝産物の抽出と誘導体化 ........................................................................... 70 

1-6. メタボローム分析 ......................................................................................... 71 

1-7. 多変量解析 .................................................................................................... 72 

1-8. Pathway 解析 .................................................................................................. 72 

2. 結果 ....................................................................................................................... 73 

2-1. TFF2 を含む条件培地が DLD-1 細胞の代謝経路に与える影響 .................... 73 

2-2. TFF2 を含む条件培地による DLD-1 細胞内の代謝経路の変化 .................... 76 

2-3. TFF2 を含む条件培地中の代謝産物の変化 ................................................... 80 

3. 考察 ...................................................................................................................... 84 



 

 

4. 小括 ........................................................................................................................ 88 

総括 ................................................................................................................................. 89 

謝辞 ................................................................................................................................. 93 

参考文献 ......................................................................................................................... 94 

 

 

 

  



 

 

略語集 
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HSP90α    heat shook protein 90 α 
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MF        molecular function 

MSEA      metabolite set enrichment analysis 

PDK4      pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4 
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緒言 

2020 年の｢厚生労働省人口動態統計｣によると、我が国のがんによる死亡者数は 39

万 2 千人であり総死亡者数の約 3 割を占め、死因の第一位となっている [2]。日本人

が一生のうちにがんと診断される確率は男性が 65.5%、女性が 51.2%であり、2 人に 1

人ががんに罹患する [3]。さらに、日本人ががんで死亡する確率は、男性が 25.1%、女

性が 17.5%であり、男性では 4 人に 1 人、女性では 6 人に 1 人を占める。がんの死亡

数は、男性では肺、大腸 (結腸及び直腸) 及び胃の順に高く、女性では大腸、肺、膵

臓の順に高い [4]。国立がん研究センターによるがん統計において、2019 年の臓器別

がん罹患者数で 1 位となっている大腸がんは、男女ともに高い罹患率を示し、生活習

慣の欧米化などの関与で、今後も増加していくことが推察されている。 

大腸がんは複数のがん原遺伝子、がん抑制遺伝子の異常が多段階的に蓄積すること

で引き起こされることから、大腸がんの起因遺伝子を探ることは重要なことである。

大腸がんの発生に関わる APC 遺伝子は、がん抑制遺伝子の 1つである。ApcMin/+ 

(C57BL/6J) マウスは、Apc 遺伝子に点突然変異 (ナンセンス変異) を持つヘテロ接合

体であり、そのヘテロ接合体欠損 (LOH) により Wnt 経路が活性化され、すべての個

体で小腸および大腸に良性腫瘍が自然発生する。当研究室におけるこれまでの研究に

おいて、若齢期 ApcMin/+マウスと老齢期 ApcMin/+マウスでは、腸管の良性腫瘍数に有意

な差はみられないものの、発生している腸管腫瘍のサイズは様々であることを報告し

た。特に、若老に関わらず腫瘍サイズが大きいものは腫瘍内において浸潤が見られ、

悪性度が進んでいることがわかった。一般的には、若齢における良性腫瘍の発生から

老齢期にかけて腫瘍の悪性化が進行していくと考えられるが、腫瘍サイズの増大化は

一定速度ではなく、急速に腫瘍サイズが拡大する場合もあることから、腫瘍サイズの

ばらつきには何かしらの因子が関わっていると考えられたため、中齢期のマウスを用

いて大きさ別に腫瘍が採取され、マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析が行
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われた。その結果、Trefoil Factor 2 (TFF2) 遺伝子の発現上昇が顕著であることが見出

された [5]。TFF2 遺伝子を高発現させたヒト大腸がん DLD-1 細胞をヌードマウスに移

植した実験においては、移植腫瘍がコントロールよりも早く大きくなることが確認さ

れ、腫瘍増大化に TFF2 遺伝子が関与していることが明らかとされた [6]。 

TFF は消化管などの粘液産生細胞から分泌されている分泌型タンパク質で、分子量

6-12kDa でシステインが豊富な小さいペプチドである。ヒトにおける Trefoil Factor 

(TFF) は TFF1、TFF2 及び TFF3 が知られている。また主要な発現部位は、TFF1 は胃

のピット細胞や上皮細胞、TFF2 は胃粘膜頚部細胞や十二指腸のブルナー腺、TFF3 は

小腸や大腸の杯細胞で発現することが報告されている [7]。TFF は消化管腔の分泌だけ

でなく血清及び尿中においても確認されている。また、TFF タンパク質は乳がんや肺

がんの悪性化に関与している可能性があり、バイオマーカーになり得るか研究が進め

られている [8]。TFF をコードする遺伝子は染色体 21q22.3 の 50kb 領域にクラスター

化されていることが知られている [9]。TFF はヒト、マウス、ラットやウシにおいて構

造上の機能ドメインが保存されておりオーソログが存在する [10]。この機能ドメイン

は、分子内ジスルフィド結合によって形成された「三つ葉のクローバー」様 (trefoil) 

構造をしており、これを TFF ドメイン (旧名称: P-ドメインおよびトレフォイル因子) 

という (Fig.1)。TFF1 (ヒト：60 アミノ酸) 及び TFF3 (ヒト：59 アミノ酸) は 3 つの分

子内ジスルフィド結合 (Cys1-Cys5, Cys2-Cys4, Cys3-Cys6) によってループを形成した

単一の TFF ドメインを持ち [11]、さらに TFF ドメインの外側で、C 末端から 3 番目の

アミノ酸残基に７つ目のシステイン残基を遊離型としてもつ。一方、TFF2 (ヒト: 106

アミノ酸) には 2 つの TFF ドメインが含まれており、N 末端と C 末端は TFF ドメイン

の外側の 2 つのシステイン残基を介してジスルフィド結合している (Fig.1) [9]。いず

れもこのクローバー様の構造によって、酸、熱、消化酵素などの元でも安定して存在

することができる [11-14]。TFF1 は胃表面上皮のムチン (MUC) タンパク質 MUC5AC
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と、TFF2 は胃小窩から深部腺および頸部細胞の MUC6 と、及び TFF3 は腸の MUC2

と局在化する。この際、TFF1 と TFF3 は、MUC5AC や MUC2 の他、ガストロカイン 

2 (GKN2) および 免疫グロブリン G (IgG) Fc 結合タンパク質 (FCGBP: ムチン様糖タ

ンパク質) などの単量体とジスルフィド結合した、ヘテロ二量体の形成 (TFF1-GKN2, 

TFF1-FCGBP, TFF1-MUC5AC, TFF3-FCGBP, TFF3-MUC2 など) が報告されている。さ

らに TFF1 と TFF3 では、ヘテロ二量体だけでなく、ホモ二量体 (TFF1-TFF1, TFF3-

TFF3)  としても局在するようだが、存在する構造において不明な点は多い。FCGBP 

とのヘテロ二量体 (TFF1-FCGBP 及び TFF3-FCGBP) は、粘膜上皮の自然免疫防御の

一部であり、微生物の侵入を防止している。TFF2 は MUC6 と高分子量複合体を形成

することで保護機能を果たし、粘液バリアを物理的に安定化させる。正常なヒトの胃

における TFF2 の発現と胃液への分泌を測定した実験により、TFF2 の大きさは 12kDa

とされるがそれより大きなタンパク質も検出された [15]。これはタンパク質の翻訳後

修飾とされるもので、エンドグリコシダーゼであるペプチド N グリコシダーゼ F を用

いて N グリコシル化 TFF2 であることが示され、正常な胃粘膜中の TFF2 の大部分も

グリコシル化されていることが報告されている [15]。 

TFF のノックアウトマウス作製による研究はいくつか報告されており、特に TFF1

ノックアウトマウスでは、胃において幽門前腺腫を発症し、そのうちの 30% がさら

に多発性胃がんに進行した [14]。一方で TFF2 のホモ接合性変異マウスは、明らかな

胃腸状態の異常はなく、生存可能で繁殖力があった。しかし、定量的測定の結果、胃

粘膜の厚さと胃粘膜の増殖速度が大幅に減少していることが明らかになった [14]。 

1924 年 Otto Warburg により、がん細胞は酸素の有無にかかわらず解糖系を亢進させ

て ATP を産生するというワールブルク効果が提唱された [16]。腫瘍細胞は盛んに分裂

するため多くのエネルギーを必要とするが、有酸素下であっても ATP を産生するには

効率の悪い解糖系を利用している。この代謝異常の発見は、がん細胞の特徴の１つと
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して広く知られるようになり、腫瘍細胞を取り巻く環境として腫瘍微小環境 (tumor 

microenvironment: 以下 TME と言う) を形成している。現在は、がんの進行のために必

要な核酸、タンパク質、脂質などの生体分子の前駆体を産生するためにも解糖系の活

性化が重要であると考えられている [17]。また、解糖系の他に、ペントースリン酸回

路、ヌクレオチド生合成、TCA 回路、アミノ酸生合成、グルタチオン生合成、グルタ

ミノリシス、脂肪酸生合成、β 酸化などのさまざまな代謝経路が、がん細胞で変動す

ることが分かっている [18,19]。がん組織では構造が脆弱な血管が無秩序に張り巡らさ

れており、栄養の供給も不安定である。そのため、TME では栄養、酸素、pH レベル

が正常細胞とは異なることが明らかになっている [20]。栄養源であるグルコース、ア

ミノ酸、脂質などは、代謝の重要な基質であるため、これらの TME の変化 (栄養源の

低濃度化、低酸素、pH など)とそれに応じたがん細胞内の代謝は容易に変動する。

1950 年代頃から TME の一つとして酸性環境の存在が知られていたが、低酸素環境に

おける解糖系亢進の「結果」として捉えられており、腫瘍の悪性化との関連は注目さ

れていなかった。しかし近年の研究により，酸性環境が，特異的な細胞応答やがん細

胞の代謝変化を通じて腫瘍の増殖を示し、悪性化に寄与することが明らかになってき

た。さらに劣悪な環境にがん細胞自らが適応することで、がんのさらなる進展や治療

抵抗性を起こすとも考えられている [21,22]。TME に着目することは、細胞内の代謝

変動に関わる遺伝子群の発現変化へとつながるため、ゲノム医療のような個別化医療

を目指す上で非常に重要である。 

TFF と TME の関係について、低酸素症により誘導される低酸素誘導因子 HIF-1 は

胃上皮細胞における TFF 遺伝子の発現誘導を媒介することが明らかとなった [23]。ア

スピリンなどの非ステロイド性抗炎症薬により胃が損傷を受けると、粘膜の微小循環

が損なわれ、上皮細胞への酸素供給が減少する [23]。ラットによる実験では、胃損傷
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部位において低酸素状態で低酸素誘導因子 HIF-1 が誘導されることで TFF2 遺伝子の

発現誘導することが示唆された [23]。 

TFF とがんとの関わりについては、TFF2 は EGFR/MAPK 活性化を介することで胆

管癌の増殖を促進する報告や、TFF1 や TFF3 は細胞遊走や浸潤との正の相関を示す報

告などがある [9,24,25]。一方で、TFF2 の発現減少が腫瘍発生を促進するとの報告もあ

り [26]、がん促進もしくは抑制効果のどちらを有しているか長年議論が続いている 

[24]。 

最近、TFF2 の新たな機能として KO マウスの表現型解析及び分泌型 TFF2 の投与解

析により膵臓の発生分化に関与するとの報告があり、注目されている [27]。膵臓は、

外分泌系と内分泌系を併せ持つ臓器であり、その発生分化はほとんど分かっていな

い。この研究では、TFF2 は CXCR4 を介してインスリン産生細胞のアポトーシスを抑

制し、細胞の生存を助ける報告がされている [27]。分泌型 TFF2 が膵臓の発生・分化

に関与することから、その作用メカニズムが明らかとなれば、induced pluripotent stem 

(iPS) 細胞によるシャーレ内における膵臓の作製へとつながり、インスリン分泌低下に

よる糖尿病の治療に大きく貢献できる可能性がある。したがって、TFF2 遺伝子の発現

メカニズムを明らかにすることは、TFF2 が腫瘍に対して悪性化に働くかまたは制御す

るかなどの問題を含め、非常に重要な意味を有していることになる。 

そこで本研究では TFF2 遺伝子の発現機構に着目するとともに、分泌した TFF2 タン

パク質が周囲のがん細胞にどのような影響を及ぼすのか明らかにすることを目的に解

析を行った。TFF2 遺伝子の発現は、膵臓がん、大腸がん、胆管がん、その他の腫瘍で

高発現するとの報告は多数あるが [28-30]、ヒト結腸腺がん由来細胞 DLD-1 や膵臓が

ん由来細胞 PANC-1、胆管がん由来細胞 KMBC において TFF2 遺伝子の発現は確認さ

れていない [31] ため、がん組織と培養細胞では TFF2 遺伝子の発現に相違がみられ

る。第 1 章では、がん特有の代謝変動により生じる微小環境に着目し、in vitro のがん



6 

 

細胞の培養環境を in vivo の腫瘍環境 (酸性環境や温度変化) に近づけた際の TFF2 の

発現について検討した。第 2 章では、酸性条件下におけるその他の遺伝子群の発現動

向を網羅的に解析した。加えて、培養上清中に含まれる TFF2 タンパク質が他の遺伝

子発現に与える影響についても解析を行った。第 3 章では、TFF2 を siRNA で抑制し

たときのフィブロネクチンファミリー遺伝子の発現変化を確認した。第 4 章では、メ

タボローム解析により分泌タンパク質である TFF2 が周囲のがん細胞の代謝経路にど

のような影響を及ぼしているのか明らかにすることを試みた。これらの実験を通し

て、長年ベールに包まれていた TFF2 遺伝子の新たな一面を明らかにしたので報告す

る。 

 

 

Figure 1. Structures of human TFF peptides. 

(W. Hoffmann,, Int J Mol. 21(2020) 4535) 



7 

 

第 1 章 

培養条件の違いが TFF の発現に与える影響 

 

低酸素、栄養不足、酸性などの特徴を持つがんの微小環境は、ゲノム不安定性、エ

ピゲノム変化、エネルギー代謝の変化、転移・浸潤の促進などを誘発し、がんの悪性

化に深く関わっている。この腫瘍微小環境（Tumor microenvironment : TME）は、細胞

死耐性、薬剤耐性、免疫逃避の獲得を促進することにより、さらにがんの悪性化を加

速させる [32]。トリプルネガティブ乳がん患者のトランスクリプトーム解析では、

TME によるエピジェネティックな調節異常などが遺伝子発現のパターンに影響を及ぼ

すことが報告されている [33]。実際、TME 下ではない培養がん細胞における遺伝子発

現は、がん組織における遺伝子発現とは異なっていることから、エピゲノム変化 (プ

ロモーター領域の DNA の脱メチル化やヒストン活性化修飾など) が反映されていない

可能性も考えられる。TME における慢性的な低酸素状態は、乳酸などの分泌により嫌

気呼吸の促進と pH の低下を引き起こすことが報告されており、がん組織の pH は約 

6.2-6.9 となっている [32]。腫瘍内の酸性環境は、転移の基礎となる様々な細胞プロセ

スやシグナル伝達経路に関与し、血管新生を促進すると報告されている [34-36]。ま

た、腫瘍組織内では温度変化と悪性化の関係が報告されており、悪性度が高い腫瘍組

織内は正常組織内の温度 (37℃) より 2 -3℃高いことが明らかとなっている [37,38]。 

TFF2 遺伝子は、正常組織では胃で発現が高く、がん組織では大腸がんを始め、膵臓

がんや胆管がんなど多くの腫瘍において発現上昇が報告されているが [28-30]、ヒト結

腸腺がん由来細胞 DLD-1 において TFF2 遺伝子の発現は確認されず矛盾が生じてい

る。そのため、in vitro における TME が異なることにより、TFF2 遺伝子の発現に相違

がみられているのではないかと考えた。そこで本章では、TME を決定する重要な因子

である温度と pH が TFF2 の mRNA やタンパク質発現に及ぼす影響を検討した。 
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1. 実験材料及び実験方法  

1-1. 細胞及びトランスフェクション 

 

 本研究に使用した細胞株は以下の通りである。ヒト結腸腺がん由来細胞 DLD-1 

(American Type Culture Collection [ATCC] CCL 221, ATCC, Manassas, VA, USA)、ヒト結

腸腺がん由来細胞 Caco-2 (ATCC HTB-37)、ヒト子宮頸がん由来細胞 HeLa (ATCC CCL-

2) 及びヒト肝がん由来細胞 HepG2 (ATCC HB-8065) を用いた。これら細胞を使用した

理由は、DLD-1 は [5] において大腸がんの腫瘍増大化について研究で使用されていた

こと、Caco-2 は DLD-1 と同様のヒト結腸腺がん細胞、HeLa は一般的なヒト細胞モデ

ルとして多くの研究で使用されていること、HepG2 は酸性 pH で機能できるさまざま

な加水分解酵素 (リソソーム酵素) を発現することから今回の研究において適すると

判断した。 

HepG2 細胞については、分析サービスプロバイダーの Promega (Promega Corporation, 

Wisconsin, USA) に受託し、ショートタンデムリピート (STR) を利用して、細胞株の

認証及び同定を行った。 

DLD-1 細胞は、10%ウシ胎児血清 (以下 FBS、Biological Industries, Kibbutz Beit 

Haemek, Israel) 及び 1%ペニシリン (10,000 U/mL) /ストレプトマイシン (10,000 μg/mL) 

混合溶液 (終濃度が 100U/mL、以下 1%PC/SM、Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を添加し

た RPMI GlutaMax Medium 1640 培地 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) で培

養した。Caco-2 細胞 と HeLa 細胞 は、10% FBS、1% NEAA (Thermo Fisher Scientific) 

及び 1% PC/SM を添加した MEM (Thermo Fisher Scientific) で培養した。HepG2 細胞 

(ATCC HB-806) は、10% FBS、1% PC/SM 添加 DMEM (Thermo Fisher Scientific) で培

養した。 
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さらに、ヒトの TFF2 遺伝子を発現プラスミド pcDNA 3.1 -/c-(K)-DYK-TFF2 (Biotech 

Corporation, New Jersey, USA) として一時的にトランスフェクションした DLD-1 細胞 

(以下、hTFF2 細胞とする) を作製した。トランスフェクションは、メーカー推奨のプ

ロトコルに従い、1 μL の Lipofectamin○R3000 (Life Technologies Invitrogen, California, 

USA) を使用して行った。この hTFF2 細胞は、TFF2 を標的とした免疫組織染色の陽性

コントロールとして使用した。陰性コントロールは、DLD-1 に pcDNA 3.1 -/c-(K)-DYK 

(空ベクター) を一時的にトランスフェクションしたものを使用し、これを mock 細胞

とした。 

温度実験で使用した細胞を除く全ての細胞は、37℃の加湿型、5% CO2条件下で培養

し、継代は 70%コンフルエント直前に PBS で洗浄後、トリプシン-EDTA 溶液 (Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd.) で細胞を剥離し、遠心で回収し適当な細胞密度になるよ

うに培地に懸濁した。 

 

1-2. 高温培養条件 

 

[37,38] の文献を参考に、CO2インキュベーターの設定温度は高温条件 40℃とした。

6 well (10 cm2/well) プレート (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) に 1.2×105 

cells/well の密度で播種し、24 時間と 48 時間培養後にそれぞれの細胞と培養上清を回

収した。培地は温度変化によるタンパク質の変性を考慮し、それぞれ Opti-MEM (低血

清培地：MEM 含有の FBS が 50％削減された) (Thermo Fisher Scientific) を用いた。イ

ンキュベートはすべて CO₂濃度 5%とした (Fig.2)。これらの操作は 2 回繰り返した。 
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Figure 2. High temperatures conditions on DLD-1 cells. DLD-1 cells were seeded onto 6-

well plates (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at densities of 1.2 × 105 cells/well, 

cultured at 40°C. DLD-1 cells were collected after 24 and 48 h, respectively. We used Opti-

MEM (Reduced Serum Medium; Thermo Fisher Scientific) culture medium to limit 

temperature-induced protein denaturation.  

 

1-3. 酸性培養条件  

 

[39] の文献を参考に、酸性条件は pH 6.5 と pH 6.8 に調整した。酸性にするために使

用した試薬は、4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES; Dojindo; PJ072, 

Osaka, Japan)、塩酸 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 及び酢酸 (Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) を用いた。培養液は、低血清培地である Opti-MEM を使用した [39]。

DLD-1 細胞は、6 well (10 cm2/well) プレート(Thermo Fisher Scientific) に 1.2×105 

cells/well の密度で播種し、24 時間と 48 時間培養後にそれぞれの細胞と培養上清を回

収した (Fig.3)。Caco-2、HeLa 及び HepG2 細胞も同じ条件下で培養し、回収を行っ

た。インキュベートはすべて 37℃で、CO2濃度 5%とした。これらの操作は 2 回繰り

返した。 
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Figure 3. Acidic conditions by HEPES, HCL and CH3COOH. DLD-1 cells were cultured 

under acidic conditions (pH 6.5 and 6.8). 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

(HEPES) (Dojindo; PJ072, Osaka, Japan), hydrochloric acid and acetic acid were added to Opti-

MEM medium, which was used to reduce protein denaturation. DLD-1 cells were seeded in 6-

well plates (Thermo Fisher Scientific) at a density of 1.2 × 105 cells/well. 

 

1-4. pH 6.5 での細胞数の測定 

  

低 pH が細胞の生存率に与える影響を評価するために、細胞生存分析を実施した。4

ウェルの培養ディッシュ (WATSON Co., Ltd., CA, USA) の 2 つのウェルに DLD-1 細胞

を 1×105細胞/ウェルの密度で播種し、合計 8 つのディッシュ (WATSON) を同時に用

意した。底部への細胞接着を確認した後に、4 つのディッシュの培地を HEPES で調整

した pH 6.5 の Opti-MEM 培地に交換し (詳細は、細胞培養 pH セクションを参照)、残

りの 4 つのディッシュの培地は通常の Opti-MEM に交換した。コントロールである
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Opti-MEM は pH 7.4 であった。培地交換後、24 時間間隔で EVE 自動細胞カウンター 

(AR BROWN Co., Ltd., Tokyo, Japan) を使用して細胞数を計測した。同様の実験を、酸

性条件下での生存が難しいことで知られる HeLa 細胞でも実施した [40]。細胞数は各

ウェルで 2 回計測し、再現性の確保のため実験を 2 回繰り返した。 

 

1-5. RNA 抽出 

 

TRIZOL LS (Thermo Fisher Scientific) を使用して、製造元のプロトコルに従い全

RNA 抽出を行った。RNA の純度は、Nanodrop ND-1000 分光光度計 (NanoDrop 

Technologies, Inc. Wilmington, DE, USA) の 260/280 および 260/230 nm の吸光度比を使

用して評価した。抽出された全 RNA は、260/280 nm 比が約 2.0、260/230 nm 比が 2.0

～2.2 であり、RNA の品質を確認した。全 RNA は、High-Capacity RNA-to-cDNA Kit 

(Thermo Fisher Scientific) を使用して逆転写した。 

 

1-6. 定量的リアルタイム RT-PCR (Quantitative real-time reverse transcription-polymerase 

chain reaction) による解析    

 

リアルタイム RT-PCR は、Fast SYBRTM Green Master Mix (Applied Biosystems) を用い

て、製造者のプロトコルに従って実施した。熱サイクル条件は以下の通りであった。

初期変性には 95℃で 20 sec を行い、次に変性を 95℃で 1 sec、アニーリングや伸長操

作を 60℃で 20 sec 行い、全部で 40 サイクル行った。 

使用したヒト遺伝子用プライマー配列は以下の通りである。 

TFF1 (5´-AGACAGAGACGTGTACAGTGG-3´及び 

5´-TAGGATAGAAGCACCAGGGGAC-3´)、 
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TFF2 (5´- CAAAGCAAGAGTCGGATCAG -3´及び 

5´- CCAGGGCACTTCAAAGATG -3´) 、 

TFF3 (5´- ATGAAGCGAGTCCTGAGCTG-3´及び 

5´- GCTTGAAACACCAAGGCAC-3´)、 

PDK4 (5´- TGTTCCTTCTCACCTCCATC -3´及び 

5´- GCAAGCCGTAACCAAAACC -3´) 、 

HSP90α (5´-CATAACGATGATGAGCAGTACGC-3`及び 

5´- GACCCATAGGTTCACCTGTGT-3´)、  

GAPDH (5´-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3´及び 

5´-TGGGATTTCCATTGATGACA-3´) 。 

GAPDH は内在性コントロールとして使用した。検出は、Applied Biosystems○R7900HT 

Fast リアルタイム PCR システムで行った。プライマーセットの特異性を評価するため

に、各 PCR アンプリコンの融解曲線を分析した。 

 

1-7. マウス 

 

本研究では、メス 2 匹とオス 1 匹の合計 3 匹の ApcMin/+ (C57BL/6J) マウスを使用し

た。これらの ApcMin/+マウスは、ジャクソン研究所 (Bar Harbor, Maine, USA) から入手

され、特定の病原体フリーの条件下で、12 時間明暗サイクルでエサと水は自由に摂取

できる環境で飼育した。マウスは 13 週齢から 15 週齢で解剖した。組織採取には、麻

酔器具 (MK–A110D, 室町機械, Co., Ltd, Tokyo, Japan) を使用し、吸入によってイソフ

ルランを投与しながらの組織採取 (0.5L/min、5 分間の導入: 1.5%、維持: 1.5%)を行っ

た。安楽死には、二酸化炭素吸入 (30%/min)を使用した。マウスの実験は、長崎国際

大学動物実験委員会から承認を受け(承認番号 168)、委員会の定めたガイドラインに厳
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密に従った。飼育時のマウスのストレスを最小限にするため、ケージ内の環境は委員

会の規定に従い良好な環境を維持した。マウスの健康状態は厳密に監視され、少なく

とも週に 2 回のチェックを行った。健康状態が悪いと判明したマウスは、二酸化炭素

ガスを穏やかに投与して人道的に安楽死させた。死亡の確認は、呼吸と反射動作の停

止、および死後硬直の開始に基づいて行われた。 

 

1-8. ウエスタンブロッティング 

 

ApcMin/+マウスの組織 (正常な腸管、胃、腸に発現したポリープ) における TFF2 タン

パク質の発現を調べた。この場合の正常な腸管とは、顕微鏡で可視することでポリー

プが発生してない箇所を選んで採取したサンプルである。タンパク質分解酵素阻害剤 

(Merck Millipore Ltd., Darmstadt, Germany) を添加した RIPA Lysis バッファー (COSMO 

BIO Co., Ltd., Tokyo, Japan) により組織を溶解しタンパク質を回収した。抽出した総タ

ンパク質濃度は、BCA を使用して標準曲線を作成し、BCA タンパク質アセットキット 

(TAKARA BIO Co., Ltd, Shiga, Japan) で測定した。抽出したタンパク質 (50 g) は、4

×Sample Buffer (277.8mM Tris, 4.4% SDS, 44.4% Glycerol, 0.02% Bromophenol Blue, pH 

6.8) に 2-メルカプトエタノール (2-ME) を添加し可溶化後、5%-20% SDS-ポリアクリ

ルアミドゲル (ATTO CO., LTD., Tokyo, Japan) を用いて、20 mA でおよそ 1 時間泳動

後、PVDF 膜 (ポリフッ化ビニリデン膜)  (Merck Millipore Ltd., Darmstadt, Germany) 

に転写した。細胞内に存在する TFF2 と Gapdh の量は大きく異なるため、検出に必要

な暴露時間が異なる。したがって、転写後メンブレンをハサミで切断し、ウエスタン

ブロッティング分析を行った。転写メンブレンは、5%スキムミルク中 (in TBS-T) に

おいて 25℃で 30 分間ブロッキング反応した後、一次抗体として抗 TFF2 抗体 (1:500; 

Proteintech Group Inc., Rosemont, IL, USA) を片方の膜に適用し、もう一方の膜には抗
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Gapdh 抗体 (1:5000; Gene Tex, CA, USA, GTX100118) をローディングコントロールと

して用い、4℃で一晩反応させた。次いでに両サンプルと二次抗体である HRP 

(Horseradish peroxidase) 標識された抗 rabbit 抗体 (1:2000 希釈; Dako, California, USA) 

とともに 25℃で 1 時間インキュベートした。なお、全ての抗体は 1%スキムミルク (in 

TBS-T) で希釈し用いた。検出は、ELC 検出キット (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, 

USA) を用いて発光を確認し、ChemiDoc Touch イメージングシステム (BIO-RAD 

Laboratories, Hercules, CA, USA) でサンプルを画像化した。 

 

1-9. 免疫組織化学染色 

 

細胞 (4×104細胞/ウェル) を 8 ウェルスライドチャンバー (WATSON Co., Ltd., CA, 

USA) に播種し、24 時間インキュベートした。24 時間後、HEPES により pH 6.5 に調

整した培地に交換し細胞を培養した (調整の詳細は細胞培養 pH セクションを参照)。

次に、細胞を新しく調製した 4%パラホルムアルデヒド溶液で 10 分間固定し、リン酸

緩衝生理食塩水 (PBS) で洗浄した。細胞を 0.2%TritonX-100/PBS で 15 分間細胞の透過

処理をした。ブロッキングには 1%BSA (New England Biolabs, Ipswich, USA) を使用し

た。10 分間のブロッキング後は、細胞を一次抗体抗 TFF2 抗体 (1:100 希釈、Protein 

tech, Rosemont, IL, USA, 13681-1-AP) とともに 25℃の室温で 1 時間インキュベートし

た。細胞を PBS で 3 回洗浄し、さらに HRP (Horseradish peroxidase) 標識された抗ウサ

ギ抗体 (1:1,000 希釈、Dako, Glostrup, Denmark) とともに室温で 30 分間インキュベー

トした。PBS で洗浄した後、スライドを 3,3`-ジアミノベンジジン四塩酸塩 (0.5mg/mL) 

(DAB; Sigma-Aldrich) で 20 分間インキュベートし、すぐに水道水で洗浄した。DAB

は、50mM Tris-HCL (pH7.6) で作製し、0.03%過酸化水素を添加した。ヘマトキシリン

及び水性グリセリン・ゼラチンによる封入剤を使用して対比染色を行った。顕微鏡を
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使用して、染色された細胞領域の 4 つの画像を保存し、画像解析ソフトウェア Image J 

(https://imagej.nih.gov/ij/, Bethesda, Maryland, USA) を使用して染色領域をピクセル単位

で定量化した。 

 

1-10. 統計処理 

 

2 群間の比較にはノンパラメトリック検定である Mann-Whitney U 検定を使用した。

3 群以上の比較には分散分析を行い、その後 Dunnett’s Post-hoc test 検定によりコントロ

ール群とその他の群を比較した。これらの統計解析には、GraphPad Prism 5 ソフトウ

ェア (GraphPad software Inc., San Diego, CA, USA) を使用した。P < 0.05 を統計的に有

意であると判断した。 

 

2．実験結果 

2-1. 温度変化が TFF 遺伝子発現に与える影響 

 

腫瘍微小環境を模倣するために、DLD-1 細胞を 40℃で培養した。それぞれ 24 時間

及び 48 時間培養した後に細胞回収し、RNA を抽出した。Fig.4 では、40℃の温度条件

下での各遺伝子の相対的な定量を示している。GAPDH は内在性コントロールとした。

各遺伝子の発現レベルは、37℃での発現値によって正規化した。その結果、HSP90α

は、40℃で有意に発現が増加しており(*P<0.05) (Fig.4A)、 TFF1 と TFF3 の発現は、

40℃で 24 時間及び 48 時間の培養後に遺伝子発現が増加する傾向があったが、TFF2 の

mRNA 発現は増加しなかった (Fig.4B)。相対定量法による PCR の実験では、DLD-1 細

胞 (コントロール) における TFF2 遺伝子の発現量を 1 として解析している。実際の発
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現量は極わずかであり、ウエスタンブロット法による TFF2 タンパク質の発現は確認

することはできなかったが、TFF2 mRNA は再現性よく定量化可能性あった。 

 

 

Figure 4. Effect of high temperature on TFF expression. To mimic the cancer 

microenvironment, DLD-1 cells were cultured at 40°C for 24 and 48 h, and RNA was extracted. 

The graph illustrates the relative quantification, standardized by the expression levels of each 

gene, using the expression at 37°C as a control (*P<0.05; nonparametric Mann-Whitney U test, 

n=4). GAPDH was employed as the reference gene. Data are presented as the mean ± standard 

error. TFF, trefoil factor; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HSP90α, heat 

shock protein 90 α. 

 

2-2.  pH 6.5 における細胞生存率評価  

  

 生体内の腫瘍微小環境 (pH 範囲 6.2-6.9) で一般的に観察される酸性環境 (HEPES, 

pH6.5) について、in vitro での DLD-1 及び HeLa 細胞の生存に及ぼす影響を検討した。

DLD-1 細胞は、pH7.4 のコントール培地では 44 時間後まで増殖し、92 時間後まで細胞

数は保たれたが、酸性培地に暴露された群では、細胞数の増加は無く、72 時間後まで

に生細胞数は約半数に減少した (Fig.5A)。一方、HeLa 細胞は、コントロール培地では
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72 時間まで増殖した後、98 時間後にはほぼ死滅した。また、酸性培地群では増殖はな

く、98 時間後にかけて生細胞数はゆるやかに減少した (Fig.5B)。 
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Figure 5. Effect of pH 6.5 on survival of DLD-1 and HeLa cells; graph depicts the number of 

surviving cells cultured in Opti-MEM under normal pH conditions and in medium at pH 6.5 by 

HEPES. (A) DLD-1 colon cancer and (B) HeLa cervical carcinoma cells. Data are presented as 

the mean ± standard error (n=4). Under ×40 magnification microscope observation (scale bar, 

10 µm). 

 

2-3. 酸性 pH が TFF 遺伝子発現に与える影響 

 

DLD-1 細胞を酸性条件 (HEPES, pH 6.8 および pH 6.5) で 48 時間培養した。pH 7.4

で 48 時間培養した細胞は、リアルタイム RT-PCR による定量を行う際のコントロール

として使用した。低 pH で発現する PDK4 [38] は、酸性培地により遺伝子発現の上昇

が確認された (Fig.6A)。TFF2 の mRNA 発現は、pH 6.5 及び pH 6.8 の酸性培地で培養

された細胞において、定量値で 42.8 倍及び 5.8 倍増加した (Fig.6B)。次に、細胞の培

養時間を調整し、いくつかの時点で細胞を回収し、TFF2 mRNA の発現量を測定し

た。リアルタイム RT-PCR で定量を行う際、pH 7.4 で 1 時間培養した細胞をコントロ

ールとして使用した。中性 (pH 7.4) 培養条件下では、培養細胞での TFF2 の mRNA 発

現は低かった。酸性培養条件下で 24 時間培養した後、TFF2 の mRNA 発現は有意に増

加した (P<0.0001) (Fig.6C)。次に、生体内において低 pH 環境に曝露された組織におけ

る TFF2 の mRNA やタンパク質の発現を調べた。 

13 から 15 週齢の ApcMin/+マウスにおいて、酸性環境であると考えられる胃及び腸ポ

リープ内において TFF2 のタンパク質発現は、ウエスタンブロッティングにより確認

することができたが、弱アルカリ性である正常腸管部位においては確認されなかった 

(Fig.7B)。mRNA の発現も、胃や腸管ポリープでのみ確認することができた(Fig.7A)。 
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Figure 6. Effect of acidic medium on TFF expression. We cultured DLD-1 cells under acidic 

conditions (pH 6.5 and 6.8) adjusted by HEPES for 48 h. Cells cultured at pH 7.4 for 48 h were 

used as a control when performing relative quantification with real-time RT-PCR. The graph 

provides a visual representation of the relative quantification, standardized by the expression 

levels of each gene, with pH 7.4 expression serving as a control. Subsequently, P-values were 

calculated using relative quantification values through one-way analysis of variance followed by 

Dunnett's multiple comparisons test (**P<0.01 and ***P<0.0001). Each assay was performed in 

quadruplicate. Data are presented as the mean ± standard error. TFF, trefoil factor; GAPDH, 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; PDK4, pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4. 
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Figure 7. TFF2 expression in ApcMin/+ mouse tissues. (A) TFF2 expression in the small 

intestine served as a control for relative quantification. Subsequently, P-values were calculated 

using relative quantification values through one-way analysis of variance followed by Dunnett's 

multiple comparisons test (***P<0.0001). (B) Western blot analysis of mouse tissue extracts; 

(a) TFF2 antibody and (b) Gapdh antibody; each lane was loaded with 50 μg of protein 

extracted from the respective tissues, including the small intestine, colon, stomach, and 

intestinal polyps. Three mice were used in this study. TFF2, trefoil factor 2; Gapdh, 

glyceraldehyde‑3‑phosphate dehydrogenase. 
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2-4.  酸性添加剤の違いによる TFF 遺伝子発現への影響 

 

 塩酸と酢酸による酸性培地 (pH 6.5 および 6.8) を用いて、DLD-1 細胞を 48 時間

培養した。リアルタイム RT-PCR による定量を行う際、pH 7.4 で 48 時間培養した細胞

をコントロールとして使用した。低 pH で発現する PDK4 は、塩酸、酢酸どちらにお

いても有意に発現が増加した (*** P < 0.0001) (Fig.8A 及び Fig.9A)。塩酸を用いた酸性

培地による TFF2 の mRNA 発現は、pH 6.5 および pH 6.8 の両方で有意に (*** P < 

0.0001) 上昇が見られ (Fig.8C)、酢酸を用いた酸性条件下による TFF2 の mRNA 発現

では 48 時間後の pH 6.8 において有意な発現上昇 (*** P < 0.0001) がみられた 

(Fig.9C)。しかし、pH 6.5 では発現は誘導されなかった。TFF1 と TFF3 の mRNA 発現

は、塩酸を用いた酸性培地では発現上昇はみられず、酢酸を用いた酸性培地では pH 

6.8 の 48 時間後ではわずかな上昇 (** P < 0.01 及び*** P < 0.0001) がみられたが、pH 

6.5 では発現上昇は見られなかった。 
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Figure 8. Effect of acidic medium supplemented with hydrochloric acid (HCL) on TFF 

expression.  We cultured DLD-1 cells under acidic conditions (pH 6.5 and 6.8) for 24 and 48 

h. Acidic pH was adjusted using HCL. Cells cultured at pH 7.4 for 24 and 48 h were used as a 

control when performing relative quantification with real-time RT-qPCR. Subsequently, P-

values were calculated using relative quantification values through one-way analysis of variance 

followed by Dunnett's multiple comparisons test (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.0001). Each 

assay was performed in quadruplicate. Error bars indicated mean standard error (SE). 
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Figure 9. Effect of acidic medium supplemented with acetic acid (CH3COOH) on TFF 

expression. We cultured DLD-1 cells under acidic conditions (pH 6.5 and 6.8) for 24 and 48 h. 

Acidic pH was adjusted using CH3COOH. Cells cultured at pH 7.4 for 24 and 48 h were used as 

a control when performing relative quantification with real-time RT-qPCR. Subsequently, P-

values were calculated using relative quantification values through one-way analysis of variance 

followed by Dunnett's multiple comparisons test (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.0001). Each 

assay was performed in quadruplicate. Error bars indicated mean standard error (SE). 

 

2-5.  酸性 pH が DLD-1 細胞以外の細胞株において TFF2 遺伝子発現に与える影響 

 

 DLD-1 細胞以外の他の細胞種ではどのように変化するのかを調べるために以下の実

験を行った。Caco-2、HeLa、HepG2 細胞における TFF2 の mRNA 発現を酸性条件下
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で評価した。酸性 pH の調整は HEPES を用いて行った。PDK4 (Fig.10A) および TFF2 

(Fig.10B) は、pH6.8、pH6.5 の両条件で、いずれの細胞株において有意に発現が増加

した (**P < 0.01 および ***P < 0.0001)。しかし、HeLa 細胞においては、pH6.8 では

TFF2 と PDK4 ともに有意な発現増加が見られたが、pH 6.5 では TFF2 の mRNA 発現

は増加が見られたものの、PDK4 の発現上昇はほとんどみられなかった。これは

HeLa 細胞を pH6.5 で培養すると、増殖せずに死滅していくことと関連があると考え

られる [41]。 

 

 

Figure 10. Effect of acidic medium on TFF2 mRNA level in other cell lines. Cells were 

cultured for 48 h in medium with pH of 6.5 and 6.8 (HEPES). TFF2 mRNA level at pH 7.4 was 

used as a control for relative quantification. P-values were calculated using relative 

quantification values via one-way analysis of variance followed by Dunnett's multiple 

comparisons test. GAPDH was used as an endogenous control. (A) Comparison of PDK4 

expression in Caco-2 colon cancer, HeLa cervical carcinoma and HepG2 hepatocellular 

carcinoma cells cultured in acidic media and in each cell cultured at pH 7.4 for 48 h as a control 

(***P<0.0001). (B) Comparison of TFF2 expression in Caco-2, HeLa, and HepG2 cells 

cultured in acidic media and in each cell cultured at pH 7.4 for 48 h as a control (**P<0.01, 
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***P<0.0001). Each assay was performed in quadruplicate. Data are presented as the mean ± 

standard error. TFF2, trefoil factor 2; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; 

PDK4, pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4. 

 

2-6.  酸性 pH が TFF2 タンパク質発現に与える影響 

 

 次に、タンパク質の発現を確認した。DLD-1 及び Caco-2 細胞を用いて酸性培地曝露

における TFF2 タンパク質の発現を免疫組織化学染色により検討した。陽性コントロ

ールは、発現プラスミド pcDNA 3.1 -/c-(K)-DYK-TFF2 で一時的にトランスフェクショ

ンした DLD-1 細胞 (hTFF2 細胞) を用いた。抗体を用いた特異的な染色により TFF2

タンパク質の発現は確認することができた (Fig.11)。 

今回すべての免疫組織化学実験では同じロットの一次抗体 (TFF2) を使用して実施

した。pH 7.4 で培養したトランスフェクトされていない DLD-1 及び Caco-2 細胞では

TFF2 の発現は確認されなかった (Fig.12Ab,Bb, pH7.4)。抗体特異性を検討するために

行った、一次抗体抗 TFF2 抗体を除いた条件では、中性および酸性条件下でも染色さ

れなかった (Fig.12Aa,Ba)。対照的に、酸性条件下で培養された一部の DLD-1 および

Caco-2 では TFF2 のタンパク質発現がみられた (Fig.12Ab,Bb, pH6.5)。DAB 染色の定量

化では、TFF2 の発現は pH 7.4 より pH 6.5 において有意に増加することが分かった 

(Fig.12Ac,Bc)。 
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Figure 11. Validation of immunostaining with the TFF2 antibody. Immunostaining with 

TFF2 antibody was performed using transiently transfecting DLD‑1 cells with pcDNA 

3.1‑/c‑(K)‑DYK‑TFF2 (hTFF2 cells). Additionally, mock cells were prepared by transiently 
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transfecting DLD‑1 cells with pcDNA 3.1‑/c‑(K)‑DYK (empty vector). P‑values were calculated 

using relative quantification values via the nonparametric Mann‑Whitney U test. (A) Relative 

comparisons using reverse transcription‑quantitative polymerase chain reaction were shown; 

TFF2 expression in untransfected DLD‑1 cells served as a control for relative quantification, 

with GAPDH as the reference gene. Each assay was conducted in quadruplicate, and the bar and 

error bar represent the mean and standard error (SE), respectively. (B) Immunohistochemistry 

against TFF2 (TFF2 expression in transfected DLD‑1 cells and untransfected DLD-1 cells.).  

(a) To mitigate false positives or nonspecific binding, the primary antibodies were omitted and 

considered them as negative controls. (b) Images of DLD‑1 cells in the presence of the TFF2 

primary antibody. Cells were observed under x100 magnification (scale bar=10 μm). (C) 

Quantification of TFF2‑specific DAB staining of (B). (a) and (b) refer to those shown in (B). 

Quantification of DAB staining was performed using the ImageJ software, utilizing images 

from four different fields of view (*P<0.05). TFF2, trefoil factor 2. 
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Figure 12. TFF2 immunohistochemistry staining of DLD-1 colon cancer and Caco-2 colon 

cancer cells. (A) DLD-1 cells and (B) Caco-2 cells. Cells were cultured under normal pH (pH 

7.4) and acidic medium (pH 6.5 with HEPES). Images show immunohistochemically stained 

cells with TFF2 primary antibody (b) or without primary TFF2 as negative control (a). Under 

×100 magnification microscope observation (scale bar=10 µm). (c) Quantification of TFF2 

specific DAB staining was performed using ImageJ software (mean ± standard error; n=4). 

*P<0.05 (nonparametric Mann-Whitney U test). 
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3. 考察 

本章では、ヒト結腸腺がん由来 DLD-1 細胞において、TFF2 遺伝子やタンパク質が

酸性条件下で誘導されることを明らかにした。酸性 pH による TFF2 の誘導は、同じく

ヒト結腸腺がん由来細胞である Caco-2 細胞でも認められた。この結果より、ヒト腸管

の正常組織では発現が認められない TFF2 が、腸管腫瘍において発現が確認されるの

は、がん微小環境として酸性条件が形成されることによる可能性があると考えられ

る。興味深いことに、培養温度の変化は TFF2 の mRNA 発現に大きな影響を与えなか

った。逆に、TFF1 と TFF3 mRNA は温度変化に応じて発現がわずかに変化したことか

ら、 TFF1 と TFF3 とは異なる発現メカニズムが TFF2 の mRNA 発現を促進している

ことが示唆された。 

TFF1、TFF2、TFF3 は同一染色体上にあり、遺伝子座は近接しているが、それぞれ

独立した遺伝子である。TFF1 と TFF3 はそれぞれ 1 つのトレフォイル因子ドメインを

持ちヘテロ二量体を形成するのに対し、TFF2 は 2 つの TFF ドメインを持ちムチン

MUC6 と共存する [42]。乳がん患者の血清中の TFF1 と TFF3 のタンパク質発現は健常

者よりも有意に高いのに対し、TFF2 のタンパク質レベルは有意に低い [8]。悪性度の

高い腫瘍、特に乳がんの腫瘍の内部は正常組織よりも高温を示すことが報告されてい

る [43]。また、乳がん患者では血清中の TFF1 と TFF3 のレベルが上昇すると TFF2 の

発現が抑制されるメカニズムが示された[8]。これらの報告は我々の研究結果を裏付け

るものであり、TFF2 の発現制御の根底にあるメカニズムは TFF1 と TFF3 のそれとは

異なることを示している。 

酸性培地で培養した DLD-1 細胞では TFF2 の発現が有意に増加していることが明ら

かになった。この傾向は Caco-2、HeLa、HepG2 細胞でも観察された。恒常的に脂肪酸

を代謝する HepG2 細胞では、PDK4 の発現は pH 6.5 で有意に増加したが、pH 6.8 での

発現はコントロール群と同様であった。逆に、TFF2 の発現は酸性環境に依存してお
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り、pH 6.8 でその発現が著しく上昇した。遺伝子発現の閾値は細胞によって異なり、

一部の細胞タイプは pH に依存しない可能性がある。これは、さまざまな組織の細胞

膜成分の違いによる可能性が考えられる [44]。 

いくつかの臨床報告では、ヒトの大腸がんで TFF2 の発現が増加したことが詳述さ

れている [45,46]。培養細胞における TFF2 の mRNA 発現は、HEPES だけでなく、塩

酸を含む酸性培地でも誘導されたが、TFF1 や TFF3 の mRNA 発現は誘導されなかっ

た。一方で、酢酸を含む酸性培地では、TFF の mRNA 発現誘導は確認されなかっ

た。酢酸は酪酸やプロピオン酸などを含む短鎖脂肪酸であり、腸内細菌からも産生さ

れている。細胞外に存在する酢酸の影響により通常よりも pH が下がりすぎる状況で

は、TFF の転写は抑制されているのかもしれない。大腸がんの細胞株 (HT-29 細胞、

HCT116 細胞) において、酢酸を含む短鎖脂肪酸がアポトーシスを誘導するとの報告が

あり、TFF の発現応答が妨げられたことも考えられる [47,48]。 

今回の結果より、酸性環境が TFF2 の発現を誘導することが明らかになった。TFF2

の発現増加が腫瘍の発達を促進するか阻害するかは長年不明であった [7,9]。TFF2 の

発現は、正常細胞とがん細胞のいずれにおいても酸性環境下で誘導される可能性が高

いと思われる。腫瘍内における TFF2 の高発現は、TME における低 pH が引き金とな

っており、腫瘍内環境の悪性化を示す一つの指標となる可能性があることが示唆され

た。 
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4. 小括 

 

本章では、培養条件の違いによる TFF の mRNA とタンパク質発現への影響について

検討を行い、以下の知見を得た。 

 

1) 高温培養条件は、DLD-1 細胞において TFF1 と TFF3 の mRNA 発現誘導に変

化をあたえたが、TFF2 の mRNA 発現誘導には関与しなかった。 

 

2) DLD-1 細胞において、酸性 pH (HEPES による調整) は TFF2 の mRNA とタン

パク質発現を誘導した。 

 

3) DLD-1 細胞において、酸性 pH (塩酸による調整) は TFF2 の mRNA 発現を誘

導した。 

 

4) DLD-1 細胞に加えて、酸性培地による TFF2 の mRNA 発現は Caco-2、HeLa、

HepG2 細胞においても誘導され、TFF2 のタンパク質発現は、Caco-2 細胞に

おいても誘導されることが確認できた。 
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第 2 章 

酸性培地および、TFF2 を含む条件培地が DLD-1 細胞の mRNA の発現に与える影響 

 

 腫瘍微小環境が細胞の遺伝子発現に大きく影響を及ぼしていることから、酸性培地

により DLD-1 細胞の遺伝子発現がどのように変化したのかを明らかにすることを目的

に、マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析を行った。また、分泌タンパク質

である TFF2 タンパク質の機能を調べるために、過去に当研究室で作製したマウスの

腸管腫瘍からクローニングした Trefoil factor 2 (TFF2) 遺伝子を DLD-1 細胞に安定発現

させた細胞株の培養上清を用いて、分泌された TFF2 タンパク質が DLD-1 細胞の遺伝

子発現にどのような影響を及ぼしているのかについても同様に解析を行った。遺伝子

の発現変動の解析には、生物学的機能を注釈するツールの Database for Annotation, 

Visualization, and Integrated Discovery (DAVID; https://david.ncifcrf.gov/) を用い、パスウ

ェイ解析には Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; 

https://www.genome.jp/kegg/) Pathway を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://david.ncifcrf.gov/
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1. 実験材料及び実験方法 

1-1. 細胞及び継代 

 

 本研究に使用した細胞株は以下の通りである。ヒト結腸腺がん由来細胞 DLD-1 

(American Type Culture Collection [ATCC] CCL 221, ATCC, Manassas, VA, USA) を

用いた。培地は、10%ウシ血清由来アルブミン (以下 FBS、Biological Industries, 

Kibbutz Beit Haemek, Israel) 、ペニシリン (10,000 U/mL) /ストレプトマイシン (10,000 

μg/mL) (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) (終濃度が 1%となるように添加、以下 1%PC/SM) 

を添加した RPMI GlutaMax Medium 1640 培地 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) を用いた。以前当研究室において作製されたマウスの TFF2 遺伝子を pEGFP-N3

ベクターにクローニングしたものを安定発現している DLD-1 細胞 (以下、mTFF2 細胞

とする) は、10% FBS、1% PC/SM を添加した RPMI GlutaMax Medium 1640 培地 

(Thermo Fisher Scientific)に、800 μg/mL G418 を加えたものを使用した [49,50]。それぞ

れ、37℃の加湿型、5% CO2条件下で培養し、継代は 70% コンフルエント直前に PBS

で洗浄後、トリプシン-EDTA 溶液 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) で細胞を剥離

し、適当な細胞密度になるように培地に懸濁した。 

 

1-2. マイクロアレイに用いた試料 

 

Opti-MEM 培養液 (低血清培地, pH 7.4：MEM 含有の FBS が 50％削減された) 

(Thermo Fisher Scientific) と、Opti-MEM 培養液に緩衝剤である HEPES を添加した酸性

培地 (pH 6.5、pH 6.8) を準備し、DLD-1 細胞をそれぞれ培養した。播種した細胞数

は、6 ウェルシャーレ (Thermo Fisher Scientific) に 2.0 × 105 cells/well になるように調

製した。5% CO2インキュベーターで 48 時間培養後、細胞を回収し RNA 抽出を行っ
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た。マイクロアレイ解析時には、Opti-MEM 培養液 (pH 7.4) で培養した DLD-1 細胞を

コントロールとした (Fig.13)。 

次に、TFF2 を含む条件培地 (mTFF2 細胞を Opti-MEM 培地で培養した時の上清) 

と、コントロール条件培地 (DLD-1 細胞を通常 pH7.4 の Opti-MEM 培地で培養したと

きの上清) の 2 つを準備するために、75 cm2フラスコ (Thermo Fisher Scientific) に

mTFF2 細胞と DLD-1 細胞それぞれを 8.4×106 cells になるように調製後、これらを

Opti-MEM 培地でそれぞれ 24 時間 5% CO2インキュベーターで培養した。その後、そ

れぞれの細胞の培養上清を回収したものを各条件培地とした。100 mm シャーレ 

(Thermo Fisher Scientific) に播種された DLD-1 細胞 (6×105 cells) をこの 2 つの条件培

地を用いてそれぞれ培養した。これら条件培地で培養された各 DLD-1 細胞を 5% CO2

インキュベーターで 48 時間培養後、細胞を回収し RNA 抽出を行った (Fig.14)。これ

らの操作は 3 回繰り返した。 

 

Figure 13. The acidic medium was adjusted with HEPES. DLD-1 cells were seeded onto 6-

well plates (Thermo Fisher Scientific) at a density of 2.0 × 105 cells/well. We prepared pH 6.5 

and pH 6.8 acidic medium by adding 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
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(HEPES) (Dojindo; PJ072, Osaka, Japan) to Opti-MEM medium which was used to reduce 

protein denaturation.  

 

 

Figure 14. DLD-1 cells were cultured with Opti-MEM medium containing TFF2 protein.  

DLD-1 cells stably expressing mTFF2-GFP protein were cultured with Opti-MEM medium 

(pH7.4) for 48 h, and culture supernatant containing secreted TFF2 protein was collected and 

used as conditioned medium. Conditioned medium using DLD-1 cells which was not expressing 

mTFF2 was used as control conditioned medium. Each of the conditioned mediums was used 

for culturing of DLD-1 cells to examine the effect of secreted TFF2 protein contained in the 

conditioned medium on mRNA expression. mRNA expression was tested by Microarray 

analysis. 

 

1-3. RNA 抽出 

 

 RNA 抽出は、TRIZOLTM 試薬で細胞を回収後、クロロホルム処理をし、エタノール

沈殿により核酸ペレットを獲得した。DEPC 水に溶解した沈殿物を DNase 処理し、フ
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ェノール/クロロホルム処理後、エタノール沈殿により RNA を獲得した。RNA の純度

は、Nanodrop ND-1000 分光光度計 (NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, DE 

USA) 上の 260/280 nm および 260/230 nm 吸光比を使用して評価した。 

 

1-4. ウエスタンブロッティングによる検出 

 

mTFF2 細胞中と培養上清中に分泌された TFF2 タンパク質の発現を確認するため

に、次の方法でサンプルを準備した。細胞 (3×105 cells/well) を 6-well 培養プレート 

(Thermo Fisher Scientific) に播種し、細胞の定着を確認した翌日、培地を Opti-MEM 

(Thermo Fisher Scientific) に交換し、その後 48 時間後に 2 ウェルから細胞と培養上清

を回収した。培養細胞からのタンパク質抽出は、タンパク質阻害剤 (Merck Millipore 

Ltd, Darmstadt, Germany) を添加した RIPA Lysis バッファー (Santa Cruz 

biotechnology., Dallas, TX, USA) により行った。培養上清は、冷却したアセトン (Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) (サンプルを含む 4 倍量)と混和後、-30℃で 2

時間以上一晩まで十分に反応させた。4000 rpm、4℃ で 20 分間の遠心分離を行い、上

澄みを除去し、アセトンを蒸発させた後に RIPA Lysis バッファー(200 μL) (Santa Cruz 

biotechnology., Dallas, TX, USA) に溶解した。抽出したタンパク質は、4×Sample Buffer 

(277.8mM Tris, 4.4% SDS, 44.4% Glycerol, 0.02% Bromophenol Blue, pH 6.8) に 2-メルカ

プトエタノール (2-ME) を添加し可溶化後、5%-20% SDS-ポリアクリルアミドゲル 

(ATTO CO., LTD., Tokyo, Japan) を用いて、20 mA 固定でおよそ 1 時間泳動した。一次

抗体として抗 TFF2 (1:500; Proteintech Group Inc., Rosemont, IL, USA)、抗 GFP 抗体 

(1:200; 長崎国際大学薬学部分子生物学研究室田中宏光先生より授与)を用いて 4℃で一

晩反応させた。二次抗体は、HRP (Horseradish peroxidase) 標識された抗 rabbit 抗体 

(1:2000; Dako, California, USA) または抗 rat 抗体 (1:2000; Dako, California, USA) を用い
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て室温 (25℃) で 1 時間インキュベートした。全ての抗体は 1%スキムミルクで希釈し

た。検出は、ELC 検出キット (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA) を用いて発光を

確認し、ChemiDoc Touch イメージングシステム (BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, 

USA) で撮影した。 

 

1-5. マイクロアレイ解析 

 

 マイクロアレイによる遺伝子発現解析は、株式会社セルイノベーター (福岡県、日

本) に外部委託した。アジレントが推奨する下記の手順で実施された。アレイにスポ

ットされたオリゴは、60K Agilent 60-mer oligo が用いられた。標識試薬は Low Input 

Quick Amp Labeling Kit を使用し、マイクロアレイチップは SurePrint G3 Human Gene 

Expression Microarray 8×60K を使用した。ハイブリダイズされたマイクロアレイスラ

イドはすべて Agilent 社のマイクロアレイスキャナでスキャンされた。相対的なハイブ

リダイゼーション強度とバックグラウンドハイブリダイゼーション値の両方は、

Agilent Feature Extraction Software (9.5.1.1) を用いて算出された。 

 

1-6. データ解析とフィルター基準 

 

 マイクロアレイデータの解析は、宮原ら [51] の方法に従い、各プローブの Raw 

（中央値） と フラグを算出し、それぞれ Z スコアを算出した。Z スコアとは、標準

スコアと言われ、生スコアの値が測定されているものの平均値より上回るか下回るか

標準偏差 (SD) の数である。評価方法としては、アップレギュレーション遺伝子と見

なされるのが Z スコア ≥ 2.0、比率 ≥ 1.5x の場合、またダウンレギュレーション遺伝
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子の見なされるのが Z スコア ≤ -2.0、比率 ≤ 0.66 の場合で設定された。 

 

1-7. Gene Ontology (GO) 分析及びパスウェイ解析 

 

マイクロアレイの結果をもとに、Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID; https://david.ncifcrf.gov/) を用いて、Gene Ontology (GO) 解析と遺伝

子パスウェイ解析により発現遺伝子を機能群別に分類した。Gene Ontology (GO)解析

は、Biological Process (生物学的プロセス)、Cellular Component (細胞構成) 及び

Molecular Function (分子機能) の 3 種類に分類される。今回 GO エンリッチメント解析

を用いた。これは、遺伝子全体のうち特定の GO でアノテーションされた遺伝子の割

合と、発現変動遺伝子のうち特定の GO でアノテーションされた遺伝子の割合を計算

し、その割合を比べることによって、その GO が発現変動遺伝子の中で有意に多く観

測できるか (エンリッチしているか) どうかを検定することである。パスウェイ解析

は、分子間ネットワークに関する情報を統合したデータベースである Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway を用いて解析した。 

 

2. 実験結果 

2.1.  酸性条件下における DLD-1 細胞の発現遺伝子の GO 解析 

 

 pH 7.4 で 48 時間培養したコントロール DLD-1 細胞と pH6.5/pH6.8 でそれぞれ 48 時

間培養した DLD-1 細胞における遺伝子発現を比較し、pH6.5/pH6.8 で発現が有意に上

昇している遺伝子群について検討した。pH 6.5 と pH 6.8 の培養条件下において発現量

が変動していた遺伝子群のほとんどは共通していることがわかった。とくに pH 6.5 に

おいては、有意な遺伝子変動が多く見られた。マイクロアレイ解析の結果、51680 個
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の遺伝子の中から 916 個の遺伝子について有意な発現の上昇が見られた。その中で

706 個の遺伝子に DAVID に登録されている遺伝子 ID がヒットし、個々の遺伝子に割

り当てられたに注釈 (アノテーション) 情報は 577 個同定された。GO 解析の生物学的

プロセス (BP) では Signal transduction、Cell-cell signaling 及び Estrogen metabolic 

(Fig.15A)、分子構成 (CC)では Plasma membrane、Extracellular exosome 及び Cell surface 

(Fig.15B)、分子機能 (MF)では Scavenger receptor activity、Aldo-keto reductase (NADP) 

activity 及び Estrogen 16-alpha-hydroxylase activity などの遺伝子発現の亢進が見られた 

(Fig. 15C)。さらにマイクロアレイの結果から、遺伝子発現が有意に上昇した遺伝子群

を GO 解析して得られた結果から有意な P 値を求めた結果、N-linked glycans、

Glycoprotein 及び integral component of plasma membrane の遺伝子発現が有意に変化し

ていること明らかとなった (Fig.16)。酸性条件下で発現量が有意に上昇した遺伝子群

の中には、TFF2 遺伝子も含まれており、GO 解析では Disulfide bond、Signal に分類さ

れていた。 
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Figure 15. Alterations in gene expression in DLD-1 cells cultured in acidic medium (pH 

6.5). The top ten enriched items were obtained from biological process, cellular components and 

molecular function analysis of GO analyses in acidic medium (pH 6.5) with differential 

expression. 

 

 

 

 

Figure 16. Alterations in gene expression in DLD-1 cells cultured in acidic medium (pH 

6.5). The genes that were significantly up-regulated in the microarray analysis were analyzed by 

Gene Ontology with DAVID. The top 10 terms were selected by of enrichment score. 
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2.2．酸性条件下での DLD-1 細胞の発現遺伝子のパスウェイ解析 

 

 GO 解析で得られた機能群から、その機能群がどのような分子間ネットワークのつ

ながりがあるのか調べるために KEGG 解析を行った。pH 6.5 の培養液で培養された

DLD-1 細胞において、pH 7.4 のときと比べて発現が有意に上昇した遺伝子群を KEGG 

Pathway で解析した。その結果、Steroid hormone biosynthesis、Protein digestion and 

absorption 及び cGMP-PKG signaling pathway などの経路が変動していることがわかった 

(Fig.17)。 

 

 

Figure 17. KEGG pathway analysis of expressed genes in DLD-1 cells cultured in acidic 

medium (pH 6.5). The top ten enriched pathways were identified in KEGG analysis under 

acidic medium (pH 6.5) with differential expression. 

 

2.3.  TFF2 を含む条件培地下における DLD-1 細胞の発現遺伝子の GO 解析 
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 mTFF2 細胞の培養上清のサンプルにおいて、ウエスタンブロッティングにより

TFF2 タンパク質の発現の確認を試みたところ、培養上清中に、mTFF2 が分泌されて

いることを確認することができた (Fig.18)。mTFF2 細胞が産生する TFF2 は、GFP と

の融合タンパク質として約 42kDa のタンパク質として分泌されると予想される。

Fig.18 により、培養上清には抗 TFF2 抗体、あるいは抗 GFP 抗体により 42kDa から

52kDa の、複数のバンドが検出された。「緒言」で述べたように TFF2 は翻訳後の糖鎖

修飾により 8-10kDa 程度の大きなバンドとして検出されることが報告されており

[15]、42kDa から 52kDa のバンド群は、mTFF2-GFP の融合タンパク質であり、mTFF2

は培養上清に分泌されていることが確認された。次に mTFF2 を含む条件培地と

mTFF2 を含まないコントロール条件培地を準備し、これらの条件培地で DLD-1 細胞を

それぞれ 48 時間培養し、細胞を回収してマイクロアレイによる遺伝子発現解析を行っ

た。2 つの条件培地で培養した DLD-1 細胞における遺伝子発現を比較した結果、51680

個の遺伝子の中から 557 個の遺伝子が、mTFF2 を含む条件培地を用いた場合に有意な

発現上昇をしていることが分かった。その中で 357 個に DAVID の遺伝子 ID がヒット

し、チャートによるアノテーションは 154 個同定された。TFF2 を含む条件培地により

DLD-1 細胞の遺伝子発現が亢進したのは、生物学的プロセス (BP) では Lipid 

hydroxylation、Retinol metabolic process 及び、Cellular response to cAMP (Fig.19A)、分子

構成 (CC) では Plasma membrane、Cell surface 及び Extracellular region (Fig.19B)、分子

機能 (MF) では Actin binding、Estrogen 16 alpha-hydroxylase 及び Actin filament binding

などであった (Fig.19C)。さらに発現が有意に変動した遺伝子群全体で GO 解析を行

い、有意な P 値を示したものは、上位から Fibronectin type-Ⅲ3、Plasma membrane 及び

Actin binding に関連する遺伝子が変化したことが明らかとなった (Fig.20)。特に、

Fibronectin type-Ⅲ domain-containing protein 3B (FNDC3B) や Fibronectin type-Ⅲ domain-
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containing protein 5 (FNDC5) は、マイクロアレイの生データの結果においても有意に発

現が上昇していることが明らかとなった。 

 

 

Figure 18. Secretion of mTFF2-GFP fusion from mTFF2 stably expressing DLD-1 cells. 

Culture supernatant of DLD-1 cells expressing 42kDa mTFF2-GFP fusion protein stably (lane Ⅰ 

and Ⅲ) that of control DLD-1 cells (lane Ⅱ and Ⅳ) were carried out for Western blotting using 

anti-TFF2 antibody or anti-GFP antibody. TFF2, Trefoil Factor 2; GFP, green fluorescent 

protein. 
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Figure 19. Gene ontology analyses on genes upregulated in DLD-1 cells by mTFF2-

containing conditioned medium. Microarray analyses and following GO analyses were carried 

out on mRNAs from DLD-1 cells cultured 48 h in mTFF2-containing conditioned medium and 

those in its negative-control conditioned medium. The top ten enriched items by TFF2-

containing conditioned medium on GO analyses of biological process, cellular components and 

molecular function were shown. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Up-regulated gene groups in DLD-1 cells cultured in mTFF2-containing 

conditioned medium. Microarray analyses and following GO analyses were carried out on as 

described in Figure 19 legend. Changes in gene expression in DLD-1 cells were 

comprehensively analyzed. The top 10 Gene Ontology terms are listed in order of enrichment 

score. 

 

2.4.  TFF2 を含む条件培地下における DLD-1 細胞の発現遺伝子パスウェイ解析 
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TFF2 を含む条件培地により、DLD-1 細胞において発現が上昇した遺伝子群を用いて

KEGG Pathway 解析したところ、上位から ECM-receptor interaction、Steroid hormone 

biosynthesis 及び PI3K-Akt signaling pathway などの遺伝子群の変化が見られた 

(Fig.21)。 

 

 

Figure 21. KEGG pathway analysis on upregulated genes in DLD-1 cells cultured in 

TFF2-containing conditioned medium. KEGG pathway analyses were carried out for 

upregulated mRNA by TFF2-containing conditioned medium revealed on microarray analyses. 

The top ten enriched pathways were shown. 
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3. 考察 

本章では酸性培地で培養した DLD-1 細胞、及び TFF2 を含む条件培地で培養した

DLD-1 細胞の遺伝子発現変動を調べる目的でマイクロアレイ解析を行い、DAVID によ

る GO 解析やパスウェイ解析により、変動した遺伝子群を可視化した。酸性培地と

TFF2 を含む条件培地では、共通して亢進する遺伝子群が存在した。これらの遺伝子に

は、酸性条件により誘導された TFF2 によって二次的に誘導される遺伝子が含まれる

ことが想定され、腫瘍の悪性化に対する TFF2 の関与を研究する上で、生理的意義の

深い遺伝子が含まれると思われる。そこで本項では、酸性培地と TFF2 を含む条件培

地で共通に発現増大が認められた遺伝子について調べた。酸性培地と TFF2 を含む条

件培地で共通して発現増大が認められた遺伝子群の第一は、Steroid hormone 

biosynthesis の経路に関する遺伝子群であることがわかった。また、ステロイドホルモ

ン経路における分子機能 (MF) 分類では、estrogen 16-alpha-hydroxylase の酵素関連遺

伝子群の発現が上昇していた。この酵素はエストラジオールの 16 位をヒドロキシル化

する酵素であり、乳がんにおいて活性が高まっており [52,53]、乳がんのリスクマーカ

ーとして腫瘍の発生率と相関していることが報告されている [54-56]。TFF はエストロ

ゲンとの関連が報告されており、第 1 章で述べたように乳がん患者では TFF1 と 3 の

血清レベルが高く悪性度と比例していると言われているが [8]、TFF2 においても乳が

ん細胞における運動活性やアポトーシス抑制作用がある報告があり、エストロゲンと

の関与は否定できない [57,58]。TFF と estrogen 16-alpha-hydroxylase の直接的な関係に

ついての報告は現在までに挙がっていないが、乳がんにおいても微小環境が酸性環境

であることは腫瘍形成、転移、薬剤耐性を引き起こす課題となっているため [59]、

TFF ファミリーとステロイド生合成経路との関係については、引き続き調べていく必

要がある。 
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第二の遺伝子群は、cGMP-PKG signaling pathway、Cellular response to cAMP 及び

PI3K-Akt signaling pathway などのシグナル伝達経路関連遺伝子群であり、細胞内のセ

カンドメッセンジャーとしてシグナル伝達に影響を与えることが分かった。cGMP 依

存性プロテインキナーゼ/プロテインキナーゼ G は cGMP によって活性化されるセリン

/スレオニン特異的プロテインキナーゼであり、標的をリン酸化して細胞分裂や核酸合

成の調節に関与している。シグナル経路である cGMP/PKG-MAPK シグナル伝達経路に

おいて cGMP/PKG が下流の MEK-ERK 経路を活性化し、肺転移などを促進させること

が報告されている [60]。cAMP は、カルシウムイオンとの Ca2+/cAMP シグナル伝達に

関与しておりホメオスタシスの面からもがんについて関わりが報告されている [61]。 

第三は、DLD-1 細胞は細胞膜 (cell membrane) に関する遺伝子の発現が誘導され

た。酸性環境において正常組織の特に胃における TFF2 遺伝子の発現上昇は、細胞膜

に関連する遺伝子の発現を誘導することにより、酸性環境から細胞を保護している可

能性がある。細胞膜には、酸ストレスから保護するメカニズムがあることが報告され

ており、膜流動性、膜脂質組成、代謝機能の変化は、酸性環境での生存戦略として機

能しているのかもしれない [62,63]。また TFF2 を含む条件培地使用時の結果では、

Plasma membrane に関する遺伝子発現がみられており、細胞膜関連に共通して上がっ

た。 

TFF2 を含む条件培地の結果は DLD-1 細胞において、細胞外基質であるフィブロネ

クチンやアクチン結合遺伝子の発現を誘導した。図には示せていないが、酸性培地に

おいてもフィブロネクチン系の遺伝子群が上昇していることが分かった。組織の分化

発生段階における TFF2 遺伝子の高発現は、細胞外基質であるフィブロネクチンやア

クチン結合遺伝子の発現を誘導し、細胞膜を保護している可能性が考えられた。がん

細胞においてフィブロネクチンは、細胞の足場として働き、シグナル伝達経路を介し

て急速な細胞の増殖、浸潤、転移を煽ることが報告されている [64,65]。アクチン結合
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遺伝子は、アクチン結合タンパク質であるα-アクチニンなどが挙げられる。アクチン

結合タンパク質は、アクチン細胞骨格のリモデリングにより、がん細胞の運動性増強

を促進することが報告されており、がんの浸潤・転移のプロセスにおいて重要なステ

ップであることが知られている [66,67]。 

これらの結果から、腫瘍細胞における低 pH はさまざまな遺伝子発現を変動させる

ことがわかった。特に、細胞膜や糖タンパク質関連遺伝子の発現を上昇させ、細胞外

のストレスから膜成分を守るように働いている可能性が示唆された。また TFF2 タン

パク質の機能としては、cell membrane、actin-binding 遺伝子及び Fibronectin など細胞

保護や細胞強固に働く遺伝子群の発現を上昇させることが明らかとなった。フィブロ

ネクチン系やアクチン系の上昇により、腫瘍の線維化に関与している可能性がある。

大腸がんによる線維化は転移や浸潤しやすいとの報告もある [64]。これらの遺伝子

は、組織の発生段階においても非常に重要な役割を果たしている。しかしその一方

で、がん細胞においては、転移・浸潤を促すようにも機能するため、TFF2 タンパク質

の発現は厳密に制御されなければならない。TFF2 タンパク質の発現制御については、

今後も引き続き調べていく必要がある。 

そこで第 3章ではこれらの遺伝子のうち腫瘍の悪性化に関わるフィブロネクチン系

遺伝子について、TFF2 への依存性の究明を進めることにした。 
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4. 小括 

 

本章では、pH 6.5 の酸性培養条件と、TFF2 を含む条件培地が DLD-1 細胞の遺伝子発

現に与える影響の解析について検討を行い、以下の知見を得た。 

 

1) 酸性条件下と TFF2 を含む条件培地の結果、DLD-1 細胞は、共通して細胞膜

関連遺伝子の発現を上昇させた。 

 

2) 酸性条件下において DLD-1 細胞は、ステロイドホルモン生合成経路を活性

化した。 

 

3) TFF2 を含む条件培地の結果は、DLD-1 細胞の細胞外基質関連遺伝子の発現

を上昇させた。 
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第 3 章 

TFF2 siRNA がフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子群に与える影響 

 

 本章では、第 2 章の結果より、酸性条件と TFF2 を含む条件培地の影響により DLD-

1 細胞において遺伝子発現の上昇が示唆されたフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子

に注目した。フィブロネクチンは一次構造に 3 種類の内部ホモロジーが存在し、それ

ぞれフィブロネクチンⅠ型ドメイン、フィブロネクチンⅡ型ドメイン、フィブロネクチ

ンⅢ型ドメインとなっている。細胞外マトリックスの重要な成分であるフィブロネク

チンはさまざまな種類の悪性腫瘍における腫瘍形成と悪性進行に関与していることが

わかっている [68]。TFF2 遺伝子とフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子の関係を明ら

かにするために TFF2 遺伝子が恒常的に発現している胃がん細胞由来株 KATOⅢ細胞

を用いて small interfering RNA (siRNA) を行った。KATOⅢ細胞は印環細胞型胃がん株

で、細胞内に粘液を貯留する印環型の細胞からなる腺がんであり、恒常的に TFF2 遺

伝子を発現している [69]。また、細胞間接着が喪失し、腺管形成がほとんどみられな

いという特徴的な病理組織像を示す。TFF2 に対する siRNA を 3 種類購入し、それら

の組み合わせによる RNA interfering (RNAi) 効果の検討を行った。 
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1. 実験材料及び実験方法 

1-1. 細胞及び継代 

 

本研究に使用した細胞株は以下の通りである。ヒト印環細胞型胃がん細胞 KATOⅢ 

(ATCC HTB-103) は、医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンクから入手、細胞

番号 JCRB0611、樹立者は Sekiguchi. M.である。KATOⅢ細胞の培養液は、10% FBS、

1% PC/SM、RPMI GlutaMax Medium 1640 培地 (Thermo Fisher Scientific) (pH7.4) を 45%

及び E-MEM (Eagle`s minimal essential medium) (Thermo Fisher Scientific) (pH7.4) を 45%

混合して作製した培地を使用した。37℃の加湿型インキュベーターを使用し、5% CO2

条件下で培養した。継代は、70%コンフルエント直前に PBS で洗浄後、トリプシン溶

液 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) で細胞を剥離し、遠心で回収し適当な細胞密度

になるように培地に懸濁した。なお、この細胞は TFF2 の発現に酸性培地は必要無い

ことが分かっているが、TFF2 の発現は KATOⅢ細胞に特異的であり他の樹立した胃細

胞や胃がん細胞では発現はみられていない [69]。 

 

1-2. RNA 抽出 

 

RNA 抽出は、TRIZOLTM 試薬で細胞を回収後、クロロホルム処理をし、エタノール

沈殿により核酸ペレットを獲得した。DEPC 水に溶解した沈殿物を DNase 処理し、フ

ェノール/クロロホルム処理後、エタノール沈殿により RNA を獲得した。RNA の純度

は、Nanodrop ND-1000 分光光度計 (NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, DE 

USA) 上の 260/280 nm および 260/230 nm 吸光比を使用して評価した。 

 

1-3. ウエスタンブロッティング  
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抽出した総タンパク質濃度は、BCA を使用して標準曲線を作成して、BCA タンパク

質アッセイキット (TAKARA BIO Co., Ltd, Shiga, Japan) で測定した。抽出されたタン

パク質は、4×Sample Buffer (277.8mM Tris, 4.4% SDS, 44.4% Glycerol, 0.02% 

Bromophenol Blue, pH 6.8) に２-メルカプトエタノール (2-ME)を添加し可溶化後、5%-

20% SDS-ポリアクリルアミドゲル (ATTO CO., LTD., Tokyo, Japan)を用いて 20 mA 固

定でおよそ 1 時間泳動した。PVDF 膜 (Merck Millipore Ltd) に転写した後、一次抗

体として抗 TFF2 (1:500; Proteintech Group Inc, Rosemont, IL, USA) 、抗 FNDC3B 

(1:500; Proteintech Group Inc, Rosemont, IL, USA) と抗 β-actin (1:2000; Proteintech 

Group Inc, Rosemont, IL, USA) を用いて 4℃で一晩反応させた。二次抗体は、HRP 標

識された抗 rabbit 抗体 (1:2000; Dako, California, USA) を用いて、25℃、1 時間インキ

ュベートした。全ての抗体は 1% スキムミルク (in TBS-T) で希釈した。検出は、ELC

検出キット (PerkinElmer, Inc, Waltham, MA, USA) を用いて発光を確認し、ChemiDoc 

Touch イメージングシステム (BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA) で撮影した。 

 

1-4. TFF2 siRNA の配列及び KATOⅢ細胞へのトランスフェクション 

 

ヒトの TFF2 遺伝子のコード配列に対して設計された siRNA (Qiagen N.V., Venlo, 

NLD) のターゲット配列は、TFF2_2 は 5`-ATGGTTTAACATATAATTTCT-3´、TFF2_3 

は 5´-TCGGAAGTGCTGCTTCTCCAA-3´及び TFF2_7 は 5´-

TTTCAATGGTTTAACATATAA-3´であり、QIAGEN 社より購入した。KATOⅢ細胞は

6-well のプレート (Thermo Fisher Scientific) に 2×105  cells/well になるよう播種し、一

晩インキュベートした。siRNA は、TFF2_2、TFF2_3、TFF2_7、TFF2_2 / 3、TFF2_2 / 

7 及び TFF2_3 / 7 の 2 種類の混合液の組み合わせを検討した。ネガティブコントロー
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ルとして、ポジティブな活性のある siRNA の配列をランダマイズした Nega_siRNA を

使用した。トランスフェクションの前に培地を Opti-MEM (低血清培地, pH7.4) に変更

し、24 時間培養後、siRNA をトータル 41.625 μL になるようにそれぞれ調製し、全体

量 2000 μL の培地に対して最終的な濃度が 25 nM になるようにした。濃度を均等にす

るためしっかり混合した後、培養液として加え、37℃、5% CO2インキュベーターに入

れ 48 時間培養した。コントロールは、KATOⅢ細胞を Opti-MEM により 48 時間培養

した細胞を用いた。ウエスタンブロッティングに用いる蛋白質溶液は、タンパク質分

解酵素阻害剤 (Merck Millipore Ltd, Darmstadt, Germany) を添加済みの RIPA バッフ

ァー(Santa Cruz biotechnology., Dallas, TX, USA) を用いて作製した。 

 

1-5. 定量的リアルタイム RT-PCR による TFF2 遺伝子のノックダウン効率の測定 

 

KATOⅢ細胞を 2×105 cells/well になるよう 6 ウェルのプレート (Thermo Fisher 

Scientific) に撒いて一晩インキュベートした。抑制効率を比較するため siRNA は、

TFF2_2、TFF2_3、TFF2_7、TFF2_2 / 3、TFF2_2 / 7 及び TFF2_3 / 7 の混合液を準備し

た。RNA 抽出は、TRIZOLTMで細胞を回収後、クロロホルム処理をし、エタノール沈

殿により核酸ペレットを獲得した。DEPC 水に溶解した沈殿物を DNase 処理し、フェ

ノール/クロロホルム処理後、エタノール沈殿により RNA を獲得した。RNA の純度

は、Nanodrop ND-1000 分光光度計 (NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, DE 

USA) 上の 260/280 nm および 260/230 nm 吸光比を使用して評価した。濃度測定した

RNA から High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

を用いて cDNA を作製し、Fast SYBRTM Green Master Mix (Applied Biosystems) を使

い、リアルタイム PCR を行った。使用したプライマー配列は TFF2  (5´-

CAAAGCAAGAGTCGGATCAG-3´および 5´- CCAGGGCACTTCAAAGATG -3´) 、
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FNDC3B (5´- CCACCTGTTACCGGACCTG -3´および 5´- TGATGTAGGTTGACATTC C-

3´)、FNDC5 (5´- TGTTCCTTCTCACCTCCATC -3´および 5´- 

GCAAGCCGTAACCAAAACC -3´) 、-actin (5´- CCTGGCACCCAGCACAAT-3´および

5´- GCCGATCCACACGGAGTACT -3´)である。内在性コントロールとして-actin を使

用した。検出は、Applied Biosystems○R7900HT Fast リアルタイム PCR システムで行っ

た。プライマーセットの特異性を評価するために、各 PCR アンプリコンの融解曲線を

分析した。これらの操作は 2 回繰り返した。 

 

1-6. 統計解析 

  

2 群間の比較にはノンパラメトリック検定である Mann-Whitney U 検定を使用した。

3 群以上の比較においては、有意水準が上がるため 2 群検定を繰り返すことはできな

いため、多重比較に適した Dunnett’s 検定を行い、対照群と他群との比較を行った。こ

れらの統計解析には、GraphPad Prism 5 (GraphPad software Inc., San Diego, CA, USA) ソ

フトウェアを使用した。P < 0.05 を統計的に有意とした。 

 

2. 実験結果 

2.1.  KATOⅢ細胞における TFF2 siRNA の発現抑制効果 

 

TFF2 を恒常的に発現している胃がん細胞由来株 KATOⅢ細胞において、TFF2 の発

現が siRNA によって抑制できるかを調べた。内部標準は-actin を用いた。コントロー

ルは、siRNA を使用していない KATOⅢ細胞であり、Real time RT-PCR における相対

比較において TFF2 遺伝子発現は 1 とした。siRNA TFF2_2、TFF2_3 と TFF2_7 による
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発現抑制効果を Real time RT-PCR で確認したところ、それぞれ単独の siRNA におい

て、TFF2 mRNA の発現は有意に下がっていることがわかった。Fig.22 において、ネガ

ティブコントロールは図に示せていないが TFF2 遺伝子発現量に影響を与えないこと

を確認した。TFF2 遺伝子の発現は、siRNA の組み合わせによっても有意に下がってい

ることがわかった (Fig.22)。siRNA_2 と siRNA_3 による TFF2 タンパク質発現抑制効

果はそれぞれで確認でき、siRNA _2 /3 の混合液において TFF2 タンパク質発現の抑制

効果が確認された (Fig.23)。一方、Fig.23 のウエスタンブロッティングの結果では、-

actin のタンパク質発現量低下がみられるので、Real time RT-PCR の補正に使うのには

良い遺伝子では無かった。 

 

 

Figure 22. Inhibition of TFF2 mRNA expression by TFF2 siRNAs. KATO III cells were 

spread on 6-well plates (Thermo Fisher Scientific) to 2×105 cells/well, transfected with each 

TFF2 siRNAs, and incubated further for 48h. Total RNA was applied for RT-PCR analyses 

with -actin as a reference. (A) Inhibition of TFF2 mRNA expression by siRNA_2, siRNA_3, 

and siRNA_7, respectively. (B) Inhibition of TFF2 mRNA expression by siRNA_2 / 3, 

siRNA_2 / 7, and siRNA_3 / 7, respectively. (* P < 0.05; Mann–Whitney U test) Error bars 

indicated mean standard error (SE).  
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Figure 23. Inhibition of TFF2 protein expression by TFF2 siRNAs. KATO III cells were 

spread on 6-well plates to 2×105 cells/well, transfected with each TFF2 siRNAs, and incubated 

further for 48h. Total protein was applied for Western blot analyses with anti-TFF2 mAb. 

Inhibition of TFF2 protein expression by siRNA_2, siRNA_3, and siRNA_7, siRNA_2 / 3, 

siRNA_2 / 7, and siRNA_3 / 7, respectively. 

 

2.2. TFF2 siRNA がフィブロネクチンⅢドメインファミリーの FNDC3B 遺伝子及び

FNDC5 遺伝子の mRNA とタンパク質に与える影響 

 

第 2 章において、TFF2 タンパク質により発現が上昇することが示唆された

Fibronectin type-Ⅲdomain containing protein 3B (FNDC3B) と Fibronectin type-Ⅲdomain 
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containing protein 5 (FNDC5) の発現変動を Real time RT-PCR で確認した。ネガティブ

コントロールである Nega_siRNA は図に示せていないが TFF2, FNDC3B, FNDC5 遺伝子

の発現量に影響を与えない事を確認した。Fig. 25 のウエスタンブロッティングの結果

では、-actin のタンパク質発現量低下がみられるので、Real time RT-PCR の補正に使

うのには良い遺伝子では無かった。しかし、siRNA により TFF2 遺伝子の発現を抑制

すると、-actin で補正してなお、FNDC3B と FNDC5 遺伝子は有意に mRNA が抑制さ

れることが明らかとなった (Fig.24)。また、FNDC3B の発現をウエスタンブロットに

より確認したところ、siRNA 2 /3 の混合液においてタンパク質発現の抑制が確認され

た (Fig.25)。 

 

 

Figure 24. Alteration of FNDC3B and FNDC5 mRNA expression by TFF2 siRNA. KATO 

III cells were spread on 6-well plates to 2×105 cells/well, transfected with TFF2_2/3 mixed 

siRNA, and incubated further for 48h. Total RNA was applied for RT-PCR analyses with b-
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actin as a reference. (* P < 0.05; Mann–Whitney U test) Error bars indicated mean standard 

error (SE).  

 

 

Figure 25. Alteration of FNDC3B protein expression by TFF2 siRNA. KATO III cells were 

spread on 6-well plates to 2×105 cells/well, transfected with TFF2_2/3 mixed siRNA, and 

incubated further for 48h. Total protein was applied for Western blot analyses with anti-

FNDC3B mAb. 
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3. 考察 

本章では、TFF2 siRNA を用いて TFF2 の mRNA とタンパク質の発現が抑制される

ことを確認した。また、KATOⅢ細胞におけるフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子

の FNDC3B の発現が TFF2 の siRNA により抑えられることが mRNA とタンパク質の

両方のレベルが明らかとなり、TFF2 が FNDC3B の発現を正に調節することが示唆さ

れた。 

第 2 章のマイクロアレイ解析の結果では、TFF2 タンパク質を含む条件培地によりフ

ィブロネクチンの遺伝子群の発現が有意に上昇していた。また、酸性条件下のマイク

ロアレイの解析結果でもフィブロネクチンⅢ型ドメインの遺伝子発現の上昇が確認さ

れており、特に FNDC3B と FNDC5 遺伝子の発現が有意に上昇していた。本章の実験

により、フィブロネクチンの遺伝子やタンパク質の発現は、TFF2 遺伝子の siRNA で

抑制されるという新しい知見を得ることができた。これまでに、TFF2 遺伝子とフィブ

ロネクチン遺伝子群との関係についての報告はなく、TFF2 タンパク質の新しい機能を

明らかにした。フィブロネクチンⅢ型ドメイン含有タンパク質は膜結合タンパク質で

あり [70]、FNDC3B や FNDC5 遺伝子とがんとの関係についての報告は多い。FNDC3B

は大腸がんにおいて、PI3K/mTOR シグナル伝達を介した複数の過程を経て増殖や浸潤

作用があることが報告されており [71]、また、子宮頸部扁平上皮がんにおいては発が

んから増殖、細胞周期プロセス、遊走及び浸潤作用を促す報告がある [72,73]。FNDC5

タンパク質は一部が切断されることにより、イリシン (112aa ペプチド) を放出すると

いうプロホルモンであり、肺がん、消化器がん及び卵巣がんなど、がん組織において

イリシンレベルの上昇が報告されている [74-76]。がんの悪性化を抑制するためには、

これら FNDC3B や FNDC5 の発現を制御することが必要であると考えられる。TFF2 タ

ンパク質がこれらの遺伝子発現を正に調節することが示唆されたことから、がん細胞

における TFF2 mRNA の発現上昇は、がん悪性化の促進剤としての役割があることを
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示唆している。本研究により、siRNA による TFF2 mRNA の発現阻害が FNDC3B や

FNDC5 の発現を抑制したことから、がん細胞における TFF2 mRNA の発現抑制は腫瘍

の悪性化のブレーキとなり得るかもしれない。TFF2 発現制御機構に関して、さらなる

探求が望まれる。 
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4. 小括 

 

本章では、TFF2 がフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子の発現を正に調節している

かを調べる目的で、TFF2 を恒常的に発現する胃がん細胞 KATOⅢを用い、TFF2 の

siRNA による発現阻害がフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子の発現を阻害するかを

検討し、以下の知見を得た。 

 

1) 購入した TFF2 siRNA が、期待通りに、TFF2 の mRNA とタンパク質発現を阻

害することを KATOⅢ細胞において確認できた。 

 

2) siRNA_2 / 3 の組み合わせを利用して、TFF2 の発現を阻害したところ、フィブ

ロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子の FNDC3B と FNDC5 遺伝子の発現と

FNDC3B タンパク質の発現が有意に抑制されることが明らかになった。この

結果は、TFF2 がフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子の FNDC3B と FNDC5

を正に制御していることを示唆している。 
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第 4 章 

TFF2 を含む条件培地が細胞内代謝経路へ与える影響 

 

生物が生命活動を維持する際には様々な代謝物質を産出している。それら代謝産物を

網羅的に解析することは、トランスクリプトーム解析よりも直接的に表現型に近い情

報を得ることができると考えられている。さまざまオミックス解析の中でも比較的新

しい分野であるメタボローム解析は、質量分析計にて代謝産物を網羅的に検出するこ

とにより、生体内の代謝がどのように変化しているのか把握・推測することができる

一つのツールとして近年着目されている。がん細胞は正常細胞と比べるとさまざまな

変化を遂げており、代謝に関する経路もリプログラミングすることによって生存、増

殖及び転移などを可能にしている。特に、旺盛な細胞増殖に必要なエネルギーや材料

を供給する際に受ける酸化ストレスなどの細胞内環境変化に対応するためには、酸化

還元電位を正常に保つ仕組みが再構築される必要がある [77]。そのためには、アミノ

酸が重要な役割を担っており、グリコーゲン代謝や脂質合成経路の基質として働き、

その他、生理活性物質の前駆体としても重要な生理機能を果たしていると考えられて

いる [78]。本章では、培養上清中に含まれる TFF2 タンパク質が DLD-1 細胞の細胞内

代謝物にどのような影響を及ぼすのかメタボローム解析による包括的な代謝産物の検

出を行い、次に、第二章のトランスクリプトーム解析で得られたマイクロアレイデー

タを用い、網羅的トランスクリプトーム及びメタボローム統合解析を行うことで、細

胞外に存在している TFF2 タンパク質ががん細胞の生存にどのような影響を与えてい

るのか明らかにすることを試みた。 
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1. 実験材料及び実験方法 

1-1. 試料 

 

 DLD-1 細胞にマウスの TFF2 遺伝子を導入した安定発現株 [5] (mTFF2 細胞) と、

通常培養の DLD-1 細胞 (コントロール) は RPMI GlutaMax Medium 1640 で培養した。

6×105 cells/well に調整し 60 mm シャーレ (Thermo Fisher Scientific) に播種し、細胞が

底面に定着したことを確認した後、培地を Opti-MEM 培地に交換した。培養は、それ

ぞれ 48 時間 (37℃、CO2濃度 5%) 行った。回収した培養上清液を条件培地（TFF2 を

含む培地／コントロール（含まない培地））とした（第 2 章 1-2 マイクロアレイに

用いた試料参照）。この TFF2 を含む培地とコントロール条件培地を用いて、DLD-1

細胞を 48 時間それぞれ培養した後、DLD-1 細胞をそれぞれ回収した。回収した細胞と

条件培地をそれぞれメタボローム解析に使用し、比較した (Fig.26)。 
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Figure 26. DLD-1 cells were cultured with Opti-MEM medium containing TFF2 protein. 

DLD-1 cells stably expressing mTFF2-GFP protein were cultured with Opti-MEM medium 

(pH7.4) for 48 h, and culture supernatant containing secreted TFF2 protein was collected and 

used as conditioned medium. Conditioned medium using DLD-1 cells which was not expressing 

mTFF2 was used as control conditioned medium. Each of the conditioned mediums was used 

for culturing of DLD-1 cells to examine the effect of secreted TFF2 protein contained in the 

conditioned medium on metabolites. Metabolites were tested by Metabolomic analysis. 

Metabolites in conditioned medium were also tested by metabolomic analysis. 

 

1-2. 細胞及び継代 

 

 本研究に使用した細胞株は以下の通りである。ヒト結腸腺がん由来細胞 DLD-1 

(American Type Culture Collection [ATCC] CCL 221, ATCC, Manassas, VA, USA)の

培養は、10% FBS（Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) 、ペニシリン 

(10,000 U/mL) /ストレプトマイシン (10,000 μg/mL) (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) (終濃

度が 1%となるように添加、以下 1%PC/SM) を添加した RPMI GlutaMax Medium 1640

培地を用いた。37℃の加湿型、5% CO2条件下で培養した。継代は、70%コンフルエン

ト直前に PBS で洗浄後、トリプシン-EDTA 溶液 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 

Osaka, Japan) で細胞を剥離し、適当な細胞密度になるように培地に懸濁した。 

 

1-3. メタボローム解析のためのサンプル調製【細胞】 

 

 島津製作所のプロトコルを参考に行った。細胞は DLD-1 細胞を使用した。細胞を 6

×105 cells/well に調製し 60 mm シャーレ (Thermo Fisher Scientific) に撒いた。培地は
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TFF2 を含む条件培地 (48 時間培養した mTFF2 細胞の培養上清を用いた)、あるいは

TFF2 を含まないコントロール条件培地 (48 時間培養した DLD-1 細胞の培養上清を用

いた) に交換し、48 時間培養後に培地を吸引し、DLD-1 細胞を回収した。PBS (4℃) 2

回洗浄し、吸引を 2 回繰り返した。PBS を除去した後、メタノール (-20℃) を 1 mL

添加した。セルリフターで細胞を剥離し、2 mL マイクロチューブに回収した。well に

メタノール (-20℃) を 0.5 mL 追加し、先ほどの 2 mL マイクロチューブに追加回収し

た。すぐに-80℃に入れて、次のサンプルの回収作業を行った。すべてのサンプルが揃

った後、細胞懸濁液をボルテックス（最大回転速度で 5 分）かけた。液体窒素にて凍

結 1 分間、その後室温で溶解約 5 分間、超音波で 5 分間かけた。この作業を 2 回実施

して計 3 回行なった。4 ℃において 14,000 rpm の 15 分間遠心し上清を 2 mL チューブ

に回収した。細胞ペレットに MilliQ 水 0.5 mL 添加しボルテックス後氷上で 10 分間静

置させた。4℃において 14,000 rpm の 15 分間遠心後、再度 2 mL チューブに上清を回

収した。1 mg/mL の 2-イソプロピルリンゴ酸を 5 L 加え、30 秒間ボルテックスをし

た。2 本の 1.5 mL チューブに等量分注し、スピードバックで完全に乾燥させた。実験

の再現性を確認するため、独立した 3 回の実験を行った。 

 

1-4. メタボローム解析のためのサンプル調製【培養上清】 

 

島津製作所のプロトコルを参考に行った。TFF2 を含む条件培地（mTFF2 細胞の培養

上清液 ）、あるいは TFF2 を含まないコントロール条件培地（DLD-1 細胞の培養上清

液) について、3mL を冷却したアセトン (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 12mL と

混和後、-30℃で 2 時間以上一晩まで十分に反応させた。その培養上清を 50 μL とりマ

イクロチューブに入れた。その後、2-イソプロピルリンゴ酸 (Sigma-Aldrich Co., LLC, 

Missouri St. Louis, USA) (1 mg/mL) を 5 μL 加え、ボルテックスを 30 sec 行った。次
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に、メタノール:水:クロロホルム (2.5:1:1) を調製し、250 μL 加えてからボルテックス

を 30 sec 行った。それらを、37℃、200 rpm で 30 分間振盪した後、4℃、15000 rpm で

5 分間遠心を行い、上清を新しいマイクロチューブに移した。さらに、Milli Q 水を

200 μL 加え、30 sec ボルテックスし、4℃、5 分間 15000 rpm で遠心した。上清 250 μL

を新しいチューブに移し、スピードバックで完全に乾燥させた。実験の再現性を確認

するため、独立した 3 回の実験を行った。 

 

1-5. 代謝産物の抽出と誘導体化 

 

代謝産物の抽出と誘導体化は共同研究先である大分大学医学部全学研究推進機構に

委託し、次の操作によりサンプルを調製した [79]。Bligh-Dyer 法を使用して、代謝物

を抽出した。サンプルを凍結乾燥させた各チューブに 400 μL の冷リン酸緩衝生理食塩

水を加え、ビードビーター型のホモジナイザー (μT-12, Taitec Co., Saitama, Japan) に

て、サンプルを 2,200 rpm で 30 秒間ホモジナイズした。すぐに、500 μL の冷メタノ

ールと 250 μL の冷クロロホルムを各均質化サンプルに加え、続いて 2 分間ボルテッ

クスした。内部標準溶液 (2-イソプロピルリンゴ酸、1 mg/mL) 5 μL を混合物に加え、

混合物を室温で 5 分間静置した。次に、250 μL の Milli Q 水と 250 μL のクロロホル

ムを各サンプルに加え、 2 分間ボルテックスした。次いで、混合物を室温で 6 分

間、14,000 rpm で遠心分離した。500 μL の上清を新しいチューブに移し、室温でエッ

ペンドルフ濃縮器により 3 時間乾燥した。完全に乾燥したサンプルをピリジン中の塩

酸メトキシアミン (20 mg/mL) 80 μL と合わせ、30 秒間ボルテックスし、固体が完全

に分散するまで 30 秒間超音波処理した。サンプルを 30°C で 90 分間、200 rpm 

(BioShaker TM、株式会社タイテック、埼玉県）遠心した。80 μL の N-メチル-N-トリメ

チルシリルトリフルオロアセトアミドをサンプルに加え振とう後、BioShaker を使用
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して 37°C、200 rpm で 30 分間さらに振とうした。最後に、誘導体化されたサンプル

を 14,000 rpm で 5 分間、室温で遠心分離し、マイクロチューブを使用して 100 μL 

の上清を GC-MS バイアルに移した。 

 

1-6. メタボローム分析 

 

共同研究先である大分大学医学部全学研究推進機構に委託し、以下の操作を行った 

[79]。 代謝物の分析は、ガスクロマトグラフ質量分析 (GC-MS/MS) により実行し

た。GC-MS / MS 分析は、多重反応モニタリングモードで分析した。GC-MS/MS 分析

は、以下の装置で行った。GC-MS/MS 分析は、DB-5 キャピラリーカラム (長さ 30 

m、内径 0.25 mm、膜厚 1.00 μm; AgilentTechnologies 製) を備えた GCMS-TQ8040 シス

テム (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) で実行した。誘導体化した試料溶液の各 1.0 

μL ずつの分注は、オートインジェクター (AOC-20i, Shimadzu Corporation, Kyoto, 

Japan) を使用して、スプリットレスモードで気液クロマトグラフィー (GC) カラムに

自動的に注入した。GCMS-TQ8040 分析には、インジェクター温度は 280°C に維持さ

れた。キャリアガスはヘリウムを用い、流速は 39.0 cm/s の一定流量で行った。GC カ

ラムの温度は、100°C で 4 分間保持した後、 100°C から 320°C までを 4 分で上昇

するようにプログラムした。その後、320°C でさらに 11 分間維持し、GC の合計実

行時間は 37 分だった。質量分析のトランスファーラインとイオン源の温度は、イオ

ン源温度 200°C 、インターフェース温度 280°C 、イオン化電圧は 70 eV とした。衝

突誘起解離にはアルゴンを使用した。代謝物の検出は Smart Metabolites Database Ver. 2 

を用いて、先行研究方法に若干の修正を加えて行った [20]。抽出液に含まれる 2-イソ

プロピルリンゴ酸は、GC-MS/MS 分析装置の安定性を評価するために使用した。ピー

ク同定は自動的に行われ、特定のプリカーサーイオンとプロダクトイオン、および保
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持時間に基づいて手動で確認した。各化合物のピーク面積と内部標準物質 (2-イソプ

ロピルリンゴ酸) のピーク面積との比を内標比として算出し、標準化した。 

 

1-7. 多変量解析 

 

共同研究先である大分大学医学部全学研究推進機構に委託し、以下の操作を行った 

[79]。質量分析より得られた結果 (データベースに対して同定された代謝物名、保持時

間、面積値、質量数など) を精査し、SIMCA version 13.0 (Umetrics 社) で多変量解析を

行った。多変量解析で、はじめに PCA 法で大まかに群が分けられることを確認した

後、OPLS-DA 法でより詳細に群別の情報を解析した。さらに、S-plot を用いて、2 つ

以上のクラスを有する OPLS-DA 法などの多変量分類を視覚化した。S-plot は、代謝物

とモデル化されたクラス指定の間の共分散と相関の両方を可視化することができる。

統計的有意性 (0.8 < p (corr) < 1.0 または −1.0 < p (corr) < −0.8 ) によって信頼性を可視

化した。 

選択されたデータは平均値 ± 標準誤差として表され、IBM SPSS Statistics 22 (Armonk, 

NY, USA) による Student’s t-test を使用して比較した。 

 

1-8. Pathway 解析 

 

 メタボローム解析で得られた代謝物は、代謝物解析用ソフトウェア Metaboanalyst 

6.0（https://www.metaboanalyst.ca/）を用いて解析した。有意な発現を示したそれぞれの

代謝物は、ヒトにおける低分子代謝物に関するデータベース Human Metabolome 

Database (HMDB) の化合物 ID を参照し、その ID を基に Pathway Analysis（MetPA）を
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行った。次に、HMDB の ID とともに、第 2 章で得られたマイクロアレイデータのう

ち、有意な発現上昇を示した各遺伝子の Entrez Gene ID（National Center for 

Biotechnology Information が提供するさまざまデータベースに使用される Gene ID）を

用いて Joint Pathway Analysis を行った。この Joint Pathway Analysis は、Pathway レベル

におけるトランスクリプトミクスおよびメタボロミクスデータの統合分析用に設計さ

れたシステムである。 

 

2. 結果 

2-1. TFF2 を含む条件培地が DLD-1 細胞の代謝経路に与える影響  

 

用いた培養条件の違いから、コントロール条件培地 (Opti-MEM 培地を使用して 48

時間 DLD-1 細胞を培養した上清) と TFF2 を含む条件培地 (Opti-MEM 培地を使用して

48 時間 mTFF2 細胞を培養した上清) の 2 つの名称に分けた。コントロール条件培地と

TFF2 を含む条件培地により培養された DLD-1 細胞は各 4wells ずつそれぞれ別に回収

し、メタボローム解析を行った。計 8 サンプルについて SIMCA (ver13.0) を用い PCA

法で多変量解析したところ、大きく 2 群に分けられることが確認でき、コントロール

条件培地と TFF2 を含む条件培地で培養されたそれぞれの DLD-1 細胞に存在する代謝

産物は異なっていることがわかった (Fig.27)。次に、どのような代謝物がこれらの群

を分ける要因となったかを、OPLS-DA 法で解析し、S-plot を用いて視覚化した 

(Fig.28)。この図の 1 点は代謝物 1 個のデータと対応しており、中心をゼロ点とし、上

下が有意差、左右が量の変化を示している。左側の赤色はコントロール条件培地を用

いたときに有意に変動した細胞内代謝物、右側の青色は TFF2 を含む条件培地を用い

たときに有意に変動した細胞内代謝物を示している。TFF2 を含む条件培地により培養

された DLD-1 細胞は、コントロール条件培地を使用したものと比べると、12 個の代謝
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物が増加しており (Table 1)、GABA (4-Aminobutyric acid)、クレアチニン (Creatinine)、

システイン (Cysteine) や乳酸 (Lactic acid) からタウリン (Taurine)、ノルバリン 

(Norvaline) までが有意に増加していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27. Multivariate analyses on metabolites extracted from DLD-1 cells reveal 

alteration in their compositions by the TFF2 protein-containing conditioned medium. 

Metabolome analyses were carried out on DLD-1 cells cultured with control or TFF2-

containing conditioned medium. Results of multivariate analyses using PCA method on cellular 

metabolites are shown in the score plot. Eight samples are clustered into two groups, which 

corresponded to the control supernatant group and the TFF2 protein-containing supernatant 

group. 
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Figure 28. S-plot analyses reveal big alterations in metabolites by the TFF2 protein-

containing conditioned medium. Metabolome analyses were carried out on cellular 

metabolites extracted from DLD-1 cells which were cultured with control or TFF2-containing 

conditioned medium as described in Figure 27. Following multivariate analyses using OPLS-

DA method, results were visualized by S-plot. In this S-plot, single dot corresponds to one 

metabolite, and horizontal and vertical direction represents changes in quantity and significant 

differences between the two conditions, respectively, with zero at the center. Red dots indicate 

metabolites with high in the control conditions, while blue dots were high in TFF2-containing 

conditioned medium. Green dots mean commonly observed metabolites between the two. 
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Table 1. Metabolites upregulated in DLD-1 cells cultured with TFF2-containing 

conditioned medium. 

 

*Metabolites significantly increased in DLD-1 cells grown in TFF2 protein-containing 

conditioned medium compared with control conditioned medium were shown. 

 

2-2. TFF2 を含む条件培地による DLD-1 細胞内の代謝経路の変化 

 

 Table 1 で示した 12 個の代謝物について、下記の方法を用いて詳細なパスウェイ解

析を行った。マギル大学の Jianguo Xia 氏が開発したフリーの代謝物解析用ソフトウェ

ア MetaboAnalyst 6.0 を用いて、Metabolic Pathway Analysis (MetPA) を行い、これらの

代謝物が産生されるパスウェイを調べた (Fig.29)。次に、Table1 で抽出された代謝物

の中に、特定の代謝経路に関わっている中間産物がいくつ Hit するかその割合により

有意に活性化されたと判断する Metabolite Set Enrichment Analysis (MSEA) を用いて、

活性化された経路を調べた (Table 2)。MetPA および MSEA の両方で有意であると判定

Metabolite* p(corr)[1]

4-Aminobutyric acid 0.974128

Creatinine 0.951879

Cysteine 0.939678

Lactic acid 0.926438

Cadaverine 0.910375

Hypotaurine 0.908792

3-Aminopropanoic acid 0.904564

3-Hydroxyisobutyric acid 0.869284

Taurine 0.841741

5-Aminovaleric acid 0.841037

Oleamide 0.831505

Norvaline 0.812231
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された代謝経路には、タウリン・ヒポタウリン代謝経路やグルタチオン代謝経路があ

ることが明らかとなった。 

 次に、トランスクリプトーム/メタボローム解析の統合解析を行った。本論文、第 2

章で得られたマイクロアレイデータ（TFF2 を含む条件培地で培養した DLD-1 細胞の

遺伝子発現変化）で有意な変動が見られた遺伝子群の各 EntreZ ID と、メタボローム解

析で検出された化合物の Human Metabolome Database (HMDB) ID を用いて、

MetaboAnalyst 6.0 の Pathway Analysis、Joint Pathway Analysis を行った (Fig.30)。その

結果、Fig.29 では得られなかった、Retinol metabolism や Linoleic acid metabolism などの

代謝経路が検出された。さらに、関与する化合物の Hit 数で解析を行う MSEA を行

い、MetPA と共通して有意に変動が見られた経路に、タウリン・ヒポタウリン代謝経

路が関わっていることが明らかとなった (Table 3)。 
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Figure 29. Metabolic pathway analysis (MetPA) on cellular metabolites of DLD-1 cells 

altered by TFF2 conditional medium. Metabolic pathway analyses were carried out for 12 

metabolites shown in Table 1. Horizontal direction represents pathway impact that means 

indicating a greater impact on other metabolic pathways, while vertical direction represents 

significance in differences between the two conditions. Red circles indicate metabolic pathway 

with high in the TFF2-containing conditioned medium, while yellow circles were high in 

control medium. Orange circles mean commonly observed metabolites between the two. Circle 

sizes represent the number of metabolites. 

 

Table 2. Upregulated metabolic pathways in DLD-1 cells by TFF2 conditioned medium 

were revealed by Metabolite set enrichment analysis (MSEA).  

 

The top 10 significantly upregulated metabolic pathways in TFF2 conditioned medium were 

detected by metabolite set enrichment analysis (MSEA) on 12 metabolites shown in Table 1. 

Total Hits Expect P value Holm P FDR

Taurine and Hypotaurine Metabolism 12 3 0.117 1.41E-04 0.0138 0.0138

Glutathione Metabolism 21 3 0.205 8.15E-04 0.079 0.0399

Glutamate Metabolism 49 3 0.479 0.00975 0.936 0.265

Alanine Metabolism 17 2 0.166 0.0108 1 0.265

Glycine and Serine Metabolism 59 3 0.576 0.0163 1 0.32

Homocysteine Degradation 9 1 0.0879 0.0849 1 1

Glucose-Alanine Cycle 13 1 0.127 0.12 1 1

Pantothenate and CoA Biosynthesis 21 1 0.205 0.188 1 1

Cysteine and Methionine Metabolism 26 1 0.254 0.228 1 1

Selenoamino Acid Metabolism 28 1 0.273 0.243 1 1
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Figure 30. Metabolic pathway analysis (MetPA) using both the transcriptome data and the 

metabolome data. A joint pathway analysis was carried out for 12 metabolites shown in Table 

1 and the data obtained from the microarray analysis. Horizontal direction represents pathway 

impact, indicating a greater impact on other metabolic pathways, while vertical direction 

represents significance in differences between the two conditions. Red circles indicate metabolic 

pathway with high in the TFF2-containing conditioned medium, while yellow circles were high 

in control medium. Orange circles mean commonly observed metabolites between the two. 

Circle sizes represent the number of metabolites. 
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Table 3. Joint pathway analysis of both the transcriptome and the metabolite data reveled 

upregulated pathways in DLD-1 cells grown in TFF2 conditioned medium. 

 

The top 10 significantly upregulated metabolic pathways in TFF2 conditioned medium were 

detected by metabolite set enrichment analysis (MSEA) on 12 metabolites shown in Table 1 and 

the data obtained from microarray analysis. 

 

2-3. TFF2 を含む条件培地中の代謝産物の変化 

 

次に、2-2 で細胞内代謝経路に影響を及ぼすことが明らかとなった TFF2 を含む条件

培地についてメタボローム解析を行った。2-1.と同じく、コントロール条件培地と併せ

て 4 サンプルずつ計 8 サンプルの多変量解析を行った結果、コントロール条件培地と

TFF2 を含む条件培地では、大きく 2 群に分けられることがわかった (Fig.31)。そこで

次に、どのような代謝物がこれらの群を分ける要因となったかを、S-plot を用いて解

析したところ (Fig.32)、コントロール条件培地と TFF2 を含む条件培地では、19 個の

代謝物が有意に変動していることがわかった (Table 4)。その代謝物には、グルコース

など Opti-MEM 培地由来の化合物と思われるものがいくつか含まれており、培地由来

の物質と考えられる化合物は解析対象から外すこととした。スペルミジン、プトレジ

ンやフェニル酢酸、ヒドロキシイソ吉草酸、ヒドロキシイソ酪酸などのポリアミン系

や酸性化合物が増加していることが明らかとなった。 

 

 

Total Hits Expect P value Holm P FDR Impact

Taurine and Hypotaurine metabolism 16 3 0.21639 1.12E-03 0.094099 0.094099 0.53333

Alanine, Aspartate and Glutamate metabolism 61 4 0.825 8.41E-03 0.69816 0.35329 0.2

Arginine and Proline metabolism 78 4 1.0549 0.019562 1 0.40984 0.14286

Linoleic acid metabolism 17 2 0.22992 0.021254 1 0.40984 0.375

Retinol metabolism 47 3 0.63566 0.024395 1 0.40984 0.21739

Glutathione metabolism 56 3 0.75738 0.038417 1 0.53784 0.16364

Glycine, Serine and Threonine metabolism 68 3 0.91967 0.062285 1 0.74741 0.14925

Pantothenate and CoA biosynthesis 34 2 0.45984 0.076064 1 0.79867 0.090909

beta-Alanine metabolism 44 2 0.59508 0.1181 1 0.95391 0.4186

Steroid hormone biosynthesis 199 5 2.6914 0.12595 1 0.95391 0.36364
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Figure 31. Multivariate analyses on secreted metabolites from DLD-1 cells reveal 

alteration in their compositions by the TFF2 protein-containing conditioned medium. 

Metabolome analyses were carried out on extracellular secreted metabolites from mTFF2 cells 

and DLD-1 cells grown with Opti-MEM for 48 h. Results of multivariate analyses using PCA 

method on the extracellular metabolites in culture supernatants are shown in the score plot. 

Eight samples are clustered into two groups, which corresponded to the control group and the 

TFF2 protein-containing conditioned medium group. 
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Figure 32. S-plot analyses reveal big alterations in secreted metabolites of DLD-1 cells by 

the TFF2 protein-containing conditioned medium. Metabolome analyses on secreted 

metabolites were carried out on culture supernatants of mTFF2 cells and DLD-1 cells grown 

with Opti-MEM. In this S-plot, single dot corresponds to one metabolite, and horizontal and 

vertical direction represents changes in quantity and significant differences between the two 

conditions, respectively, with zero at the center. Red dots indicate metabolites with high in the 

control conditions, while blue dots were high in TFF2-containing supernatants. Green dots 

mean commonly observed metabolites between the two. 
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Table 4. Extracellular metabolites increased in mTFF2-containing conditioned medium.  

 

*Extracellular metabolites significantly increased in mTFF2-expressing DLD-1 cells compared 

with those from control DLD-1 cells were shown. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Metabolite* p(corr)[1]

5-Oxoproline 0.999174

Glucose 0.995613

Citric acid 0.98745

2-Aminopimelic acid 0.980516

3-Phenyllactic acid 0.977011

2-Hydroxyisovaleric acid 0.976826

3-Hydroxyisovaleric acid 0.97485

Fumaric acid 0.974769

Fucose 0.973522

Homocystine 0.967102

Putrescine 0.95685

3-Hydroxyisobutyric acid 0.956519

4-Aminobutyric acid 0.952997

Spermidine 0.949463

Xylulose 0.939335

Malic acid 0.922357

2-Hydroxyglutaric acid 0.914085

3-Hydroxybutyric acid 0.847651

Ribose 0.84517
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3. 考察 

本章では、培地に存在する TFF2 がパラクライン的な作用として、DLD-1 細胞にど

のような影響を及ぼすのか、代謝物から変動した代謝経路を探ることを目的とした。

コントロール条件培地と比較して、TFF2 を含む条件培地で培養した DLD-1 細胞内に

増加した代謝産物は、システイン、アラニン及びバリンなどのアミノ酸や GABA など

の神経伝達物質、ワールブルク効果でも産生される乳酸であった (Table 1)。これらの

代謝産物からパスウェイ解析により導き出された代謝経路としてタウリン・ヒポタウ

リン代謝経路、グルタチオン経路が影響を受けたことが明らかとなった (Fig.29)。さ

らに、第 2 章で得られたマイクロアレイデータと Table1 で得られた代謝物のデータを

利用して、トランスクリプトーム/メタボローム統合解析をした結果においても、同様

にタウリン・ヒポタウリン代謝経路が有意に影響を受けたことが明らかとなった 

(Table3)。統合解析においては、Linoleic acid metabolism（KEGG pathway: map00591）

の有意な変動が見られ、ヒトの体内では合成できない必須脂肪酸であるリノール酸の

代謝経路にはレシチン (ホスファチジルコリン) 経路も含まれており、細胞膜の主成

分であるレシチンは、細胞膜の維持や恒常性を保つために重要な役割を担っている。

第 2 章の TFF2 を含む条件培地で培養された DLD-1 細胞の遺伝子発現の網羅的解析の

結果（Fig.19B）において、細胞膜に関する遺伝子群の発現上昇がみられたことから、

代謝経路においても同様の結果が得られ、分泌された TFF2 は受容する細胞の細胞膜

の構成に影響を及ぼす可能性がメタボローム解析によって補完された。 

タウリン生合成経路では、システインを出発代謝物として、ヒポタウリンを経由

し、タウリンが合成される。タウリンの重要な働きの 1 つに抗酸化作用があると言わ

れているが [80]、その抗酸化作用のメカニズムの詳細は不明である。タウリンが、抗

酸化防御の調節に関与していることや酸化剤の作用をブロックする作用を有するなど

の報告はいくつかあり [81]、近年では、タウリンの抗酸化作用は NADPH オキシダー
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ゼによる ROS の生成を抑制することに起因することが報告された [82]。細胞において

ROS は、アポトーシスの調節に関わっており、特に、がん細胞においては細胞増殖活

性や悪性化に深く関与している [83]。ROS は高濃度においても低濃度においても細胞

に対して毒性があり、酸化ストレスを多く受けるがん細胞は ROS の濃度を積極的に下

げる抗酸化システムを亢進させ、正常細胞のバランスに近づけていることが明らかと

なっている [84,85]。つまりバランスのとれた抗酸化作用を示すがん細胞のみが生き残

っているという可能性がある。分泌タンパク質である TFF2 タンパク質は、周囲の細

胞内でタウリン・ヒポタウリン経路を亢進させ、酸化ストレスを受ける細胞の生存を

促すように機能している可能性が考えられた。 

 トランスクリプトーム/メタボロームの統合解析により、グルタチオン代謝経路が有

意な変動を示すことが明らかとなった。グルタチオンは、システイン、グリシン及び

グルタミン酸の 3 つのアミノ酸から合成されるトリペプチドである。グルタチオンは

過酸化水素の還元 (無毒化) により細胞の恒常性を保つ上で重要な因子であり、タウ

リンと同じく酸化ストレス耐性や薬剤耐性などに深く関連している [86-89]。グルタチ

オンペルオキシダーゼは、還元型グルタチオンを基質として、脂質ペルオキシドや過

酸化水素をアルコールや水に還元することで、抗酸化作用を発揮している。これらの

ことから、細胞外に存在する TFF2 タンパク質は、細胞が受けるストレス環境に備え

て、細胞内の抗酸化状態を維持するよう促している可能性が考えられた。 

次に、DLD-1 細胞内の代謝経路に影響を及ぼした TFF2 を含む条件培地中の代謝産

物を解析した。培養上清中には、腫瘍の浸潤、転移の促進などの作用もあるポリアミ

ン系のプトレジンやスペルミジンが増加していることが分かった。これらは、がん患

者において多く検出される傾向があり、バイオマーカーとしての利用が期待されてい

る化合物である [90-93]。その他、酸性化合物が多く検出されていることがわかった 
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(Table 4)。TFF2 を含む条件培地では微小環境中に酸性物質の分泌を促し、低 pH を維

持するように働きかけていることが示唆された。 

他の代謝産物では乳酸が検出しており、これはがん細胞におけるグルコースから乳

酸が生成されるワールブルク効果によるものだろうと推察される。この反応により、

低 pH などの腫瘍微小環境が作り出されると想像される。また、がん細胞における乳

酸の蓄積は、マクロファージの浸潤を促し細胞外基質の接着性を高めることで血管新

生の足場を構成することが近年明らかになった [94]。がん細胞に関わらず、細胞が低

pH の環境に晒されることは、血管新生を促すなど新たな組織形成においても重要な過

程なのかもしれない。 

これらの結果から、TFF2 を含む条件培地は周辺細胞にタウリン・ヒポタウリン経路

やグルタチオン経路を活性化させ、抗酸化剤としての役割をもつ代謝物を増加させる

ことで、酸化ストレス耐性を促す作用がある可能性が示唆された。しかし、その一方

で、周辺環境を低 pH に保ち続けるよう、酸性化合物の産生も促していると推測され

た。がん細胞に限らず、組織の分化発生時にも低 pH になることが知られている。近

年、細胞外基質であるフィブロネクチンは低 pH の環境において、vascular endothelial 

growth factor (VEGF) の発現を促進させ、血管新生を誘導することが明らかとなった 

[96,97]。このことから、正常細胞においては組織の分化発生時、がん細胞においては

悪性化を示す時、それぞれにおいて細胞外の環境をある一定期間低 pH に保つ必要が

あるのではないかと考えた。分泌された TFF2 タンパク質は、周辺細胞の生存を確保

するように機能している可能性が示唆された。 

今回、このようなメタボローム解析とトランスクリプトーム解析を統合することに

より、生体により近い情報を得ることができた。データベースの内容は日々更新され

ており、今後もさらに充実してくると思われる。代謝産物によるパスウェイ解析によ
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り、これまで見えてこなかった経路から新たな機能の発見に繋がる可能性があり、今

後さらに注目される分野であると思われる。 
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4. 小括 

 

本章では、TFF2 を含む条件培地が DLD-1 細胞の代謝系に与える影響を細胞内、培養

上清それぞれの代謝産物をもとに解析を行い、以下の知見を得た。 

 

1) 分泌された TFF2 が DLD-1 細胞に作用し、細胞内において、タウリン・ヒポタウ

リン代謝経路やグルタチオン代謝経路を有意に活性化し、抗酸化剤として、酸性

ストレス耐性を促すように働きかけている可能性が示唆された。さらに、トラン

スクリプトーム/メタボロームの統合解析により、タウリン・ヒポタウリン代謝経

路の他、細胞膜の構成に関する経路が有意に変動することが示唆された。 

 

2) 培養上清中には酸性化合物が多く検出されたことから、TFF2 は微小環境を低 pH

に維持継続する働きがあることが明らかとなった。 

 

 TFF2 を含む条件培地は、分泌された TFF2 タンパク質、及び二次的に変動した代謝

物として協働して、酸性環境を維持しつつ、酸性ストレス下でも細胞の生存が可能に

なるように代謝経路の変化を促していることが示唆された。 
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総括 

 

 本研究では、TFF2 遺伝子の発現機構とタンパク質が周囲の細胞に及ぼす影響につ

いて解析を行った。第 1 章から第 4 章にかけて、酸性 pH により mRNA とタンパク質

の発現が上昇したこと、TFF2 を含む条件培地によりフィブロネクチン系遺伝子の発現

が上昇したこと、TFF2 はフィブロネクチンⅢ型ドメイン遺伝子群の FNDC3B や

FNDC5 を正に制御すること、TFF2 を含む条件培地によりタウリン・ヒポタウリン代

謝経路など酸化ストレス耐性のパスウェイを亢進させ、さらに酸性化合物などの代謝

産物を細胞外に誘導したことなどを見出した [Fig.33]。 

 TFF2 遺伝子の機能は、これまでがん抑制・促進と相反する報告が多数上がってお

り、その真相については長年明らかにされていなかった [9,24-27]。分子量 12kDa の小

さな分泌ペプチドが細胞内外でどのような機能を発揮しているのか、詳細は未だ謎に

包まれている。発現している場所は、Gene Expression Profiling Interactive Analysis 

(GEPIA; http://gepia.cancer-pku.cn/index.html) のデータベースによると、正常組織では

胃に多く、がん組織では、大腸がん、直腸がん、すい臓がんなどにおいて有意に上昇

しているものとされている。正常組織やがん組織の両方において発現が上昇している

TFF2 は、本研究により、酸性 pH の影響が深く関与していることが明らかとなった。

腫瘍内部の、ワールブルグ効果や低酸素など劣悪な環境に応答して TFF2 mRNA とタ

ンパク質の発現が有意に上昇していることを明らかにした(第 1 章、Fig.6,8,10,12)。 

TFF2 を含む条件培地の場合、周辺細胞は酸化ストレスに対応できるパスウェイが亢

進された (第 4 章、Fig.29)。グルタチオンやタウリンなどが抗酸化剤として細胞内に

発生した ROS を減少させ、細胞は生存し続けることができるのではないかと考えられ

る。一方で、TFF2 を含む条件培地中には、クエン酸、フェニル乳酸、ヒドロキシイソ

吉草酸、ヒドロキシイソ酪酸などの酸性化合物が多く存在し、周辺環境が pH に維持

http://gepia.cancer-pku.cn/index.html
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継続できるよう促されていた (第 4 章、Table 4)。酸性 pH に周囲を保つことは、細胞

外基質であるフィブロネクチンを安定に保ち、VEGF や VEGFR との結合を強めること

で血管新生を誘導することに有利である [95,96]。これは、正常細胞においては、組織

の分化発生時に必要な過程ではないかと思われる。実際に、組織の分化発生時には、

一過的に酸性になることが知られており、また膵臓の発生には TFF2 タンパク質が必

要であることが報告されている [27,97]。しかし、この過程は、がん細胞においては悪

性化の度合いを高めることにつながる。これらのことが、TFF2 の機能としてがん促

進・抑制論争を引き起こしていた原因ではないかと推測している。 

 腫瘍内において TFF2 mRNA やタンパク質の高発現は、内部環境の悪化、pH の低

下を占める指標になることが示唆された。TFF2 は、内部環境の変化において、がんの

悪性化に寄与する細胞外基質成分であるフィブロネクチン系の発現を増加させた。特

に発現上昇した FNDC3B や FNDC5 遺伝子は、PI3K/mTOR シグナルによるがんの悪性

化に関与していることが明らかとなっている。また、大腸がんの線維化にも関与する

ことが報告されており、TFF2 はフィブロネクチン系の遺伝子発現を上昇させ、浸潤や

転移を促す可能性が示唆された。また、TFF2 タンパク質は酸性ストレスに応答して、

細胞の生存を維持するように促す可能性を明らかにした。酸性環境下では、TFF2 遺伝

子の発現以外に、細胞膜 (cell membrane) に関する遺伝子群の発現が誘導されているこ

とが明らかとなった。細胞膜には酸性ストレスから保護するメカニズムがあることが

報告されており、膜流動性、膜脂質組成、代謝機能の変化は、酸性環境での生存戦略

として機能しているのかもしれない [62,63]。 

TFF2 の研究はがん治療においてだけでなく、組織の発生分化にも貢献できる可能性

があり、メカニズムの解明が今後重要になってくる。正常細胞における組織の分化発

生時には、TFF2 タンパク質は分泌され細胞外基質の充実を促しているものと考えられ

る。TFF2 遺伝子の発現条件が明らかになることは、内分泌系と外分泌系の両方を有す
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る膵臓の器官形成を induced pluripotent stem cells (iPS) 細胞で再現できる可能性につな

がり、糖尿病治療にも大きく貢献できる。一方、腫瘍細胞においては、タンパク質へ

の発現を抑制することで、悪性化の予防につながる可能性があり、加えて TFF2 の発

現量を調べることは、悪性化の指標として有用となるかもしれない。本研究において

TFF2 は、悪性腫瘍を抑制するための分子標的になり得ること、また、その発現には酸

性 pH が関与していることを明らかにした。今後、正常組織の形態形成や腫瘍組織に

おける TFF2 の機能解析を続けることでさらなる展望が期待できる。 

 

 

Figure 33. The mechanism of action of TFF2 in this study. 
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源学 宇都拓洋 教授、並びに同研究室の卒業生・在学生の皆様に心から御礼申し上

げます。さらに本研究期間中に終始、温かい言葉をかけてくださり、励ましてくださ

った本学教員の方々に深謝致します。 

本研究において、データ解析をしていただきました大分大学・医学部・全学研究推

進機構 酒井久美子先生、株式会社セルイノベーター様には深く御礼を申し上げま

す。 

最後にいつも陰ながら応援し、支援してくれた両親に心から感謝致します。 
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