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略語表 

 

略語 英語表記 日本語表記 

3-MC  3-methylchoranthrene 3-MC 

AhR Aryl hydrocarbon receptor アリルハイドロカーボン受容体 

Arnt AhR nuclear translocator  Arnt 

B[a]P benzo[a]pyrene ベンゾエーピレン 

bHLH-PAS basic helix-loop-helix/per-Arnt-Sim bHLH-PAS 

CAR constitutive androstane receptor  構成的アンドロスタン受容体 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium  ダルベッコ改変イーグル培地 

DMSO dimethyl sulfoxide ジメチルスルホキシド 

FBS fetal bovine serum ウシ胎児血清 

HSP90 heat-shock-protein 熱ショックタンパク 

IARC 

International Agency for Research on 

Cancer 

国際がん研究機関 

PBS phosphate buffer saline  リン酸緩衝生理食塩水 

PPAR 

Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor 

ペルオキシソーム増殖剤応答性 

受容体 

PXR pregunane X receptor プレグナン X受容体 

RNAi RNA interference RNA（リボ核酸）干渉 

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium ロズウェルパーク培地 

SD standard deviation 標準偏差 

siRNA small interfering RNA 干渉 RNA 

TBS-T tris buffered saline with Tween 20 

Tween-20を含むトリス緩衝生理食

塩水 
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TCDD 2,3,7,8,-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

1,3,7,8-テトラクロロジベンゾパ

ラダイオキシン 

XAP2 X-associated protein 2  XAP2 

XREs xenobiotic response elements XREs 

βNF β-naphthoflavone  ベータナフトフラボン 
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第１章 序論 

 

肺がんは世界的に罹患率・死亡率が高い．日本では 2016 年にがんで死亡した人は 372,986

人であるが，その中でも男性では肺がんの死亡率が最も高く，女性でも肺がんによる死亡数

はがんの中で二番目に多いと報告されている 1)．  

肺がんの原因の一つとして，タバコに含まれる発がん物質である Benzo[a]pyrene（B[a]P）

が挙げられる．B[a]P は細胞質の Aryl hydrocarbon receptor（AhR）と結合して複合体を

形成し，転写調節因子として遺伝子発現に関与する．この AhR と B[a]P による遺伝子発現

調節が，肺における発がんに重要である．  

AhR は 1972 年に初めて同定され，1982 年には 2,3,7,8,-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

(TCDD)，β-naphthoflavone （βNF），B[a]P などの多環芳香族炭化水素が AhR へ結合する

ことによって生物学的効果を発揮することが示された 2, 3)．AhR は basic helix-loop-

helix/per-Arnt-Sim （bHLH-PAS）転写調節因子のファミリーメンバーの一つである．AhR

は細胞質内で，heat-shock-protein 90 (HSP90），X-associated protein 2（XAP2），co-

shaperone protein（p23）と複合体を形成して存在しており，リガンドが AhR に結合する

と，複合体から AhR が外れ，核内に移行する．核に移行した AhR は Aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator（Arnt）と複合体を形成して xenobiotic response elements

（XREs）に結合し，遺伝子の発現調節を行っている 4, 5)． AhR の機能に関しては，遺伝

子発現調節の他にも免疫系への関与，細胞の分化誘導や，細胞増殖など多岐にわたる．どの

ような作用を発揮するかは臓器や組織特異的な部分もあり，ひとくくりに AhR の機能につ

いて述べることは難しいが，AhR は肺がん細胞正常な細胞の恒常性維持に重要な分子であ

る 6, 7)． 

タバコには 69 成分の発がん物質が含まれており，その中のいくつかは強力な発がん促進

物質であることが明らかとなっている 8)．芳香族炭化水素はその中でも特に着目されて研究
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が進んだ化合物であり，その発がんメカニズムが明らかになっている（図 1）．芳香族炭化

水素の一種である B[a]P が AhR と結合することにより，AhR の核移行を誘導し，B[a]P / 

AhR 複合体は転写調節因子として，薬物代謝酵素である CYP1A1 の発現を誘導する．そこ

で発現誘導された CYP1A1 によって B[a]P は代謝活性化され代謝活性体となる．この代謝

活性体は強力な DNA 付加体であり DNA 損傷を引き起こし，この DNA 損傷の蓄積が肺に

おける発がんを誘導する 9, 10)． 

また，Parsons らは肺がん初期ステージと診断されたのちの喫煙の継続は禁煙した患者

と比較して再発率・死亡率が高く，予後不良であることを報告している 11)．さらに，肺腺が

んで AhR の過剰発現が見られることや 12)，肺扁平上皮がんにおいては AhR の核移行，つ

まり AhR の活性化が患者の予後に関与しているということが報告されている 13)．これらの

知見は，がん細胞における AhR の活性化，またその活性化を誘導する B[a]P に代表される

AhR のリガンドは，肺がん細胞の進展に関与することを示唆している．しかし，がん化後

の肺がん細胞内での AhR のリガンドや AhR がどのように肺がん細胞の進展に関与してい

るのかについては明らかとなっていない．そのため，我々は AhR が細胞増殖に関与してい

るという知見から，肺がん細胞における AhR を介した細胞増殖への影響に着目し，研究を

開始した． 

培養細胞を使う研究においては，近年，3 次元培養（3D 培養）の方法が確立されており，

この培養法で構築した 3 次元細胞塊（3D 細胞塊）を用いた解析が広く行われている．従来

の 2 次元培養（2D 培養）における培養細胞は，遺伝子発現パターンなどが in vivo の細胞

と異なる性質をもつことは以前から報告されていたが，3D 細胞塊を構築すると，いくつか

の性質において in vivo の細胞を反映することが分かってきている 14)．AhR が転写調節す

る薬物代謝酵素の発現レベルはその 1 つであり，2D 細胞においては in vivo と比べて 2D

時の発現レベルが低いなどの性質の違いが報告されていた 15)．我々の研究室では，ヒト由

来の肝臓がん細胞で 3D 細胞塊を構築し，薬物代謝酵素の発現と発現調節経路を解析し，2D
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培養時と比べて薬物代謝酵素の発現が上昇することと，2D 細胞と 3D 細胞塊では発現調節

経路が異なることを報告している 16)． 

また，薬物耐性，放射線耐性などの臨床における問題点を評価するうえで 3D 細胞塊を構

築しての研究も進んできおり 14, 17, 18)，3D 細胞塊にすることで生体内のがん細胞の微小環

境を反映しているものとして認識されつつある．がん細胞の微小環境とは細胞間接着や，細

胞に対する低酸素，低グルコースのストレス環境などがあげられるが，実際に肝臓がんの

3D 培養では細胞塊中心部が低酸素，低グルコース状態になっていることをわれわれの研究

室では確認している． 

本研究では，肺腺がん由来細胞株である A549，肺扁平上皮がん由来細胞株の H520 と

H1703細胞を2D培養，3D培養法で培養し，AhRのリガンドであるBenzo[a]pyrene（B[a]P）

と β-naphthoflavone（βNF）処理によって，それぞれがどのような影響をうけるのかを明

らかにすることを目的として研究を行った． 
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第 2 章 AhR のリガンドである benzo[a]pyrene（B[a]P）添加による細胞数変化 

 

1． 緒言 

 

B[a]P は発がん性，変異原性，催奇形性が報告されており，国際がん研究機関（IARC）で

は IARC 発がん性リスク一覧でグループ１（ヒトに対する発がん性が認められている）に

分類されている 19)．また，B[a]P は AhR のリガンドであり，タバコに含まれる発がん物質

の一つとして同定されており，肺の発がん誘導に最も影響がある化学物質である 19)．これ

までに，AhR のリガンドである 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)の処理で肺腫

瘍の形成を促進するという報告や 20)，B[a]P 処理でヒト肺腺がん由来の A549 において細

胞の成長が刺激されるという報告はあるものの 21)，ほとんどが肺腺がん由来細胞株での研

究であり，主にタバコが原因である肺扁平上皮がん由来の細胞株を用いた研究は少ない．   

Pasons らによって肺に早期肺がんが見つかった患者がその後喫煙を続けると再発率，死

亡率が上昇し予後不良であるという報告がされた 11)．さらに，抗がん剤治療によりがん細

胞が縮小し寛解したとされる患者でも肺がんの再発率は多いことも報告されている 1)．しか

し，喫煙がどのような細胞応答を介して肺がん細胞の進展を誘導しているのか、また，再発

メカニズムに関しては明らかになっていない． 

AhR は健常細胞の増殖促進に関与していることが明らかとなっており 22)，本章では，肺

がん細胞でも AhR が細胞増殖に関与していると仮説を立て，肺腺がん細胞と肺扁平上皮が

ん細胞を用いてタバコに含まれる B[a]P が肺がん細胞の細胞増殖に与える影響を検討した． 
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2．材料および実験方法 

 

2-1.培養細胞および試薬 

 

A549（ヒト肺線がん細胞, ATCC No.: CCL-185）を, Dulbecco’s modified Eagle’s medium

（DMEM; high glucose: 4.5 g/LD-glucose; Gibco, Grand Island, NY, USA）にて,H520, 

H1703（ヒト肺扁平上皮がん細胞, ATCC No.: HTB-182, CRL-5889）は Roswell Park 

Memorial Institute medium（RPMI-1640; Gibco, Grand Island, NY, USA）に 10% fetal 

bovine serum（Hyclone, south Logan, VT, USA, Lot AZM197211）および 1% antibiotic-

antimycotic（Gibco; Thermo Fisher Scientific, Incorporated, USA）を添加したものを用

いて，37℃，5%CO2インキュベーターにて培養した．2D 細胞は細胞濃度 1.0 × 105 

cells/mL になるように調節し 24 well プレート（Corning Incorporated, USA）に 800 µl

で播種した．3D 細胞塊は, 1000 cells / spheroid となるように濃度調整し低吸着性の

Prime Surface 96V Plate（Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）を用いて培養した.  

 

2-2. 試薬  

 

B[a]P（Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan）は，dimethyl sulfoxide（DMSO）を

溶媒に 10 mM ストックを作製し，培養液で最終濃度 10 µM となるように濃度調整して使

用した．DMSO の最終濃度は 0.1%になるように培養液で希釈して使用した．  

 

2-3. RNA 干渉法（RNAi） 

 

RNA 干渉法（RNAi）は 肺がん細胞株における AhR をノックダウンするために行った．



8 

 

ヒト AhR mRNA（HSS100336; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）をターゲットとしているもの

を購入した． 

siRNA の配列：5’-CCUUUAAUGGAGAGGUGCUUCAUAU-3’ 

       5’-AUAUGAAGCACCUCUCCAUUAAAGG-3’ 

ネガティブコントロールとしてコントロール siRNA（MISSON® siRNA Universal Negative 

Control #1, SIC001-10; Sigma-Aldrich, Merck KGaA）を使用した．肺がん細胞株へのトランス

フェクションは LipofectamineTM RNAi MAX reagent（Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, 

Incorporated, USA）を用いた．3 種類の細胞株の 2D 細胞と 3D 細胞塊共に siRNA の最終

濃度が 10 nM siRNA となるようにした． 

 

2-4. ウエスタンブロット法 

 

 2D 細胞は RNAi 処理をしたもの（None, Control siRNA, AhR siRNA）を 1×105 細胞

/90-mm ディッシュにて播種し 48 時間，72 時間培養の時点で 1 サンプルあたり 2 ディッシ

ュからサンプリングした．3D 細胞は同じく RNAi 処理したものを 1 サンプルあたり 288 個

でサンプリングした．サンプリングには RIPA 緩衝液（50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0.5% 

deoxycholate, 1%NP-40 および 0,1%SDS を含む）を使用した．タンパク濃度はブラッドフ

ォード法を用いて定量し，1 穴あたり 10µg の総タンパク試料を 10%SDS-PAGE にて分離

し，PVDF メンブレンに転写した．その後，Blocking One（Nacalai, Kyoto, Japan）を使

用して 60 分間，室温で振盪させながらブロッキングを行い，TBS-T（0.1% Tween-20 を含

むトリス緩衝生理食塩水）で洗浄した．1 次抗体は，Can Get Signal Solution 1（Toyobo 

Life Science, Osaka, Japan）でそれぞれ希釈し，90 分室温で振盪しながら反応させた．抗

AhR 抗体（sc-133-88, Santa Cruz Biotechnology, USA）は A549, H520 は 1000 倍希釈，

H1703 は 500 倍希釈で用いた．抗 β-actin 抗体（cat. No. A1978, Sigma-Aldrich; Merck 
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KGaA）は 1000 倍希釈にて用いた．1 次抗体反応後，2 次抗体として Anti-mouse IgG HRP-

linked Antibody（7076S Cell Signaling）を Can Get Signal Solution 2（Tokyo Life Science, 

Osaka, Japan）で 1000 倍希釈し，室温で 1 時間反応させた．TBS-T で洗浄した後，LAS-

3000（Fujifilm, Tokyo, Japan）でバンドを検出した． 

 

2-5. 細胞数測定 

 

2D 細胞，3D 細胞塊ともに培養開始後 24 時間経過時に B[a]P を添加し，その後，継時

的に細胞数の測定を行った． 

2D 細胞：培養プレートから 0.25％トリプシン処理にて細胞を剥がし 1.5ml チューブに回

収．血球計算盤を用いて細胞数の測定を行った． 

3D 細胞塊：8 spheroid / sample でサンプリングし，細胞塊を 0.25%トリプシン 50 µl 加

えて 37℃，5％インキュベーターで 5 分間インキュベート．その後細胞塊から細胞を剥離

させ，凝集状態から単細胞が浮遊するまでピペッティングを行った．浮遊した単細胞を，

血球計算盤を用いて細胞数測定を行った．各細胞数の測定は独立した実験を 3 回行い，平

均値および標準偏差を算出した．得られたデータはそれぞれの実験のコントロール

（DMSO 添加サンプルまたは Control siRNA 処理サンプル）と B[a]P 添加サンプまたは

AhR siRNA 処理サンプルの間で t 検定によって統計処理を行い，有意差については，p < 

0.05 を有意差ありと判定した． 

 

2-6．PI 染色 

 

 2D 細胞，3D 細胞塊共に細胞数カウントと同様の方法でサンプリングした．その後，

propodium iodide（PI）（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を加え 5 分間室温にて静置，
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光学顕微鏡にてイメージの取得を行った．1 サンプルにつき，ランダムに 5 回のイメージ

取得を行い，（PI 染色された細胞 / イメージ内全ての細胞数）を算出した．独立した実験

を 3 回繰り返し，平均値および標準偏差を算出した．得られたデータはコントロール

siRNA 処理サンプルと AhR siRNA 処理サンプルの間で t 検定によって統計処理を行っ

た．有意差については，p < 0.05 を有意差ありと判定した． 

 

3. 結果 

 

3-1．3 次元培養による 3D 細胞塊の構築 

 

肺がん 3D 細胞塊は，培養開始して 24~48 時間で凝集塊を作ることを確認した（図

2A）．そして，通常の培養時の細胞増殖は 2D 細胞と同様に 3D 細胞塊でもみられることを

確認した（図 2B）．しかし，細胞増殖のレベルは 2D 細胞よりは緩やかであった． 

 

3-2．B[a]P 添加は 3D 細胞塊において細胞数を増加させる 

 

 AhR はヒト肺がん細胞の増殖を促進する分子であることが報告されており 23)，実際に

AhR のリガンドである β-naphthoflavone（βNF）や 3-methylchoranthrene（3-MC）は

A549 の 2D 細胞において細胞の増殖を誘導することが報告されている 24, 25)．また，B[a]P

を用いた研究でも A549 では細胞増殖が刺激されることが報告されており 21)，我々は AhR

がリガンドによって活性化されることで肺腺がん細胞，肺扁平上皮がん細胞の細胞増殖を

増強していると予測した．本実験の培養タイムスケジュールは図 3A に示す．  

2D 培養した細胞への B[a]P 処理では，DMSO 添加サンプル（以下 DMSO 添加サンプ

ルをコントロールと表記する）と比較しても細胞数に変化は見られなかった（図 3B）．一



11 

 

方で，3D 細胞塊への B[a]P 添加では，コントロールと比較して細胞数が有意に増加した

（図 3C）．この結果より，B[a]P 添加の細胞増殖への影響は 2D 培養と 3D 細胞塊の間で

は違いがあることが示唆され，B[a]P は肺がん 3D 細胞塊において細胞の増殖を増強させ

るということが明らかになった． 

 

3-3． 3D 細胞塊における B[a]P 誘導性の細胞増殖の増強は AhR を介す 

 

 3D 細胞塊における B[a]P 添加による細胞数増強が AhR を介すかどうかについて，AhR

ノックダウン処理後に B[a]P を添加して細胞数を測定した．AhR ノックダウン処理をした

細胞へ B[a]P 添加の培養タイムコースは図 4A に示した通りである．AhR ノックダウンに

よる AhR の遺伝子発現とタンパク発現の結果を図 4B に示す．ノックダウン処理によって

AhR の遺伝子発現量，タンパク発現量は共に細胞数測定を行うタイムコース内では抑制さ

れていることを確認した． 

 ノックダウン処理後に B[a]P を添加すると， None の細胞とコントロール siRNA 処理

細胞では細胞の増殖がみられたが，AhR をノックダウンした細胞では B[a]P を添加しても

細胞数の増加は見られないという結果を得た（図 4C）．この結果から，肺がん 3D 細胞塊

への B[a]P 添加による細胞数の増加は AhR を介していることが示唆された． 

 

3-4．AhR は 2D 培養，3D 細胞塊ともに細胞増殖に関与する 

 

 AhR をノックダウンした A549 の 2D 培養では細胞数が減少するということはこれまで

に Shimba らによって報告されている 24)．肺扁平上皮がん由来の細胞株である H520，

H1703 でも AhR 自体が細胞増殖に関与しているかどうか AhR をノックダウンした 2D 細

胞と 3D 細胞塊の細胞数の測定により検討した．AhR をノックダウン処理しての培養スケ
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ジュールを図 5A に示す．その結果，AhR をノックダウンすると A549 だけでなく H520，

H1703 の細胞数も 2D 細胞で細胞数の有意な減少が見られた（図 5B）．さらに，3D 細胞塊

においても AhR をノックダウンすると Control 群（None と Control siRNA）では細胞増

殖は確認できるが，AhR siRNA 処理では細胞数が有意に減少することが明らかとなった（図

5C）．本結果より，肺腺がん細胞と肺扁平上皮がん細胞共に AhR をノックダウンすると細

胞数が減少するということが明らかとなり，AhR は肺がん細胞の細胞増殖に必須の分子で

あることが示唆された． 

 

3-5．AhR のノックダウンによる細胞死誘導の検討 

 

 AhR のノックダウンによって細胞数が少なくなるという現象は細胞死が誘導されている

ためにおこる現象ではないかと推測した．そこで AhR をノックダウンすることで細胞死が

誘導されている細胞を検出するため，2D 細胞と 3D 細胞塊でそれぞれ AhR ノックダウン

処理後 48 時間と 96 時間の細胞を propidium iodide （PI）染色により染色し，染色された

細胞を細胞死が誘導されている細胞としてカウントした．2D 細胞での PI 染色では，AhR

ノックダウン後 48 時間，96 時間経過で PI 染色によって染色される細胞はコントロール

siRNA 処理細胞と比較して有意な差は見られなかった（図 6）．また，3D 細胞塊の PI 染色

では，AhR ノックダウン後 48 時間，96 時間経過のいずれにおいても，A549，H520，H1703

すべての細胞においてコントロール siRNA 処理した細胞と比較して PI 染色によって染色

される細胞の増加はみられなかった．以上より AhR をノックダウンした細胞でみられた細

胞数の減少は，細胞死の誘導によるものではないことが示唆された． 

 

 

 



13 

 

4．考察 

 

AhR は 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin （TCDD）や B[a]P，βNF といった環境汚

染物質や発がん化学物質の受容体であり，これらのリガンドが結合することで，様々な遺伝

子の転写誘導を活性化することが報告されている 26)．これらの AhR による遺伝子発現誘導

は，最終的に細胞の生存や組織の恒常性維持につながることが証明されている 27)．また，

AhR は細胞周期を介して細胞増殖に関与していることが示唆されている 28)．細胞周期への

関与は，細胞増殖を促進させる方向だけでなく細胞増殖を停止させる方向にも関与してい

ることが明らかになっており 28)，臓器やがん種によって異なることが報告されている 29, 30)．     

AhR のリガンドである B[a]P を用いた研究においては， Swiss mouse 3T3 細胞は B[a]P

を処理すると細胞増殖が抑制されるということが Vaziri and Faller らによって報告されて

いるが 31)，最近ではヒト肺腺がん由来の A549 において B[a]P は細胞の成長を刺激すると

いう報告もある 21)．しかし，ヒト肺扁平上皮がん細胞においては B[a]P の影響は明らかに

なっていない． 

私はヒト肺扁平上皮がん細胞でも B[a]P によって細胞増殖が刺激されるかどうかを検討

した．その結果，ヒト肺腺がん由来の A549 だけでなく，ヒト肺扁平上皮がん由来の H520，

H1703 の 3D 細胞塊においても B[a]P 処理をした細胞では細胞数の増加がみられ，細胞増

殖が増強されるということが明らかになった．さらに，この結果は 2D 培養した肺がん細胞

では見られず，2D 細胞と 3D 細胞塊とでは B[a]P の細胞増殖への影響が異なるという結果

を得た（図 3A，B）．また，肺がん 3D 細胞塊における B[a]P の細胞増殖を誘導するという

作用は，AhR をノックダウンした細胞へ B[a]P を添加しても細胞数の増加がみられないと

いう結果より（図 4C），AhR を介していることが明らかになった．  

 我々の研究室ではこれまでに，肝臓がん細胞において遺伝子の転写調節は 2D 細胞と 3D

細胞塊とでは異なることを報告している 16)．加えて，ヒト肝臓がん細胞の HepG2 では，化
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学的な反応が 2D 細胞と 3D 細胞塊とでは異なるということが報告されている 15)．この報告

では，pregunane X receptor （PXR）と constitutive androstane receptor （CAR）に化

学的な刺激を加えると，2D 細胞と 3D 細胞塊では遺伝子の転写調節の制御が異なるという

ものである 15)．AhR は細胞増殖関連遺伝子の転写制御に関与している報告もあり 6,7)，以上

のことから私は，2D 細胞と 3D 細胞塊とで B[a]P による細胞増殖への影響が異なる理由と

して AhR を介した細胞増殖関連遺伝子の転写調節機構が異なっているのではないかと推測

している．  

一方で，リガンド無処理の培養細胞で AhR をノックダウンすると，使用した全細胞株で

細胞数が減少するという結果となった．AhR ノックダウンによる細胞数減少の影響は 3D

細胞塊のみではなく 2D 細胞でも確認され，肺がん細胞における AhR を介した細胞増殖の

メカニズムは，B[a]P 処理という外来刺激があった場合と無処理での培養時とでは異なって

いることが示唆された． 

 本実験によって得られた結果から AhR を介した細胞増殖のメカニズムについて，現段階

で考えられる 2 つの仮説を図 7 に示す． 

一つは， 3D 細胞塊における B[a]P/ AhR 複合体は AhR の核移行を促進することで細胞

増殖に関与する遺伝子の発現を誘導し細胞増殖を増強するが，2D 細胞では細胞増殖に関与

する遺伝子の発現が誘導されないということである（図 7A）． 

これまでに，喫煙によって肺細胞内で形成される B[a]P / AhR 複合体は肺の発がんを引き

起こす原因の一つであることが明らかにされており 9,10)，さらに，肺の発がん後の喫煙の継

続は治療後の再発率，死亡率を上昇させ予後不良となることが報告されている 11)．このよ

うに，肺がんの進展に喫煙が大きく影響していることが考えられるが，その肺がんの進展が，

どのような細胞応答によるものであるのか明らかになっていなかった． 

 本研究で構築した 3D 細胞塊の大きさは 200 µm ほどであるので，生体内での微小ながん

を反映している可能性がある．つまり，肺がん細胞が体内にある場合，喫煙者の肺がん細胞
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は，非喫煙者の肺がん細胞よりも増殖が速いと予測される．増殖が速ければ，がん細胞塊の

成長も早く，血管新生などのがんの進行も早くなり，予後不良の結果を招くのではないかと

考えられる（図 7A）．  

もう一つは，肺がん細胞において AhR は細胞増殖に重要な分子であるということである

（図 7B）．AhR の細胞増殖への関与にはリガンドが結合することによる AhR の核移行が重

要と報告されているが 24)，今回の場合，外来のリガンドを加えていない状態で AhR の細胞

増殖への関与が明らかとなったため，内因性のリガンドの存在が推測された．AhR の内因

性のリガンドについては肝臓がん細胞のグルコース飢餓ストレスによる AhR の核移行促進

や 32)，膠芽腫細胞における AhR を介した遺伝子発現調節で関与が示唆されており 33)，トリ

プトファン代謝経路の代謝物が AhR の内因性リガンドとなり得ることが報告されている

34)． 

今後は転写調節される肺がん細胞における細胞増殖関連遺伝子の特定，2D 細胞と 3D 細

胞塊での制御の違いを明らかにすること，また内因性のリガンドを明らかにすることが課

題である． 

本章ではタバコに含まれる AhR のリガンドである B[a]P の細胞増殖への影響が 2D 細胞

と 3D 細胞塊で異なることが明らかになった．次の展開として 3D 細胞塊での肺がん細胞の

増殖メカニズムを明らかにするため，同じ AhR リガンドであれば細胞増殖を増強するので

はないかと予測し，他の AhRリガンドである β-naphthoflavone（βNF）が 3D 細胞塊の細

胞増殖へ与える影響を検討した． 
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第 3 章 β-naphthoflavone（βNF）による肺がん 3D 細胞塊の細胞増殖抑制 

 

1． 緒言 

 

βNF は，B[a]P と同じ AhR のリガンドとして知られている比較的毒性が少ない合成フラ

ボノイドであり，AhR に結合することで CYP1A family などの第一相薬物代謝酵素などの

遺伝子発現を誘導する 35)．B[a]P は肺がんの発がんを誘導するとしてよく知られているが，

逆にβNFは肺の腫瘍発生を抑制することがマウスにおける研究より明らかになっている 36)．

さらに，ヒト乳がん細胞においても，βNF は AhR を介して細胞周期をコントロールし細胞

増殖を抑制することで抗腫瘍効果を示す 37)ことが報告されている．この βNF の効果は

B[a]P とは逆の効果であるが，ヒト肺がん細胞の A549 の 2D 細胞への βNF 添加は細胞増

殖を亢進したという報告もある 24)．以上のように，肺がんにおける βNF のがんへの作用は

いまだ明確とはなっていない． 

前章では，タバコに含まれる AhR リガンドの benzo[a]pyrene（B[a]P）が 2D 細胞と 3D

細胞塊とでは細胞増殖へ与える影響が異なることを明らかにした．B[a]P による AhR を介

した細胞増殖は 3D 細胞塊においてのみ確認できた．本章では，3D 細胞塊での細胞増殖メ

カニズムの解明のため，B[a]P と同じ AhR リガンドである β-naphthoflavone（βNF）を添

加して細胞増殖への影響を検討した． 
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2．材料および実験方法 

 

2-1.培養細胞および試薬 

 

A549（ヒト肺線がん細胞, ATCC No.: CCL-185）を, Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium（DMEM; high glucose: 4.5 g/LD-glucose; Gibco, Grand Island, NY, USA）に

て,H520, H1703（ヒト肺扁平上皮がん細胞, ATCC No.: HTB-182, CRL-5889）は Roswell 

Park Memorial Institute medium（RPMI-1640; Gibco, Grand Island, NY, USA）に 10% 

fetal bovine serum（Hyclone, south Logan, VT, USA, Lot AZM197211）および 1% 

antibiotic-antimycotic（Gibco; Thermo Fisher Scientific, Incorporated, USA）を添加し

たものを用いて，37℃，5%CO2インキュベーターにて培養した． 

3D 細胞塊は, 1000 cells / spheroid となるように濃度調整し，低吸着性の Prime Surface 

96V Plate（Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）を用いて培養した.  

 

2-2. 試薬  

 

β-naphthoflavone（βNF）は，dimethyl sulfoxide （DMSO） を溶媒に 10mM スト

ックを作製し，培養液で最終濃度 1 µM または 10 µM となるように濃度調整して使用し

た．DMSO の最終濃度は 0.1%になるように培養液で希釈して使用した． 

  

2-3. 細胞数測定 

 

培養開始後 24 時間経過時に βNF を添加し，添加した後，継時的に細胞数の測定を行っ

た．3D 細胞塊：8 spheroid / sample でサンプリングし，細胞塊を 0.25%トリプシン 50 µl 
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加えて 37℃，5％CO2インキュベーターで 5 分間インキュベートした．その後細胞塊から

細胞を剥離させ，凝集状態から単細胞が浮遊するまでピペッティングを行った．浮遊した

単細胞を，血球計算盤を用いて細胞数測定を行った． 

各細胞数の測定は独立した実験を 3 回行い，平均値および標準偏差を算出した．得られ

たデータはコントロール（DMSO 添加サンプル）と βNF 添加サンプルの間で t 検定によ

って統計処理を行い，有意差については，p < 0.05 を有意差ありと判定した． 

 

2-4．PI 染色 

 

 細胞数カウントと同様の方法でサンプリングする．その後，propodium iodide （PI）

（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を加え 5 分間室温にて静置，光学顕微鏡にてイメージ

の取得を行った．1 サンプルにつき，ランダムに 5 回のイメージ取得を行い，（PI 染色さ

れた細胞 / イメージ内全ての細胞数）を算出した．独立した実験を 3 回繰り返し，平均値

および標準偏差を算出した．得られたデータはコントロール（DMSO 添加サンプル）と

βNF 添加サンプルの間で t 検定によって統計処理を行った．有意差については，p < 0.05

を有意差ありと判定した． 

 

3．結果  

 

3-1．βNF が肺がん細胞に与える影響 

 

 βNF はこれまで薬物代謝動態学分野で焦点をあてて解析してきた Aryl hydrocarbon 

receptore （AhR）のリガンドであり，CYP1A ファミリーの遺伝子発現を誘導する．これ

までに同様の AhR リガンドである B[a]P / AhR 複合体は肺における発がんに重要な影響を
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及ぼしていることに加えて，本研究では B[a]P はがん化後の肺がん 3D 細胞塊の増殖を増強

することを明らかにしてきた．これらの結果から，AhR のリガンドである βNF も肺がんの

細胞の細胞増殖になんらかの影響を及ぼすと考えられる． 

 βNF 添加による培養スケジュールは図 8A に示した通りである．βNF を 1 µM 加えた場

合，A549 と H1703 の 3D 細胞塊において細胞数にはコントロール（以下 DMSO 添加サン

プルをコントロールと表記する）と比較して差は見られなかったが，H520 の 3D 細胞塊に

おいては βNF 添加から 72 時間後にコントロールと βNF 添加サンプルの間で細胞数に有意

な差がみられた（図 8B）．βNF の効果出現のための最適濃度に関する論文では 10 µM が適

しているということが証明されており 38)，本実験でも 10 µM へ濃度をあげて細胞数を測定

した．その結果，10 µM の βNF 添加では，A549，H520，H1703 のすべての 3D 細胞塊で

コントロールと比較して細胞数はコントロールより有意に少ないという結果を得た（図 8B）．

これらの結果から，βNF はヒト肺がんの細胞の増殖に対して，増殖を誘導する B[a]P とは

逆の効果を持つことが示唆された． 

 

3-2．βNF 添加による細胞死誘導の検討 

 

 βNF 添加によってコントロールよりも細胞数が少なくなる現象について，私は βNF が細

胞死を誘導することが原因ではないかと予想した．βNF 添加によって細胞死が誘導されて

いるのかを確認するために，βNF 1 µM および 10 µM を添加後 48 時間と 72 時間の細胞を

それぞれ propidium iodide（PI）で染色し，染色された細胞を細胞死が誘導されている細

胞としてカウントした． 

 1 µM βNF を添加した場合は H1703 の βNF 添加後 72 時間のサンプルでのみ，コントロ

ールとの間に PI によって染色される細胞が有意に増加した（図 9）．10 µM βNF を添加し

た A549 と H520 においては，PI によって染色される細胞数にはコントロールと差がなか
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った．しかし，H1703 では，βNF 添加後 48 時間と 72 時間でいずれにおいてもコントロー

ルと比較して有意な死細胞数の増加が認められた（図 9）． 

 

4．考察 

  

結果より，A549，H520，H1703 のすべての細胞株において，10µM の βNF を添加した

3D 細胞塊ではコントロール（DMSO 添加サンプルを以下コントロールと表記する）と比較

して細胞数が減少する結果を得た（図 8B）．βNF の細胞増殖へ与える影響は B[a]P が細胞

増殖を増強する影響とは逆に，細胞増殖を抑制させることが示唆された． 

細胞数が減少するという結果は細胞死の誘導が原因かどうかを確認するため，PI 染色に

より細胞死が引き起こされている細胞を検出した結果，PI によって染色される細胞数は，

A549，H520 では βNF を添加した細胞塊とコントロールの細胞塊とでは有意な差は見られ

なかった（図 9）．この結果から，A549 と H520 では βNF 添加による細胞塊を構成する細

胞数の減少は細胞死の誘導によるものではないことが明らかとなった．一方で H1703 にお

いては，βNFを添加した細胞塊で PI によって染色される細胞が 1 µM では添加後 48時間，

10 µMでは添加後48時間と72時間でコントロールと比較して有意に増加していた（図9）．

この結果から，H1703 では βNF 処理による細胞数の減少は細胞死の誘導が原因の一つであ

ることが予測された． 

 βNF が関与しているヒト乳がん細胞における抗腫瘍効果は，βNF / AhR 複合体の細胞

周期への関与によるものと報告されている 37)．A549 と H520 に関しては PI 染色の結果よ

り細胞数の減少が細胞死によるものではないことから，βNF の添加によって細胞周期が遅

延，または停止し，その結果として細胞数が減少していることが推測される．一方で H1703

においては βNF 添加により細胞死が誘導されており，同じ肺がん細胞でも細胞株の種類に

よって βNF による細胞応答が異なることが明らかになった．これまでに，培養細胞株の種
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類が違うと遺伝子プロファイルが異なり化合物に対する反応も異なることが報告されてい

る 39)．H1703 と A549，H520 で βNF に対する反応の違いを証明するためにはマイクロア

レイ等で βNF 添加した際の細胞株ごとの遺伝子変化の違いを比較する必要がある．  

また，本研究で得られた βNF が 3D 細胞塊の細胞数を減少させるという分子メカニズム

として，βNF は AhR のリガンドであるため AhR を介していると推測される．しかし，

AhR 自体が肺がん細胞の細胞増殖に重要な分子であることが明らかになったため，AhR ノ

ックダウンと βNF 添加による細胞数変化を同時に行うには，実験系の改善が必要であり，

現段階では AhR を介しているかどうかは明らかにできていない．  

A549，H520 における βNF の細胞数の減少に AhR が関与していると仮定した場合の細

胞増殖メカニズムの仮説を図 10 に示す．これまでの研究で，AhR は外来リガンドがない状

態でも細胞増殖に関与していることが明らかになっている．この場合，生体内の AhR リガ

ンドによって AhR が活性化され，転写調節機能によって細胞増殖を誘導する遺伝子が発現

し，細胞増殖が誘導されると予想される（図 7B）．図 10A では，βNF も生体内リガンドと

同じように AhR に結合するが，βNF / AhR 複合体が発現誘導する遺伝子群は細胞増殖を抑

制する遺伝子であるという仮説を示している．リガンドそれぞれの結合能の違いによって

細胞増殖へ及ぼす影響が異なることが示唆されており 40)，生体内リガンド/ AhR 複合体の

作用よりも βNF / AhR 複合体の作用の方が相対的に強いため，結果として細胞増殖が抑制

される可能性が考えられる．一方で，βNF には AhR 非依存の CYP1A の誘導経路があるこ

とや 41)，肝がん細胞では AhR リガンドが AhR 非依存的に細胞の増殖へ関与している可能

性が示唆されており 42)，図 10B では，生体内リガンド，βNF のどちらが結合しても，B[a]P

と同様に細胞増殖を誘導するが，βNF の AhR を介さない作用が細胞増殖を抑制していると

いう仮説を示している． 

 今回の 3D 細胞塊において βNF 添加では細胞増殖が抑制されるという結果は Shimba ら

が報告した肺腺がん細胞 A549 の 2D 細胞への βNF 添加が細胞増殖を刺激するという報告



22 

 

24)と相反する結果となり，生体外リガンドが細胞増殖へ与える影響は 2D 細胞と 3D 細胞塊

とでは異なることが明確となった．また，本実験においては 3D 細胞塊における細胞増殖を

増強する効果はタバコに含まれる B[a]P でのみ確認できる結果となった． 
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第 4 章 3D 細胞塊における薬物代謝酵素の発現誘導 

 

1．緒言 

 

がん培養細胞を用いた研究ではこれまでに，組織から培養細胞化する際に薬物代謝酵素

の発現レベルが低下することが報告されており 15)，培養細胞を用いて薬剤の評価を行う研

究では臨床研究での結果と異なることがしばしば問題とされてきた．薬剤を用いた研究だ

けでなく，放射線治療の影響を評価した際にも 2D 細胞と 3D 細胞塊では違いが表れること

が報告されている 43, 44)．これまでに，肝臓がんでは 3D 細胞塊を構築することで薬物代謝

酵素や転写調節因子の遺伝子発現レベルが上昇することが報告されている 45)．3D 細胞塊

を用いた研究では，薬物代謝酵素の発現がヒトがん組織レベルに近いこと，また，2D 細胞

では失われた細胞間接着の回復が確認され，ヒトがん組織に類似していることが報告され

ている 46)．これまでの研究結果より，外来性の AhR リガンドによる細胞増殖への影響は

2D 細胞と 3D 細胞塊とでは異なることが明らかとなったが，AhR は転写調節因子として機

能していることから，この差異はリガンドが結合した AhR が細胞増殖に関与する遺伝子の

転写調節が 2D 細胞と 3D 細胞塊とで異なっているからではないかと私は推測した．  

薬物代謝動態学分野では，肝臓がん細胞において，2D 細胞と 3D 細胞塊とでは AhR の

転写調節ターゲットとなる薬物代謝酵素遺伝子の発現パターンが異なることを明らかにし

ている 16)．しかし，肺がん細胞においては AhR の転写調節パターンが 2D 細胞と 3D 細胞

塊とで異なることは証明されていない．リガンド/AhR は薬物代謝酵素，CYP1 family の転

写調節因子としての作用がよく知られており，リガンド/AhR の転写調節解析においては，

CYP1 family の発現は明確な指標となる．まず，私は肺がん細胞において，CYP1 family の

発現を指標として，実際に B[a]P/AhR の転写調節のターゲットが 2D 細胞と 3D 細胞塊で

異なるかどうかを解析した．  
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2．材料および実験方法 

 

2-1. 培養細胞および試薬 

 

A549（ヒト肺線がん細胞, ATCC No.: CCL-185）を, Dulbecco’s modified Eagle’s medium

（DMEM; high glucose: 4.5 g/LD-glucose; Gibco, Grand Island, NY, USA）にて,H520, 

H1703（ヒト肺扁平上皮がん細胞, ATCC No.: HTB-182, CRL-5889）は Roswell Park 

Memorial Institute medium（RPMI-1640; Gibco, Grand Island, NY, USA）に 10% fetal 

bovine serum（Hyclone, south Logan, VT, USA, Lot AZM197211）および 1% antibiotic-

antimycotic（Gibco; Thermo Fisher Scientific, Incorporated, USA）を添加したものを用

いて，37℃，5%CO2インキュベーターにて培養した． 

2D 細胞は細胞濃度 1.0 × 105 cells/mL になるように調節し 90-mm dish に播種した． 

3D 細胞塊は, 1000 cells/spheroid となるように濃度調整し，低吸着性の Prime Surface 

96V Plate を用いて培養した（Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）.  

 

2-2. 試薬 

 

Benzo[a]pyrene（B[a]P）は，dimethyl sulfoxide （DMSO）を溶媒として 10 mM ス

トックを作製し，培養液で最終濃度 10 µM になるように濃度調節して使用した．DMSO

の最終濃度は 0.05%になるように調節した． 

 

2-3. RNA 抽出と定量的 RT-PCR 

 

遺伝子の発現量を確認するため，2D と 3D それぞれ培養開始 48 時間後にサンプリング
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を行い，CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現レベルを確認した．全 RNA は RNeasy Mini 

Kit （Qiagen, Dusseldorf, Germany）を使用して抽出した．抽出した RNA を鋳型に

PrimeScriptTMⅡ1st Strand cDNA Synthesis Kit (Takara, Clontech, Japan)を用いて

cDNA を合成し，7500 Real Time PCR system ( Applied Biosystems, Tokyo, Japan) にて

遺伝子発現レベルを確認した．  

プライマー配列は以下の通りである． 

AhR: Forward 5’-ACGGCCAGGTCATCACTATTG-3’  

 Revers 5’- ATACCCAAGAAGGAAGGCTGGA-3’. 

CYP1A1: Forward 5’-CACCATCCCCCACAGCAC-3’ 

Reverse 5’-ACAAAGACACAACGCCCCTT-3’ 

CYP1A2: Forward 5’-CAATCAGGTGGTGGTGTCAG-3’ 

         Reverse 5’-GCTCCTGGACTGTTTTCTGC-3’ 

CYP1B1: Forward 5’-CGGCTGGATTTGGAAGAAACGTA-3’ 

Reverse 5’-TGATCCAATTCTGCCTGCACT-3’ 

β-actin: Forward 5’-ACATCACCTACGCCAGTCGC-3’ 

Revers 5’-TCTATGCCGCTTGGAAGGAT-3’. 

 

2-4. RNA 干渉法（RNAi） 

 

RNA 干渉法（RNAi）は 肺がん細胞株における AhR をノックダウンするために行った．ヒ

ト AhR mRNA (HSS100336; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)をターゲットとしているものを購

入した． 

siRNA の配列：5’-CCUUUAAUGGAGAGGUGCUUCAUAU-3’ 

       5’-AUAUGAAGCACCUCUCCAUUAAAGG-3’ 
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ネガティブコントロールとしてコントロール siRNA (MISSON® siRNA Universal Negative 

Control #1, SIC001-10; Sigma-Aldrich, Merck KGaA) を使用した．肺がん細胞株へのトランス

フェクションは LipofectamineTM RNAi MAX reagent (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.)

を用いて 1 サンプル当たり 8µL（全量 6ml/ディッシュ）使用した．3 種類の細胞株の 2D 細

胞と 3D 細胞塊共に siRNA の最終濃度が 10 nM siRNA となるようにした．2D 細胞は，試薬

類を 60-mm ディッシュ上で混合後 15 分間室温静置し，全量 3ml になるように濃度調整し

た細胞を加えて 37℃，5%CO2インキュベーターにて培養した． 

3D 細胞は，試薬類を 15ml チューブ内で混合した後 15 分間室温静置し，全量 12ml にな

るように濃度調整した細胞を加え，低吸着性の Prime Surface 96V Plate（Sumitomo 

Bakelite, Tokyo, Japan）を用いて 1well あたり 1000 cells になるように播種し培養し

た． 

 

2-5. 統計解析 

 

独立した 3 回のサンプリングから定量的 PCR を行った．得られた結果より t 検定を用い

て，2D 細胞対 3D 細胞塊，コントロール（Control siRNA 処理または DMSO 添加サンプ

ル）対 AhR siRNA 処理または B[a]P 添加サンプルで検定を行った．p < 0.05 を統計的に

有意な結果であるとした． 

 

3．結果 

 

3-1．3D 細胞塊では 2D 細胞より薬物代謝酵素の発現レベルが上昇する 

 

今回は肺で発現誘導される薬物代謝酵素である CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 とこれらの転
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写調節因子である AhR の発現を測定した．使用した全細胞株 A549，H520，H1703 で 2D 細

胞よりも 3D 細胞塊で CYP1A1，CYP1B1 の発現レベルが上昇することがわかった．また，

H1703 を除く 3D 細胞塊における CYP1A2 の発現レベルも 2D 細胞における発現レベルより

高かった（図 11）． 

一方，CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の転写調節因子である AhR の発現レベルは 2D 細胞と

3D 細胞塊では変動がなかった（図 11）． 

これまでに肝臓がん細胞で 3D 細胞塊を構築すると 2D 細胞に比べて薬物代謝酵素の発現

レベルや転写調節因子の発現が上昇するということが報告されており 45)，肺がん細胞にお

いても同様に 2D 細胞より 3D 細胞塊で薬物代謝酵素発現レベルが高いという結果であった

が，一方で，転写調節因子である AhR の発現レベルには変動がみられなかった． 

 

3-2．2D 細胞と 3D 細胞塊では CYP の発現調節経路が異なる 

 

 2D 培養時より 3D 細胞塊で CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現が上昇することが明ら

かとなったが，この薬物代謝酵素の発現には AhR が関与しているかどうかを明らかにする

目的で，AhR をノックダウンした細胞を用いてそれぞれ遺伝子発現を測定した． 

 AhR ノックダウンによる AhR の発現レベルは，コントロール siRNA 処理群と比較して

2D 細胞と 3D 細胞塊共に有意に抑制されていることを確認した（図 12A）．   

2D 細胞では，使用した全細胞株において AhR をノックダウンすることにより CYP1A1

の発現が抑制された．CYP1A2，CYP1B1 の発現も同様に AhR をノックダウンすることで

抑制されたことから，2D 細胞における CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現調節には AhR

が関与していることが明らかとなった（図 12B）． 

 一方，3D 細胞塊では AhR をノックダウンした細胞の遺伝子変動には細胞間で違いがみ

られた．A549 においては CYP1A1 の発現は減少傾向にあるものの，CYP1A2 の発現は抑
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制されず，H1703 では CYP1A1，CYP1A2 の発現レベルは抑制されなかった．一方で H520

では AhR をノックダウンすることにより 2D 培養時と同様に CYP1A1，CYP1A2 の発現が

抑制された．CYP1B1 の発現に関しては，使用した全細胞株で AhR をノックダウンするこ

とにより抑制される結果になった（図 12C）． 

 以上より，肺がん 3D 細胞塊では H520 を除く A549，H1703 細胞株で AhR が CYP1A1，

CYP1A2 の遺伝子調節には関与せず，主に CYP1B1 の発現調節に関与していることが明ら

かになった．H520 では，2D 細胞と同様に CYP1A1，CYP1A2 の発現は AhR によって制

御されていることが明らかになった． 

 

3-3．B[a]P 添加による遺伝子発現変動 

 

B[a]P は，肺の発がん誘導の際に AhR を介して CYP1A1 の発現を誘導することが明らか

になっているが 10)，本研究の結果より，3D 細胞塊では H520 を除いた A549 と H1703 で

CYP1A1，CYP1A2 の転写調節には AhR が関与しておらず，2D 細胞と 3D 細胞塊とでは

AhR が転写調節している遺伝子に違いがあることが示唆された．以上の結果より，B[a]P 添

加による AhR を介した遺伝子発現誘導パターンも 2D 細胞と 3D 細胞塊とでは異なるので

はないかと私は予測し，B[a]P 添加による薬物代謝酵素の発現について検討した．  

まず，B[a]P を添加しても，2D 細胞，3D 細胞塊共に AhR の発現レベルはコントロール

（DMSO 添加サンプルを以下コントロールと表記する）と比較して差は見られなかった（図

13A）．次に，2D 細胞では，使用した全細胞株の A549，H520，H1703 で，これまでの知

見と同様に B[a]P 添加によってコントロールとの間で有意に CYP1A1 の発現レベルが上昇

した．CYP1A2，CYP1B1 も同様に B[a]P 添加により，コントロールと比較して有意に発

現レベルが上昇し，遺伝子発現が誘導されていることを確認した（図 13B）． 

 3D 細胞塊では，H520 を除く A549，H1703 においては B[a]P を添加しても CYP1A1，
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CYP1A2 の発現レベルにはコントロールと比較して有意な差は見られなかった．H520 に

おいては，B[a]P 添加により CYP1A1，CYP1A2 の発現レベルが有意に上昇していた．ま

た，CYP1B1 は全細胞株で B[a]P 添加によりコントロールと比較して発現レベルの有意な

上昇がみられた（図 14C）．以上より，2D 細胞とは異なり，3D 細胞塊では H520 を除いて，

B[a]P は CYP1A1 と CYP1A2 の転写誘導はせず，CYP1B1 のみ発現誘導することが明らか

になった． 

この B[a]P 添加による遺伝子発現の誘導が AhR を介しているかどうかについて，AhR を

ノックダウンすることで検討した． 

 

3-4．B[a]P 添加による遺伝子の発現誘導は AhR を介している 

 

 B[a]P 添加により，2D 細胞では全細胞株で CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現誘導が

確認され，3D 細胞塊では A549，H520，H1703 において B[a]P 添加により CYP1B1 の発

現誘導が見られた．H520 では CYP1A1，CYP1A2 についても 3D 細胞塊で B[a]P 添加に

よる発現誘導が見られたが，これらの B[a]P 添加による CYP の発現誘導には AhR が関与

しているかどうか，AhR をノックダウンした細胞へ B[a]P を添加することで確認した．2D

細胞と 3D 細胞塊における AhR の発現の抑制効率は図 14A に示した通りであり，どの細胞

おいてもコントロール siRNA 処理サンプルと比較して有意に AhR は抑制されていること

を確認した． 

 2D 細胞では，AhR をノックダウンすることにより，全細胞株で B[a]P を添加しても

CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現レベルの誘導は見られなかった（図 14B）．この結果

より，2D 細胞で B[a]P 添加による CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現誘導は AhR を介

していることが明らかになった． 

3D 細胞塊においても，B[a]P 添加による CYP1B1 の発現誘導は，AhR をノックダウン
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した全細胞株で，コントロール siRNA 処理サンプルと比較して遺伝子発現は誘導されず，

発現レベルは有意に低下した．H520 でも，B[a]P 添加によって見られた CYP1A1，CYP1A2

の発現上昇は，AhR をノックダウンすることで見られなくなり，コントロール siRNA 処理

のサンプルと比較して有意に遺伝子発現レベルは低下していた（図 14C）．以上より，3D 細

胞塊においても B[a]P 添加によって発現誘導がみられる遺伝子群の調節は AhR を介してい

ることが明らかになった．  

 

4．考察 

 

組織から採取した細胞を培養細胞化すると薬物代謝酵素の発現レベルが低下するという

報告があるが 15)，肝臓がん細胞では 3D 細胞塊を構築することで薬物代謝酵素の発現が上

昇することが報告されている 45)．今回の結果より，肺がんにおいても，3D 細胞塊を構築す

ることで 2D 培養時よりも CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の遺伝子発現レベルが上昇する

ことが明らかになった（図 11）．肝臓がん細胞の 3D 細胞塊では，薬物代謝酵素の転写調節

因子の発現が上昇するため，それに伴って薬物代謝酵素の発現も上昇するのではないかと

考えられている 45)． 

しかし，肺がん細胞での 3D 細胞塊においては CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の転写調

節因子である AhR の発現レベルは 2D 細胞と比較しても変動はみられなかった（図 11）．

肺がん細胞において，CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現調節には AhR が核移行するこ

とが重要であるということが報告されていることから 47, 48)，肺がん細胞では，3D 細胞塊を

構築することで AhR の核移行が促進されているのではないかと推測される．  

AhR はリガンドが結合することで核移行が誘導されると報告されているため，リガンド

の存在について考えなくてはならないが，本実験結果（3-1，3-2）ではリガンド処理をして

いないため，内因性の AhR リガンドの存在が示唆された．AhR の内因性リガンドはトリプ
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トファンの代謝過程で生じるキヌレニンが同定されており 5)，がん細胞内においても産生さ

れることが報告されている 33)．3D 細胞塊における AhR の遺伝子制御を明らかにするため

に，肺がん細胞における内因性 AhR リガンドを特定することが今後の課題である． 

本研究結果でこれまでの報告と異なった A549 と H1703 の AhR を介した遺伝子制御の

まとめを図 15 に示す．AhR のリガンドを加えていない場合，2D 細胞においてはこれまで

の知見通り，肺がん細胞内でも CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現に AhR が関与してい

るということが確認できた．しかし，3D 細胞塊を構築すると CYP1A1，CYP1A2 の発現調

節には AhR は関与せず，CYP1B1 の発現調節のみ AhR によって制御される．以上より，

2D 細胞と 3D 細胞塊とでは AhR が制御する遺伝子が異なることが示唆された．まとめに

は示さないものの，H520 においては，2D 細胞と 3D 細胞塊ともに AhR によって CYP1B1

のみでなく，CYP1A1，CYP1A2 も発現が調節されており，同じ肺がん細胞でも培養細胞株

が異なると遺伝子制御が異なることが明らかとなった． 

さらに，2D 細胞と 3D 細胞ではともに CYP1B1 の発現誘導に AhR が関与していること

が明らかになったことから，肺がん細胞の定常的な増殖には CYP1B1 が関わっているので

はないかと推測される．CYP1B1 は正常組織では発現は見られないものの，肺，食道，乳，

大腸，皮膚，リンパ節，脳，精巣がん細胞において発現誘導が確認されることが報告されて

おり 48)，AhR が発現を調節しているといわれる薬物代謝酵素の一つである．CYP1B1 の機

能の一つに，がん細胞の酸化ストレスへの関与を介してがん細胞の成長を促進しているこ

とが示唆されており，肺がん細胞の増殖促進において CYP1B1 が関与している可能性が報

告されている 49)． 

B[a]P 添加による A549 と H1703 の遺伝子変動結果のまとめを図 15 に示す．本研究では

2D 細胞と 3D 細胞塊において B[a]P 添加による CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現レベ

ルを観察したが，2D 細胞ではこれまでの知見通り B[a]P が CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1

の発現を誘導していることが明らかとなった（図 13B）．一方で，3D 細胞塊を構築すると，
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A549，H1703 では CYP1A1，CYP1A2 の発現誘導は見られず，CYP1B1 の発現誘導のみ

観察された（図 13C）．H520 においては他の 2 種と異なり，B[a]P 添加により 3D 細胞塊

でも 2D 細胞と同様に CYP1A1，CYP1A2 ，CYP1B1 の発現誘導が確認された．  

βNF 添加時の細胞死誘導の結果と同様に A549，H1703 と H520 とでは同じ肺がん由来

の細胞であっても，B[a]P 添加による遺伝子発現パターンが異なることが明らかとなった．

H520 は H1703 と同じ扁平上皮細胞肺がん細胞株として分類されるが，H520 においては

p53 発現レベルが他の肺がん細胞のレベルよりも低いという報告があり 50)，この違いが薬

物代謝酵素遺伝子の発現パターンの違いに影響を与えているのではないかと推測される．  

以上より，細胞増殖に関与する遺伝子は現段階では不明であるが，2D 細胞と 3D 細胞塊

とで薬物代謝酵素の発現パターンが異なることが明らかになったことから，B[a]P によっ

て発現誘導される細胞増殖関連遺伝子が 2D 細胞と 3D 細胞塊とで異なっている可能性が

ある．今後は，網羅的解析によって B[a]P/AhR 複合体によって調節される増殖関連遺伝子

の特定と 2D 細胞と 3D 細胞塊における発現パターンの違いを明らかにすることが課題で

ある．これまでに，AhR が直接的に発現調節しており，細胞増殖に関与している遺伝子と

して CYP1B149)，線維芽細胞成長因子 9（FGF-9）51)，E2F124)が報告されており，これら

の遺伝子の関与から検討していく予定である．  
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第 5 章 総合考察および結論 

 

 本研究では，AhR が肺がん細胞の細胞増殖に関与しているという仮説をたて，発がん誘

導への関与は報告されているがヒト肺がん細胞内における作用は明確ではない AhR リガン

ドである benzo[a]pyrene（B[a]P）と β-naphthoflavone（βNF）が肺がん細胞の細胞増殖へ

どのような影響を与えるのかを明らかにすることが目的である．実験を進めるにあたり，私

は 2D培養と 3D培養の両培養系を用いて研究を行った．本研究ではヒト肺がん細胞株A549

（ヒト肺腺がん由来），H520 と H1703（ヒト肺扁平上皮がん由来）を使用した． 

本研究結果のまとめと今後の課題について図 16 にまとめた．まず，AhR をノックダウン

した細胞の細胞数変化の結果から，2D 細胞と 3D 細胞塊ともに細胞数が減少することが明

らかになり，AhR は肺がん細胞の増殖に重要な分子であるとが明らかになり，内因性 AhR

リガンドの存在が示唆された．そして， B[a]P は 3D 細胞塊でのみ細胞増殖を増強させる

ことが明らかになり，2D 細胞とは AhR リガンドに対する効果が異なることを明らかにし

た．B[a]P が 3D 細胞塊における細胞増殖を増強させる効果は AhR をノックダウンした細

胞では確認されなかったため，B[a]P の細胞増殖を増強させる効果は AhR を介していると

いうことが結論である． 

3D 細胞塊は細胞間接着の回復や低酸素・低グルコースによるストレスにさらされるとい

う点で生体内のがん細胞に類似していることが近年明らかとなってきており，3D 細胞塊の

サイズが 200 µm ほどであることから，生体内の微小ながんに類似していると予想される．

以上のことから，本結果が in vivo の肺がん細胞に当てはまるとすると，肺がん細胞が体内

にある場合，喫煙者の肺がん細胞は，非喫煙者の肺がん細胞よりも増殖が速いと予想される．

増殖が速ければ，がん細胞塊の成長も速く，血管新生などのがんの進行も速くなるのではな

いかと考えられ，この影響が序論で述べた，喫煙患者は禁煙患者と比較して予後不良である

結果の生物学メカニズムの一つではないかと推測される．  

βNF を添加して細胞増殖への影響を検討した結果からは，βNF は B[a]P の 3D 細胞塊の
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細胞数を増加させる効果とは逆に 3D 細胞塊の細胞数を減少させた．以上のことから AhR

のリガンドでも化合物が異なると細胞増殖への影響が異なることが明らかになった．さら

に，この結果はこれまでに報告されていた A549 の 2D 細胞における βNF が細胞増殖を増

強するという結果とは異なった．現時点では βNF 添加による細胞数減少の効果が AhR を

介しているかどうかに関しては明らかになっていないため，まずは βNF の影響が AhR を

介しているかどうかを明らかにすることが今後の課題である． 

2D 細胞と 3D 細胞塊における AhR リガンドの細胞増殖への影響が異なった原因として，

私は AhR が転写調節因子であることから細胞増殖関連遺伝子の発現調節が関与しているの

ではないかと推測した．薬物代謝動態学分野では肝臓がんにおいて AhR の転写調節パター

ンが 2D 細胞と 3D 細胞塊とでは異なることを明らかにしてきたが，肺がん細胞においては

AhR の転写調節パターンが異なることは証明されていない．まずは，実際に AhR の転写

調節パターンが異なっているかどうかを，AhR の転写調節機能の解析で重要な指標とされ

る薬物代謝酵素遺伝子で検討した．遺伝子発現パターンの解析結果より， 2D 細胞と 3D 細

胞塊では AhR の転写調節ターゲットが異なることが示唆された．現段階では，リガンド / 

AhR 複合体が発現制御している細胞増殖関連遺伝子は不明であるが，2D 細胞と 3D 細胞塊

とでは AhR を介した転写調節には違いがあることが明らかになったことから，リガンドに

よる 2D 細胞と 3D 細胞塊における細胞増殖への影響の差異は遺伝子転写調節の差異が影響

しているのではないかと考えられる． 

今後はマイクロアレイ解析等の網羅的解析により，B[a]P と βNF が転写調節している増

殖関連遺伝子の特定，そして 2D 細胞と 3D 細胞塊とでの発現パターンの違いを明らかにす

ることが課題である．そして，本研究より内因性リガンドの存在が示唆されたため，メタボ

ローム解析等で AhR の内因性リガンドを特定することが課題である．本研究をさらに発展

させることは，肺がん細胞の再発メカニズム，進展メカニズムの解明に有用な知見を与える

と考える． 
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図 1 

 

図 1．肺の発がん誘導メカニズム． 
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図 2 

 

図 2．3D 細胞塊の構築と 2D 細胞と 3D 細胞塊における細胞数変化の解析． 

A：3D 培養開始後 48 時間の A549，H520，H1703 の 3D 細胞塊．スケールバーは 100 µm． 

B：2D 細胞と 3D 細胞塊における細胞増殖．X 軸には培養開始後の経過時間，Y 軸は 2D 細胞では細胞濃

度，3D 細胞塊では細胞数/spheroid を示している．独立した 3 回の実験結果より平均値を算出し，平均±

標準偏差（SD）として示した． 
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図 3A 
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図 3B 
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図 3C 

 

図 3．B[a]P が細胞増殖へ与える影響の検討． 

A：B[a]P 添加による細胞培養スケジュール．2D 細胞，3D 細胞塊共に培養開始 24 時間経過後に B[a]P（最

終濃度 10 µM）を添加した．B：B[a]P 添加による 2D 細胞における細胞数変化を細胞濃度で示した．C：

B[a]P 添加による 3D 細胞塊の細胞数変化を細胞数/spheroid で示した．B と C はそれぞれ 3 回の独立した

実験から得られたデータで平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られたデータは t 検

定を用いて DMSO 添加サンプルと B[a]P 添加サンプルの間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 4A 
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図 4B 

 

図 4．AhR ノックダウンによる AhR の発現抑制． 

A：AhR 処理後（最終 siRNA 濃度は 2D 細胞，3D 細胞塊共に 10 nM）の B[a]P 添加の培養スケジュール．B：AhR ノ

ックダウンによる AhR の遺伝子発現とタンパク発現量の変化．遺伝子発現のグラフは X 軸に B[a]P 処理後経過時間を

表記した．Y 軸は None（Lipofectamin 8 µL のみ）の AhR 発現量（β-actin で標準化）を 1 として遺伝子発現レベルを

算出した．3 回の独立した実験から得られたデータで平均値を算出し，平均値±標準偏差（SD）として示した．得られ

たデータは t 検定を用いて Control siRNA と AhR siRNA の間で統計処理を行った．*p<0.05 

ウエスタンブロットは None（Lipofectamin 8 µL のみ），Control siRNA（8 µL Lipofectamin および 10 nM Control 

siRNA），AhR siRNA（8 µL Lipofectamin および 10 nM AhR siRNA）を示す．トランスフェクション後 48 時間と 96

時間におけるサンプリングの結果であるが，表記時間は B[a]P 添加後の経過時間に合わせて表記した． 
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図 4C  

 

図 4C．AhR ノックダウンした細胞への B[a]P 添加による細胞数変化の解析． 

AhR をノックダウン（siRNA 最終濃度 10 nM）した 3D 細胞塊に B[a]P を添加した際の細胞数変化．X 軸

は B[a]P 添加後の経過時間を示し，Y 軸は細胞数/spheroid で示す．3 回の独立した実験から得られたデー

タで平均値を算出し，平均値±標準偏差（SD）として示した．得られたデータは t 検定を用いて Control 

siRNA と AhR siRNA の間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 5A 
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図 5B 
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図 5C 

 

図 5．AhR ノックダウンのよる細胞数変化の解析． 

A：AhR ノックダウン処理による細胞数測定のスケジュール．（最終 siRNA 濃度は 2D 細胞，3D 細胞塊共に 10 nM）

B：2D 細胞における細胞数変化を細胞濃度で示した．C：3D 細胞塊の細胞数変化を細胞数/spheroid で示した．B と C

はそれぞれ 3 回の独立した実験から得られたデータで平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られた

データは t 検定を用いて Control siRNA と AhR siRNA の間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 6 

 

図 6．PI 染色による細胞死の判定． 

AhR をノックダウン（最終濃度 2D 細胞，3D 細胞塊共に 10 nM）した 2D 細胞と 3D 細胞塊において細胞

死誘導が起きているかを PI 染色を用いて判定した．Y 軸は（PI 染色された細胞数 / 全細胞数）として染

色された細胞の割合を示している．X 軸には細胞の処理を示した．3 回の独立した実験から得られたデー

タで平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られたデータは t 検定を用いて Control siRNA

と AhR siRNA の間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 7A 
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図 7B 

 

図 7. 肺がん細胞における AhR を介する細胞増殖メカニズムの仮説． 

A：B[a]P 添加による肺がん細胞の細胞増殖メカニズムの仮説． 

B：肺がん細胞の細胞増殖に AhR が関与するメカニズムの仮説． 
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図 8 

 

図 8．βNF 添加による 3D 細胞塊への細胞増殖に与える影響の解析． 

A：βNF 添加による細胞培養スケジュール．2D 細胞，3D 細胞塊共に培養開始 24 時間経過後に βNF（最

終濃度 1 µM および 10 µM）を添加した．B：βNF 添加による細胞数変化．細胞数/spheroid で示し，3 回

の独立した実験から得られたデータで平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られたデ

ータは t 検定を用いて DMSO 添加サンプルと βNF 添加サンプルの間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 9 

 

図 9．PI 染色による細胞死の判定． 

3D 細胞塊の培養開始 24 時間経過後に βNF（最終濃度 1 µM および 10 µM）を添加した．Y 軸は（PI 染色

された細胞数 / 全細胞数）として PI 染色により染まった細胞の割合を示している．X 軸には細胞処理を

示した．独立した実験を 3 回繰り返し平均値を算出した．平均±標準偏差（SD）として示した．得られた

データは t 検定を用いて DMSO 添加サンプルと βNF 添加サンプルの間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 10 

 

図 10．βNF による細胞増殖抑制メカニズムの仮説． 
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図 11 

 

 

図 11．2D 細胞と 3D 細胞塊における遺伝子発現変動の解析． 

2D 細胞と 3D 細胞塊における AhR，CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現レベルを示す．グラフは独立し

た 3 回の実験結果から得られたデータで，平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られ

たデータは t 検定を用いて 2D 細胞の遺伝子発現レベルと 3D 細胞塊の遺伝子発現レベルの間で検定を行

った．*p<0.05 
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図 12A 
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図 12B 
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図 12C 

 

図 12．AhR をノックダウンした 2D 細胞と 3D 細胞塊における遺伝子変動の解析．AhR のノックダウンは最終 siRNA

濃度 10 nM で行った．A：2D 細胞と 3D 細胞化における AhR の発現レベル B：2D 細胞における AhR をノックダウ

ンした際の目的遺伝子の発現レベル C：3D 細胞塊における AhR をノックダウンした際の目的遺伝子の発現レベル 

いずれも，X 軸は細胞種を示し，Y 軸は None の遺伝子発現量（β-actin で標準化）を 1 として各サンプルの遺伝子発現

量を算出した．独立した 3 回の実験より平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られたデータは t 検

定を用いて Control siRNA 処理サンプルと AhR siRNA 処理サンプルの間で検定処理を行った． *p<0.05 
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図 13A 
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図 13B 
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図 13C 

 

図 13．2D 細胞と 3D 細胞塊に B[a]P（最終濃度 10 µM）を添加した際の遺伝子発現レベルの解析． 

A：2D 細胞，3D 細胞塊それぞれの AhR の発現レベル．B：2D 細胞における CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現レ

ベル．C：3D 細胞塊における CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現レベル．いずれも X 軸は細胞種を示し，Y 軸は得ら

れた None の遺伝子発現量（β-actin で標準化）を 1 として各サンプルの遺伝子発現量を算出した．いずれも独立した 3

回の実験から得られたデータで平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られたデータは t 検定を用い

て DMSO 添加サンプルと B[a]P 添加サンプルの間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 14A 
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図 14B 
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図 14C 

 

図 14．AhR ノックダウン処理をした 2D 細胞と 3D 細胞塊へ B[a]P（最終濃度 10 µM）を添加した際の遺伝子発現レベ

ルの解析． A：2D 細胞，3D 細胞塊それぞれの AhR の発現レベル．B：2D 細胞における CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1

の発現レベル．C：3D 細胞塊における CYP1A1，CYP1A2，CYP1B1 の発現レベル．いずれも X 軸は細胞種を示し，Y

軸は得られた None の遺伝子発現量（β-actine で標準化）を 1 として各サンプルの発現量を算出した．いずれも独立し

た 3 回の実験から得られたデータで平均値を算出し，平均±標準偏差（SD）として示した．得られたデータは t 検定を

用いて Control siRNA と AhR siRNA 添加サンプルの間で統計処理を行った．*p<0.05 
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図 15 

 

図 15．ヒト肺がん細胞の培養環境によって AhR が制御する遺伝子が異なる． 
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図 16 

 

図 16．本研究の結論と今後の課題 


