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１．目的 

腫瘍内には、がん細胞のみならず免疫細胞や線維芽細胞などの正常細胞や細胞外マトリックス

（ECM）が存在している。これらによりつくり出される腫瘍内環境（がん微小環境）が抗がん剤耐性

や転移などのがん細胞の形質に影響することが明らとなっている。我々は、これまでの研究で、微

小環境のひとつである ECM の物理的性質がアクチン細胞骨格の構造の再構成を介して分化や幹細胞

化といった細胞の運命決定に重要であることを示してきた。分化や幹細胞化は、がん細胞の抗がん

剤耐性や転移能の獲得に深く関与していることが知られているが、ECM の物理的性質が抗がん剤感受

性に及ぼす影響についてはほとんど解析されていない。そこで本研究では、抗がん剤感受性におけ

る ECMの物理的性質の重要性を明らかにすることを目的に、硬さを調節した培養基板ゲルを用いて、

ヒト乳がん由来 MCF7 細胞の抗がん剤 Doxorubicin に対する感受性の比較、およびその分子機構の解

析を行った。 

 

 

２．方法 

培養基板ゲルの調整および細胞培養 

弾性率2 kPaおよび30 kPaの培養基板ゲルの作成は、以前調整した方法で行った[1]。簡潔に述べる

と、6-アクリルアミドヘキサン酸とアクリルアミド、ビスアクリルアミドの混合比を調節した溶液

にAPSとTEMEDを加えて重合させた。重合したゲルは、PBSで膨潤した後、MESで洗浄し、１M NHSと0.4M 

WSCで反応させた。次に、60％メタノールで反応させ、0.005%ゼラチンでコートした。0.5Mエタノー

ルアミンで反応させた後、50 mM HEPESバッファーおよびPBSで洗浄した。ゲルをUVで照射した後に、

培地で膨潤したものを培養基板ゲルとして用いた。細胞は、5％CO2存在下において10% FBSを含むDMEM

培地中で培養した。 

 

qRT-PCR 

細胞からRNeasy Kit (Invitrogen)を用いてRNAを抽出した。次に、cDNAをRevertAid Premium Reverse 

Transcriptase(Farmentus)とT7-Oligo(dT)プライマー（Invitrogen）を用いて作成した。p21、bax
およびubiquitin遺伝子の発現量は、SYBR Greenを用いたリアルタイムPCR法で解析した。  

 

核タンパク質調整とウエスタンブロッティング 

核タンパク質の調整は、以前と同様の方法で行った[2]。核タンパク質をSDS-PAGEにかけた後、PVDF

膜に転写した。1次抗体として抗p53抗体（DO1）または抗HDAC1抗体（2E10）、2次抗体にHRP標識抗

体を用いてウエスタンブロットを行った。 

 

 

３．結果 

ヒト正常乳腺組織と同等の硬さを有す

る2 kPaの基板上でMCF７細胞を培養した

ところ、細胞塊（スフェロイド）を形成し

た（図1A）。一方、30 kPaおよびプレート

（＞1ｘ106 kPa）上の硬い基板上ではシー

トの状態で伸展した形態をとった（図1B、

C）。このことは、乳がん細胞が2 kPaと30 

kPaの硬さの違いを感知していることを示

している。 

そこで次に、2 kPaと30 kPaの基板上で

培養した細胞を、抗がん剤Doxorubicin で処理し、細胞の生存率を比較したところ、30 kPaの基板

上で培養した細胞のほうが、死細胞の割合が高かった（図2）。このことから、足場が柔らかいと

Doxorubicinの感受性は低くなることが示唆された。Doxorubicinによる細胞死は、がん抑制遺伝子
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p53をノックダウンすることで抑制され

ることから、基板の硬さで変化する

Doxorubicin感受性の違いは、p53の活性

化の違いに依存しているのではないかと

考えた。 

p53は、抗がん剤やがん遺伝子活性化

などにより誘導されるDNA損傷時におい

て安定化および活性化し、p21などのCDK

阻害因子やBaxなどのアポトーシス促進

因子の遺伝子発現を介して細胞の増殖を

阻害する機能を有している。そこで、2 kPa

および30 kPaの基板上で培養した細胞に

おいて、Doxorubicin処理により誘導され

るp21とbax遺伝子の発現量をqRT-PCRで

比較した。その結果、両遺伝子ともに2 kPa

の基板上で培養した細胞のほうが、有意に低かった（図3A）。p53をノックダウンした細胞では、30 

kPaの基板上で培養した細胞においても、これら遺伝子の発現はほとんど上昇しないことから、

Doxorubicin処理で誘導されるp53の転写

活性化は、細胞の足場が柔らかいほど低い

ことが示唆された。次に、p53の量をウエ

スタンブロット法で確認したところ、

Doxorubicin処理でp53の核内タンパク量

は上昇するが、2 kPaの基質上で培養した

細胞のほうが有意に少ないことが示され

た（図3B）。 

 

スフェロイドを形成することで、中心

部にDoxorubicinが浸透せずにp53の活性

化が抑制されている可能性があると考え

られたため、スフェロイド中心部および外

周部に存在しているそれぞれ細胞での

Doxorubicinの取り込み量を比較した。

Doxorubicinのほとんどが、核内に取り込

まれており、スフェロイドの中心部および

外周部の細胞においても取り込み量に有

意な差は見られなかった（図3A, B）。つ

まり、本実験の条件では、スフェロイド中

心部にもDoxorubicinが十分に取り込まれ

ていることが示された。 

以上のことから、細胞の足場の物理的

環境は、抗がん剤の取り込み量に依存せず

に、p53の活性化に影響を与え、抗がん剤

感受性を左右する要因となることが明ら

かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. 考察 

細胞の足場の力学的物性は、細胞接着分子であるインテグリンにより感知され、FAKなどの細胞

内シグナル分子を介してアクチン細胞骨格の再構成が行われる。これまでの研究から、足場が硬い

ほど、インテグリンの活性は高くなり、アクチン重合と共にミオシンによる牽引力が増強されるこ

とで、さらにインテグリンの活性を増強するというフィードバック機構が存在することが明らかと

なっている[3]。インテグリン活性化に伴うシグナルは、抗がん剤感受性を低下させること[4]、ま

たその一方で、ミオシンIIの活性は、Doxorubicin によるp53の活性化の誘導に必要であることが

知られており[5]、細胞の足場の力学的物性が抗がん剤感受性に対する影響は不明であった。しか

しながら本研究の結果で、基板が硬いほどDoxorubicin により誘導されるp53の活性化は高く、細

胞死が亢進されたことから、力学的物性の抗がん剤感受性に及ぼす影響は、ミオシンIIを介したp53

の活性化の制御に依存しているということが推察された。 

ミオシンIIの活性は、インテグリンシグナルによって調節されるだけでなく、カドヘリンを介

した細胞間接着によっても制御される。細胞間の牽引力に依存して、αカテニンの構造が変化し、

その結果ビンキュリンなどのアクチン重合分子と結合し、アクチン重合が促進されるとアクトミオ

シンによる牽引力が増強される[6]。我々は、硬い基板上で培養した細胞において、ビンキュリン

結合部位を欠失したαカテニンの変異体を発現させると、Doxorubicin誘導性のp53の活性化が低下

することを明らかにしており（未発表データ）、これはアクトミオシンの牽引力が、力学的物性の

抗がん剤感受性において重要な要素となるという本研究の結果を支持していると考えられる。 

柔らかい基板上では、幹細胞化や幹細胞の自己複製の維持が促進される[7-8]。また、このよう

な幹細胞の運命をp53は抑制することが知られている[9]。したがって、がん再発や転移の原因とし

て考えられている幹細胞の性質をもったがん細胞（がん幹細胞）は、足場が柔らかい場合に発生し

てくる可能性が考えられる。本研究結果のさらなる進展によって、新たながん治療方法の創出が期

待できる。 
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