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緒	 言	

 
	 大腸がんの発生や悪性化は、遺伝的背景に加え、日々の食生活やストレスなどの生

活環境要因、あるいは他の慢性炎症性疾患や突然変異を誘導する物質を含む危険因子

の摂取、暴露と関連すると考えられる。近年医学の進歩により、がん患者の生命予後

は著しく向上したが、がんは依然として日本人の死亡原因の第一位であり、特に大腸

がんは年々増加し続けている。また既存の分子標的薬などの抗がん剤治療や放射線治

療などの標準治療に対して不応答の患者や治療後、再発や転移が生じるリスクも存在

する。従って、生体内での大腸がんの発生および悪性化の制御機構は、複数かつ複雑

に存在していることが考えられ、これまでとは異なる新しい方面からのがん制御研究

も必要とされる。	

	 興奮性の神経伝達物質でサブスタンスP (SP) やニューロキニンA (NKA)、ニューロ

キニン B、ヘモキニン-1、エンドキニンなどタキキニン類は中枢神経系や末梢神経系

に広く分布している 1, 2。SP とNKA はタキキニン-1 遺伝子(TAC1, Tac1)によってコー

ドされており、これらの物質は神経ペプチドとして良く知られている。また神経ペプ

チドとして、副交感神経に存在する血管作動性腸管ペプチドやタキキニンと同様に知

覚神経C 線維の末端に存在するカルシトニン遺伝子関連ペプチドが知られている。タ

キキニンの前駆タンパク質であるプレプロタキキニンは翻訳後のタンパク質分解プロ

セッシングによってペプチドに分解される。これらのペプチドは、構造的にも進化的

にも保存された共通のカルボキシ末端配列である FXGLM-NH2 を含むペプチド配列

を持つ。一般に、SP やNKA はヒトにおいて、気道収縮や、血管拡張および血管透過

性のような生命維持に重要な反応をコントロールすることが知られている (図 1) 。 
	 これらの神経ペプチドは、知覚神経系の活性化のみならず、炎症反応においても組

織中で産生されることが知られている。また局所の組織損傷に対して神経から分泌さ

れる神経ペプチドは、多くの神経性炎症を誘導し、症状を悪化させるとされている。

これまでの研究によると、SP は免疫担当細胞の様々な機能を制御することが示され、

マスト細胞からのVEGF 分泌や 3、NK 細胞の細胞傷害活性 4、単球およびT 細胞から

のサイトカイン産生 5, 6、マクロファージにおけるケモカインあるいはケモカインレセ

プターの誘導 7, 8、および樹状細胞の抗原提示 9などとの関連が報告されている。 
	 SP やNKA などタキキニン類は、G タンパク質結合レセプター (GPCR) である、ニ

ューロキニン-1 レセプター (NK1R)、ニューロキニン-2 レセプター (NK2R) 、あるい

はニューロキニン-3 レセプター (NK3R) を介して標的細胞の機能を調節し、末梢及び

中枢神経系における神経伝達物質として作用する。NK1R およびNK2R は、哺乳動物

では異なる遺伝子、TACR1 (Tacr1) 、およびTACR2 (Tacr2) にそれぞれコードされて

おり、細胞のシグナル伝達において重要な役割を果たす。これまでに SP は神経系の
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細胞に加え、単球やマクロファージなどの免疫細胞に発現するNK1R に結合すること

が良く知られている。一方、NKA は NK2R に対して強いアフィニティーがある。最

近の報告では、NK2R は神経細胞 10、マウスのマクロファージ 11、COPD 患者の肺胞

マクロファージ 12、慢性膵炎からの組織 13、および気道平滑筋 14で発現することが確

認されている。これまでの研究より、タキキニンおよびその受容体が、神経系や末梢

器官系以外にも呼吸、心血管、内分泌および胃腸の活動を制御するいくつかの非神経

細胞においても発現していることが明らかになった。このように SP、NKA を含むタ

キキニンは当初神経伝達物質として考えられていたが、多くの論文でNK1R とNK2R
の発現が神経系以外の細胞、内皮細胞や繊維芽細胞、平滑筋細胞、および炎症性細胞

で確認されていることから、NK1R やNK2R を介した神経ペプチドシグナルが神経系

に加え、その他の組織で機能的に作用している可能性が考えられる。 
	 これまで NK1R については、膠芽腫 15-18、肝芽腫 19、乳がん 20、胆道がん 21、肺が

んや大腸がん 22, 23に発現し、がん細胞の増殖や生存に関与することが報告されている。

神経内分泌がんにおいて、紅潮、下痢、喘鳴および右心疾患を含む病勢に関連するこ

とが報告された。また SP-NK1R シグナル伝達は、重度のストレスまたは外科手術に

よって引き起こされる神経性炎症によって免疫抑制を誘導するだけでなく、腫瘍形成

のための血流および血管新生を制御することで、がんの進行や転移を促進する可能性

が示唆された。従って、神経ペプチド受容体を介した神経ペプチドシグナルは、生体

内における生理学的機能に加えて、がんの発症や腫瘍の悪性化に関連する病理学的機

能を調節する可能性があると考えられる。 
 最近の論文において、NK2R の遺伝子多形が、大腸がん患者のリンパ節転移の予測

に有用であることが示された 23。さらに、臨床研究の報告ではニューロキニンA レベ

ルは、IV期小腸の神経内分泌腫瘍分化型患者の生存率を予測することが報告された24。

これらの知見は、NK2R を介した神経ペプチドのシグナルが慢性炎症や腫瘍形成に関

連することが示唆された。しかし、SP-NK1R シグナル伝達カスケードと比較して、

NKA-NK2R については、がん細胞の生体内での腫瘍形成および宿主免疫への関与など、

担がん生体での詳細な作用効果については、未だ報告が少ない。 
 これまで当教室の研究において、NK1R および NK2R がステロイド抵抗性重篤化喘

息患者の肺病変組織に発現することを見出すとともに、NK2R 介した神経ペプチドシ

グナルが、樹状細胞 (DC) 機能を活性化することによって宿主免疫応答を賦活させる

ことを見出した 25, 26。また IFN-α、IFN-β、および IFN-γなどのタイプ-1 サイトカイン

や自然免疫を活性化する toll-like receptor (TLR) 4 リガンドである lipopolysaccharide 
(LPS) 、および合成二本鎖RNA でTLR3 リガンドである polyinosinic-polycytidylic acid 
(poly I:C) などによる刺激は、DC のNK1R およびNK2R 発現レベルをSTAT1 に依存
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的に増強することを確認し、これらの結果から免疫細胞においても神経ペプチドシグ

ナルによる制御機構が存在し、慢性炎症や免疫応答に関連することを明らかにした。 
	 そこで本研究において、NK2R を介した神経ペプチドシグナルが、宿主免疫系や、

がん細胞の生体内での悪性化に関与するかどうかについて、マウス担がん生体モデル

を構築して検証を行なった。その結果、がん細胞における NK2R の過剰発現により、

生体内での腫瘍形成と肝転移能が亢進されることを見出した。またNK2R 阻害剤の投

与、およびがん細胞のNK2R 遺伝子の欠損により、腫瘍形成と肝転移が抑制されるこ

とも確認した。さらにIFN-α/βあるいはIFN-γの刺激がん細胞のNK2R遺伝子がSTAT1
依存的に発現誘導されることを明らかにした。また本研究で poly I:C の生体内投与に

よって腫瘍内に浸潤している DC が IFN-α/βのみならず、神経ペプチドをコードする

タキキニン-1 遺伝子の発現レベルも増強されることを見出し、活性化したDC が神経

ペプチド産生細胞の一つとなること、またがん細胞のNK2R の発現誘導を促進するこ

とで、神経ペプチドシグナルを増強させる可能性を見出した。さらにヒト臨床検体を

使用した検証で、大腸がん、肝細胞がんおよび子宮頸がんの腫瘍組織において、がん

細胞および病変部位に浸潤している細胞にNK2R の発現を認めた。 
	 従って、本研究によりNK2R を介した神経ペプチドシグナルの遮断は、慢性炎症性

疾患に加え、がんの有望な治療戦略の一つとなり得る可能性が示唆されたと考えてい

る。 

 
図 1. 神経ペプチドによる生体機能の調節 
侵害性の刺激により神経系から放出される神経ペプチドは、上皮細胞、血管内皮細胞や平滑筋細胞

に作用し、疼痛反応の誘発、平滑筋の収縮・弛緩、血管の拡張、血管透過性の亢進や粘膜分泌の過

多など、神経性炎症を誘発する。最近、神経ペプチドが免疫担当細胞にも作用し、細胞機能を制御

する働きをもつことが報告されている。 
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略語表 
 
本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
7AAD  7-Aminoactinomycin D 
COPD   chronic obstructive pulmonary disease 
DC  Dendritic cell 
EGFR  Epidermal growth factor receptor 
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
GFP  green fluorescent protein 
GPCR  G protein-coupled receptor 
HBV  hepatitis B virus 
HCV   hepatitis C virus 
HE  hematoxylin and eosin  
HPV  human Papillomavirus 
IBD  inflammatory bowel disease 
IFN-α  interferon-alpha 
IFN-β  interferon-beta 
IFN-γ  interferon-gamma 
IHC  immunohistochemistry 
IL-6  interleukin 6 
IL-17  interleukin 17 
JAK  janus kinase 
KO  knockout  
LPS  lipopolysaccharide 
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
MEK  MAPK/ERK kinase 
MFI  mean fluorescence intensity 
MHC  major histocompatibility complex 
MMP-2  matrix metalloproteinase-2 
MT1-MMP membrane type 1-matrix metalloproteinase 
NK1R  neurokinin-1 receptor 
NK2R  neurokinin-2 receptor 
NK3R  neurokinin-3 receptor 
NKA  neurokinin A 
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OE  overexpression 
poly I:C  polyinosinic-polycytidylic acid 
STAT1  signal transducer and activator of transcription 1 
SP  substance P  
TLR  toll-like receptor 
TNF-α  tumor necrosis factor-alpha 
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実験方法	

 
実験動物 	

	

	 野生型BALB/cマウスはCharles River Japan (Kanagawa, Japan)より購入した。C57BL/6
系統由来Tacr2−/−マウスの精子についてKOMP Repository, University of California (Davis, 
CA, USA)より購入した。野生型BALB/cマウスと８回戻し交配してBALB/c系統由来

Tacr2−/−マウスを作出した。全てのマウスは、特定病原体不在	(SPF)	環境下で飼育さ

れ、6〜8週齢にて実験に使用した。本研究の遂行に伴う動物実験の計画	(14-0062) お
よび遺伝子組み換え実験の研究計画	(2013-015) は、北海道大学の審査を受け承認され

た後に実施した。また動物実験は全て北海道大学の動物実験に関する規定に従って行

った。	

 
インフォームド・コンセント	

	

	 ヒト臨床検体を用いた研究計画については、北海道大学大学院医学研究院	(14-043)	、
遺伝子病制御研究所	(14-0004)	、旭川医科大学	(15143)	の各倫理委員会の承認を得て

行った。患者から臨床研究について説明し、文書による同意を得、また個人情報の保

護を厳密に行なって実施した。	

	

細胞株	

	

	 マウス大腸がん CT26 細胞株	(CRL-2638)	は、アメリカ Type Culture Collection 
(Manassas, VA, USA)	より購入した。ヒト大腸線がん細胞株DLD-1	(TKG 0379)	はCell 
Resource Center for Biomedical Research, Institute of Development, Aging and Cancer Tohoku 
University (Miyagi, Japan)	より入手した。ヒト肝がん細胞株HLF	(JCRB0405)は、JCRB 
Cell Bank (Osaka, Japan)	および肝細胞がんHepa1-6 細胞株	(ATCC-CRL-1830) より入

手した北海道大学大学院医学研究院消化器外科学教室 I	(武冨紹信先生)	から分与し

て頂いた。	

	

試薬	

	

	 フローサイトメトリー用の蛍光色素標識抗マウス CD45 抗体	(30-F11)	、APC 標識

抗マウス CD11c 抗体	(N418) 、抗マウス H-2Kd抗体	(AF6-88.5) および抗マウス I-Ad

抗体	(AF6-120.1)	は、BioLegend (San Diego, CA, USA) あるいはBD Biosciences (San 
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Diego, CA, USA) より購入した。7AAD はBeckman Coulter (Brea, CA, USA) より購入し

た。	免疫染色	(IHC) 用の抗NK2R 抗体	(M-48)	はSanta Cruz Biotechnology, Inc. (Santa 
Cruz, CA, USA)	より購入した。NK2R選択的阻害剤	(GR 159897)	はTOCRIS Bioscience 
(Bristol, UK)より購入した。リコンビナントマウス IFN-α (752802)	はBioLegend より、

IFN-β (8234-MB)	はR&D systems Inc. (Minneapolis, MN, USA)	より、IFN-γ (554587)は
BD Biosciences より、それぞれ購入した。リコンビナントヒト	IFN-α (592702)は
BioLegend より、IFN-β (092-06061)はWako Pure Chemical Industries より、IFN-γ (300-2)
はPeproTech Inc. (Rocky Hill, NJ, USA) より、それぞれ購入した。Poly I:C (HMW)	は
InvivoGen (San Diego, CA, USA)より購入した。STAT1 阻害剤	(Fludarabine)	は
Selleckchem (Houston, TX, USA)	より購入した。	

	

細胞培養	

	

	 CT26 細胞およびDLD-1 細胞は、10％ FCS、200 U/mL ペニシリン、100 µg/mL スト

レプトマイシン、10 mM HEPES、0.05 mmol/L メルカプトエタノールを添加した

RPMI-1640 細胞培地（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）を使用し、37℃、5％
CO2 下で培養した。HCT-116 細胞と HLF 細胞は 10% FCS、抗生剤を添加した

McCoy′s-5A	培地	(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)	あるいはDMEM 培地	

(High Glucose) (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan)	をそれぞれ使用して培養した。	

	

	

CT26 細胞におけるTacr2 遺伝子の過剰発現およびノックアウト細胞株作製	

	

	 東京大学医科学研究所先端医療研究センターの北村俊雄先生から分与頂いた

pMX-IRES-GFP プラスミドを使用し、GFP 導入したマウス CT26 細胞株及び NK2R 
(Tacr2)	遺伝子過剰発現CT26 細胞を作成した。	

	 マウス NK-2R CRISPR/Cas9 KO (sc-423253)	と Control CRISPR/Cas9 KO Plasmids 
(sc-418922) は	Santa Cruz Biotechnology 社より購入した。NK2R (Tacr2)	遺伝子ノック

アウトおよびコントロールCT26 細胞は、CRISPR / Cas9 KO システムを用いて製造者

のプロトコールに従って作出した。	

	

皮内移植担がんマウスモデル	

	

	 各種CT26細胞をそれぞれ1 × 106個、野生型	BALB/cマウスに皮内移植した	(day 0) 。
移植 5 日より腫瘍径を計測し、腫瘍形成能を評価した。腫瘍サイズの評価は以下の公
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式に従って計算して求めた。体積	(mm3) = 0.2 ×	(高さ	[mm] ×	広さ	[mm])	×	(長さ	

[mm]	)	。GFP 遺伝子を導入した細胞は、腫瘍組織におけるがん細胞のフローサイト

メトリーによる解析に使用された。移植後 5 日より、PBS (−)	に溶解したNK2R 阻害

剤	(2.4 µg/マウス)	あるいはDMSO	コントロールを腫瘍局所に4日ごとに投与した。

治療実験では	移植後 5 日より、poly I:C (50 µg/マウス)	およびNK2R 阻害剤	(2.4 µg/
マウス)	を腫瘍局所に 4 日ごとに投与した。いくらかの実験では、腫瘍組織は、マウ

スから回収した。一部はコラゲナーゼ処置およびホモジナイズの後、全細胞をフロー

サイトメトリーにて解析を行なった。さらに一部の腫瘍は免疫組織学染色の検体とし

て使用した	(図2)。	

	

	

図2.	大腸がんCT26 細胞皮内移植マウスモデルを使用した腫瘍形成の解析・評価	

蛍光タンパク色素であるGFP およびNK2R 遺伝子を導入したマウス大腸がんCT26 細胞株、あるい

は NK2R 遺伝子をノックアウトした CT26 細胞株を野生型 BALB/c マウスに皮内移植した。移植 5
日以降、生存率や腫瘍の計測を行うとともに、移植 14 日以降に、腫瘍をマウス生体より回収し、

がん細胞あるいは腫瘍内に浸潤している免疫細胞についてHE 染色、免疫染色、フローサイトメト

リーおよび定量 PCR を行い、腫瘍の形成および腫瘍環境下の免疫状態を解析・評価した。	

	

大腸がん肝転移マウスモデル	

	

	 GFP 遺伝子を導入した CT26 細胞	(2×105個)	を、野生型	BALB/c マウスに脾臓内

移植した。移植 14 日後における肝臓組織の転移巣形成について生体イメージングシス

テム	(IVIS Spectrum, Xenogen)	により解析・評価した。一部のマウスの肝臓組織は、

HE 染色用のサンプルとして用いた	(図3)	。	

	

	

図3.	大腸がん肝転移マウスモデルを使用した肝転移巣形成能の解析・評価	
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蛍光タンパク色素であるGFP およびNK2R 遺伝子を導入したマウス大腸がんCT26 細胞株、あるい

は NK2R 遺伝子をノックアウトしたCT26 細胞株を野生型 BALB/c マウスに脾臓内移植した。移植

14 日後に、マウスより肝臓を回収し、転移巣を形成した腫瘍を in vivo イメージングシステム(IVIS)
あるいはHE 染色することにより、解析・評価した。	

 
細胞生存率アッセイ	

	

	 Cell counting kit-8 (CCK-8) (Dojindo Molecular Technologies, Inc., Kumamoto, Japan)を用

いた細胞増殖試験を行った。対数増殖期にある各種がん細胞を計数し、5000 cells/well 
となるよう 96	穴マイクロプレートの各ウェルに	100 µL ずつ播種し、CO2	インキュ

ベーター内で前培養した。各濃度のNK2R 阻害剤	(0, 10 µM, 100 µM, 1 mM)	を 10 µL	
ずつ添加し、24 時間あるいは 48 時間培養した。CCK-8 溶液を５µL ずつ添加し、CO2	

インキュベーター内にて	4	時間、呈色反応を行った。反応後、マイクロプレートリ

ーダー	(IWAKI, Shizuoka, Japan)	を使用し、	450 nm	の吸光度を測定した。	

	

	

図4.	in vitro 培養系によるがん細胞の増殖および生存の解析・評価	

各種マウスあるいはヒトがん細胞株	(5000 cells/well)	を 96 穴プレートに播種し、NK2R 阻害剤存在

下で 24 時間あるいは 48 時間培養した。さらに市販のキット試薬を 4 時間添加し、細胞の生存ある

いは増殖について、吸光度	(450nm)	をプレートリーダーにて測定し、解析・評価した。	

	

PCR 解析	

	

	 細胞および組織より全 RNA を ISOGEN RNA extraction kit (Nippon gene, Toyama, 
Japan)	を用いて抽出し、波長 260 nmの吸光度でRNA濃度を測定した。得られた全DNA
は逆転写 PCR により cDNA を得た。得られた cDNA をテンプレートとし、各遺伝子

について、下記に示す特異的プライマーを用いて、サーマルサイクラー	(GeneAmp 
PCR System 9700, Applied Biosystems) により増幅した。マウスNK2R (Tacr2)	;	(forward: 
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5′-TGCTGGTGGCTGTAACAGGCAACG-3′, reverse: 
5′-TAGAAACATTGTGGGGAGGCGAGAGC-3′), マウス β-actin (Actb) ; (forward: 
5′-GTGATGGTGGGAATGGGTCAG-3′, reverse: 
5′-TTTGATGTCACGCACGATTTCC-3′)	。得られたPCR 産物を 2%	アガロースゲルに

電気泳動を行い、標的遺伝子の増幅について解析システム	 (AE6920 M-FX, ATTO 
Corporation, Tokyo, Japan)	を用いて確認した。	

また、マウスNK2R (Tacr2)、IFN-α (Ifna)、IFN-β (Ifnb)、tachykinin-1 (Tac1) 、β-actin (Actb)	
遺伝子およびヒトNK2R (TACR2)、	glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)	
遺伝子の発現レベルの解析を、定量PCR に実施した。下記特異的プライマーおよびユ

ニバーサルプローブを用い、CFX 連接定量PCR	測定システム	(BIO-RAD, CA, USA)

により標的遺伝子の増幅を行った。各遺伝子におけるプライマー配列およびプローブ

の番号は、以下の通りである。	

マ ウ ス NK2R (Tarc2) ； (forward: 5′-GCAGGTCTACCTGGCACTCT-3′, reverse: 
5′-GGAATCCAGAGCGAAACCT-3′, Universal probe: #22)	、マウス IFN-α (forward: 
5′-TCAAGCCATCCTTGTGCTAA-3′, reverse: 
5′-GTCTTTTGATGTGAAGAGGTTCAA-3′, Universal probe: #3)	 、マウス IFN-β； 
(forward: 5′-CTGGCTTCCATCATGAACAA-3′, reverse: 
5′-AGAGGGCTGTGGTGGAGAA-3′, Universal probe: #18)、マウス tachykinin-1 (Tac1)；
(forward: 5′-GGCCAAGGAGAGCAAAGA-3′, reverse: 
5′-CGAGGATTTTCATGTTCGATT-3′, Universal probe: #107)、マウス β-actin (Actb)；
(forward: 5′-AAGGCCAACCGTGAAAAGAT-3′, reverse: 
5′-GTGGTACGACCAGAGGCATAC-3′, Universal probe: #56)、ヒト NK2R (TACR2)；
(forward: 5′-AGAGAACGGCAGGGAAGC-3′, reverse: 5′-AGCCTCTCTCCAGGCTTTG-3′, 
Universal probe: #23) 	 、ヒト glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) ；
(forward: 5′-AGCCACATCGCTCAGACAC-3′, reverse: 
5′-GCCCAATACGACCAAATCC-3′, Universal probe: #60)	。各遺伝子の発現はハウスキ

ーピング遺伝子である β-actin あるいは GAPDH を用いて標準化し、∆∆Ct	法（∆Ct	=	
∆Ctsample−∆Ctreference）により相対的に比較検討した。	

	

ウェスタン・ブロッティング	

	

	 CT26 細胞を 6 ㎝ディッシュに播種し、37	度 5% CO2加湿インキュベーターで予備

培養した後、マウス IFN-α、IFN-βあるいは IFN-γ(各 50 ng/ml)を添加し、30 分間添加

反応させた、冷PBS (−)を用いて２回洗浄後、NaF、Na3VO4とProtease Inhibitor	Cocktail 
set1(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA)を添加した冷RIPA バッファーを用い



	 13	

て、氷上でスクレーパーを用い細胞を回収した。15000rpm、15 分間、4 ℃で遠心し、

上清を回収し、全細胞可溶性サンプルを得た。抽出したタンパク質は、SDS サンプル

バッファー添加し、	95	℃で 5 分間加温して変性させた。各タンパクは 10 µL	ずつ、

SDS ポリアクリルアミドゲルを使用し、電気泳動	(SDS-PAGE)	した。セミドライト

ランスブロット装置を用いてPVDF 膜(Millipore, Billerica, MA)に泳動分離したタンパ

ク質を転写した。ブロッキング後、抗 phospho-JAK1 (J3251, Sigma)、phospho-JAK2 (J33, 
Sigma)、phospho-STAT1(9167,Cell Signaling)、phospho-MEK1/2 (2338, Cell Signaling) 、
phospho-ERK1/2 (4370, Cell Signaling)、phospho-p38 MAPK (4511, Cell Signaling)あるいは

α-tubulin(clone DM1A, Sigma-Aldrich) 抗体を 4℃で 12 時間反応させた後、HRP 標識抗

マウス IgG (NA9310V, GE Healthcare)や抗マウス/ラット IgG 抗体(NA9340V, and GE 
Healthcare)にて、室温で１時間反応させた。タンパク質の PVDF 膜へのブロットは	

Amersham ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare Life Sciences, 
UK)を使用し、測定ならびに評価にはLAS4000 mini (GE Healthcare, USA) および Image 
J software (National Institutes of Health, MD, USA) を使用した。	

	

フローサイトメトリーによる解析と細胞の単離	

	

	 マウス担がんモデルより腫瘍組織を切除して回収し、さらに細切した後、コラゲナ

ーゼ(1 mg/mL)で処理した。マウスの腫瘍組織から得られた CT26 がん細胞および腫

瘍浸潤細胞を含む全細胞を回収した。各種蛍光標識抗体を用いて細胞を染色し、

FACSCanto II (BD Biosciences)によるフローサイトメトリーを行なった。得られたデー

タをFlowJo ソフトウェア(Tree Star, Ashland, OR, USA)を用い解析し、CD45 陽性細胞

において CD11c、I-Adおよび H-2Kdの表面発現レベルを評価した。各サンプルの平均

蛍光強度(MFI）比率は、以下の式	(サンプル ΔMFI(標的マーカーMFI－アイソタイ

プコントロールMFI/コントロールサンプルΔMFI × 100 にて、計算して求めた。	

	 NK2R	阻害剤(0, 10 µM, 100 µM, 1 mM)を各種がん細胞に対して添加し、24 時間あ

るいは 48	時間培養した後、トリプシンで処理して回収した。得られた細胞について、

7AAD を用いて死細胞の染色を行い、FACSCanto II (BD Biosciences)	を使用して 7AAD
陽性細胞の割合を求め、細胞の生存を評価した。	

	 マウス担がん生体モデルの腫瘍組織より回収した全細胞について、抗 CD45 抗体お

よび抗 CD11c 抗体および 7AAD を使用して染色し、7AAD 陰性の CD45+CD11c+細胞

およびCD45-GFP+CT26 細胞を、FACSAriaII (BD Biosciences)	によって単離した。	

	

免疫組織化学染色	(IHC)	
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	 CT26 担がんマウスモデルから得た腫瘍組織について、4％パラホルムアルデヒドリ

ン酸緩衝液を使用して固定した後、パラフィンを用いて包埋標した。脱パラフィンし

た後に、HE 染色を行なった。CD11c の発現について、試薬キット(415211, Nichirei 
Bioscience, Inc., Tokyo, Japan)を使用して抗原を賦活化し、また内因性ペルオキシダー

ゼは 0. 3	%の過酸化水素を使用して不活化しした。洗浄後、一次抗体として抗CD11c 
抗体(GTX74940; GeneTex)を反応させた。反応後に 3 回洗浄し、二次抗体としてペル

オキシダーゼ標識抗マウス/ウサギ	IgG ポリクローナル抗体（Histofine Simple Stain 
MAXPO、ニ	チレイ）で反応させた。洗浄後にMayer のヘマトキシリンで核染色を行

った。3-3’-diaminobezidine-4 HCL を用い、CD11c タンパク質の発現を可視化した。同

様に、リン酸化STAT1 の検出について、抗リン酸化STAT1抗体	(9167, Cell Signaling 
Technology)を使用して実施した。	

	 大腸がん(2 例)、肝細胞がん(2 例)および子宮頸がん患者(9 例)の腫瘍組織をホルマ

リン固定し、パラフィン包埋し、切片をHE 染色した。スライトをNK2R 抗体(M-48, 
Santa Cruz Biotechnology, Inc.)に処理した。洗浄後にヘマトキシリンで核染色を行った。

3-3’-diaminobezidine-4 HCL を用いた蛋白質発現を可視化した最後に、すべての切片を

Mayer のヘマトキシリンで対比染色した。	

	

統計学的分析	

	

	 In vitro の実験系では少なくとも 3〜5 回以上、独立して行なった。マウス生体内モ

デルの実験は、各群 4〜10 匹マウスずつ、2〜3 回以上独立して実施した。代表的な結

果が図中に示されている。各データ群について平均値および SD を計算して求めた。

多群間での比較について、一元配置分散分析(ANOVA)とDunnett の多重検定を行なっ

た。一部の実験で、二群間の差を評価する場合、Student の t 検定を用いて評価した。

本研究ではP<0.05 を有意差ありと判定した。	

 
 
  



	 15	

実験結果	

 
NK2R遺伝子Tacr2過剰発現させたマウス大腸がん細胞は、生体内における腫瘍形成お

よび転移巣形成能が亢進する 
 
	 NK2R を介してニューロペプチドシグナルは生体内腫瘍形成に関与するかどうかを

調べるために、マウス大腸がん CT26 細胞株に NK2R 遺伝子を導入し、NK2R を過剰

発現させた細胞株を作出した。NK2R を過剰発現している CT26 細胞およびコントロ

ール細胞をそれぞれ野生型 BALB/c マウスに皮内移植した。NK2R を過剰発現してい

るマウス大腸がん細胞は、コントロール細胞に比べ、マウス生体内における腫瘍形成

能が高いことを見出した (図 5a-c) 。 
 

 
図 5. NK2R 過剰発現マウス大腸がん (CT26) 細胞の生体内における腫瘍形成能 
NK2R 遺伝子 (Tacr2) を過剰発現している CT26 細胞およびコントロール細胞 (各
1×106個) を、野生型 BALB/c マウスに皮内移植した。(a) 移植 5 日後より 15 日まで

腫瘍径を計測し、腫瘍形成能を評価した。(b) 移植後 12 日における腫瘍量の比較。*
は Student の t 検定による有意差 (P＜0.05) を示す。(c) 移植後 15 日の代表的な担がん

マウスの写真。本検討の結果、神経ペプチド受容体NK2R を過剰発現しているマウス

大腸がん細胞は、コントロール細胞に比べ、生体内における腫瘍形成能が高いことが

分かった。 

 
	 次に、肝臓組織の生体内画像処理システム (IVIS) と HE 染色を使用して NK2R 過

剰発現を大腸がん細胞の肝転移に対する効果を評価した。NK2R を過剰発現している

GFP 導入 CT26 細胞およびコントロール細胞をそれぞれ野生型マウスに脾臓内移植し

た。IVIS とHE 染色結果より、Tacr2 を過剰発現するCT26 細胞は肝転移巣の形成能が

高いことを認めた(図 6a-d)。 
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図 6. NK2R 過剰発現マウス大腸がん(CT26)細胞の肝転移巣形成能 
NK2R 遺伝子(Tacr2)を過剰発現しているGFP 導入CT26 細胞およびコントロール細胞 
(各 2×105個) を、野生型 BALB/c マウスに脾臓内移植した。(a) 移植後 14 日における

肝臓組織の転移巣形成能について in vivo イメージング法によりを評価した。(b) 移植

後 14 日における肝臓組織における蛍光シグナル量の比較 (N=3) *は P＜0.05 を示す。

(c) 移植後14日における肝臓組織のHE染色像。写真内の線は500 µm (左側)および200 
µm (右側) を示す。(d) 移植後 14 日における肝臓組織に対する腫瘍領域の面積比。*
は Student の t 検定による有意差 (P＜0.05) を示す。本検討から、神経ペプチド受容体

NK2R を過剰発現しているマウス大腸がん細胞は肝転移巣形成能が高いことが分かっ

た。 

 
	 これらのデータから、大腸がん細胞においてNK2R を過剰発現は生体内の腫瘍形成

および肝転移を促進することが示唆された。 
 
 
in vivo及びin vitroでNK2Rを介してニューロペプチドシグナルの遮断は、大腸がん細胞

の生存、増殖および腫瘍形成を抑制する 
 
	 さらにNK2Rによる神経ペプチドシグナルがin vitroにおけるがん細胞の生存及ぼす

増殖と in vivo の腫瘍形成に効果を調べた。CT26 細胞の形態は、選択的NK2R 阻害剤

の添加によって変化した(図 7 a)。NK2R 阻害剤を添加することにより、7AAD 陽性の

CT26 細胞の割合が用量依存的に増加した(図 7b)。24 時間から 48 時間まで 100 µM 
NK2R阻害剤が存在下でCT26細胞の増殖が有意に阻害されることを確認した(図7 c)。 
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	 これらのデータから、このアッセイにおいて、NK2R 阻害剤の IC50 が 226 µM であ

ると推定した。 
 

 
図 7. マウス大腸がん (CT26) 細胞の増殖・生存に及ぼすNK2R 阻害剤の効果 
(a) CT26細胞 (5×105個)をNK2R阻害剤(0, 10 µM, 100 µM, 1 mM)で24 時間処理した際

のCT26 細胞の形態写真。写真内の線は 100 µm を示す。(b) CT26 細胞 (5 × 105個)を
NK2R 阻害剤(0, 10 µM, 100 µM, 1 mM)で 24 時間処理した際の 7AAD 陽性細胞の割合。

(c) CT26細胞(2×103個)をNK2R阻害剤 (0, 10µM, 100µM, 1mM) で24時間および48時
間処理した際の MTT アッセイによる細胞増殖の検討結果。*は Dunnett の多重検定に

よるコントロールに対する有意差 (P＜0.05) を示す。本見当から、マウス大腸がん細

胞をNK2R阻害剤で処理すると、細胞増殖が抑制され細胞死へと至ることが分かった。 

 
	 さらに、生体内でNK2R 阻害剤が腫瘍形成に効果を調べるために、NK2R 阻害剤を

CT26 担がんマウスの腫瘍局所に投与して腫瘍形成に効果を評価した。その結果、 コ
ントロールに対して、NK2R 阻害剤投与して皮内移植マウスモデルの腫瘍形成を有意

に抑制した(図 8a-c)。 
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図 8. マウス大腸がん細胞 (CT26) 移植モデルに対する NK2R 阻害剤の投与による腫

瘍形成への作用効果 
CT26 細胞 (1×106個) を、野生型 BALB/c マウスに皮内移植した。移植後 5 日より、

NK2R 阻害剤 (2.4 µg/マウス) を腫瘍局所に 4 日ごとに投与した。(a) 移植 5 日後より

17 日まで腫瘍径を計測し、腫瘍形成能を評価した。(b) 移植後 17 日における腫瘍量の

比較。*は Student の t 検定による有意差 (P＜0.05) を示す。(c) 移植後 16 日の代表的

な担がんマウスの写真。本検討から、マウス大腸がん細胞移植モデルに対する NK2R
阻害剤の局所投与は、腫瘍形成を抑制することが分かった。 

 
	 これらのデータから、NK2R を介した神経ペプチドシグナルががん細胞の生存、増

殖および腫瘍形成に寄与していることが示唆された。 
 
 
がん細胞におけるNK2R遺伝子の欠損は宿主ではなく、腫瘍の悪性化に関する 
 
	 がん細胞におけるNK2Rを介した神経ペプチドシグナルの作用効果を検証するため

に、NK2R 遺伝子 (Tacr2) を欠損した CT26 細胞株を作成し、野生型マウスに皮内移

植した。コントロールに比較してTacr2 KO CT26 群のマウス腫瘍増殖能が有意に低下

することを認めた (図 9a-c) 。 
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図9. NK2R欠損マウス大腸がん (CT26) 細胞のマウス移植モデルにおける腫瘍形成能 
NK2R 遺伝子 (Tacr2) を欠損した CT26 細胞およびコントロール細胞 (1×106個) を、

野生型 BALB/c マウスに皮内移植した。 (a) 移植 5 日後より 17 日まで腫瘍径を計測

し、腫瘍形成能を評価した。(b) 移植後 17 日における腫瘍量の比較。*は Student の t
検定による有意差 (P＜0.05) を示す。(c) 移植後 14 日の代表的な担がんマウスの写真。

本検討から、NK2R を欠損した CT26 細胞は、マウス生体内において腫瘍形成能が低

下することが分かった。 

 
	 さらに、大腸がん肝転移マウスモデルにおいて、生体イメージング解析と HE 染色

による評価を実施したところ、Tacr2 遺伝子のCT26 細胞群は肝転移巣形成能が有為に

減少することを認めた(図 10a-c)。これら結果から、NK2R 遺伝子の欠損は腫瘍の転移

能及ぼす悪性化に関与することが確認された。 

 
図 10. NK2R 欠損マウス大腸がん (CT26) 細胞のマウス肝転移モデルにおける肝転移

巣形成能 
NK2R 遺伝子(Tacr2)を欠損したGFP 導入CT26 細胞およびコントロール細胞 (各 2 × 
105個)を、野生型 BALB/c マウスに脾臓内移植した。(a) 移植後 14 日における肝臓組

織の転移巣形成能について in vivo イメージング法によりを評価した。 (b) 移植後 14
日における肝臓組織のHE 染色像。写真内の線は 500 µm を示す。(c) 肝臓組織に対す

る腫瘍部位の面積比。*は Student の t 検定による有意差 (P＜0.05) を示す。本検討か

ら、NK2R を欠損したマウス大腸がん細胞は、生体内での肝転移巣形成能が低いこと

が分かった。 
 

 
	 ここで、NK2R 遺伝子の欠損の効果について、がん細胞か宿主細胞かどうかを確認

するため、Tacr2 遺伝子欠損 (Tacr2-/-) マウスを用いて、宿主細胞上のNK2R 発現が腫

瘍形成の低下に関与しているかどうかを検討した。マウス大腸がん CT26 細胞を野生

型BALB/c (Tacr2+/+) マウスおよびNK2R 遺伝子を欠損したTacr2-/-マウスに皮内移植

した。野生型 (Tacr2+/+) マウスと比べて、Tacr2－/－マウスにおいて抑制されなかった 
(図 11a-c) 。 
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図 11. NK2R 欠損マウスにおけるマウス大腸がん (CT26) 細胞の腫瘍形成能 
マウス大腸がん CT26 細胞 (1×106 個)を、野生型 BALB/c マウス (Tacr2+/+) および

NK2R 遺伝子を欠損したマウス (Tacr2-/-) に皮内移植した。 (a) 移植 5 日後より 17 日

まで腫瘍径を計測し、腫瘍形成能を評価した。(b) 移植後17日における腫瘍量の比較。 
(c) 移植後 14 日の代表的な担がんマウスの写真。本検討から、NK2R を欠損したマウ

スにおいてマウス大腸がん細胞の腫瘍形成能は低下しないことが分かった。 

 
	 これらのデータから、宿主側の細胞ではなく、がん細胞におけるNK2R 遺伝子の発

現が本担がんモデルにおける腫瘍形成および肝転移の促進に関与していることが示唆

された。 

 
 
IFN-α/βおよびIFN-γは、STAT-1依存的にがん細胞におけるNK2R遺伝子の発現レベル

を増強する 
 
  以前の研究 25, 26で、IFN-α/β、IFN-γ、LPS、及び polyI：C を用いた刺激がマウスお

よびヒト樹状細胞におけるNK2R 遺伝子の発現を誘導することを明らかにした。さら

に STAT1 阻害剤で処理することで IFN-α、IFN-βおよび IFN-γ刺激で増強した NK2R
遺伝子レベルが著しく抑制されることを確認し、タイプ-1 サイトカインが STAT1 依

存的に樹状細胞におけるNK2R遺伝子の発現誘導することで神経ペプチドシグナル伝

達が増強することを報告した。 
	 そこで本研究で、TNF-α、IL-6、IL-17 および IFN-γの各種炎症性サイトカインで刺

激した CT26 大腸がん細胞における Tacr2 発現レベルを検証することで、がん細胞に

おいて NK2R 遺伝子発現を制御する因子を探索した。その結果、TNF-α、IL-6、およ

び IL-17 ではなく、IFN-γによって 24 時間刺激した後、CT26 細胞においてTacr2 発現

レベルが上昇することを見出した(図 12a, b)。 
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図12. マウス大腸がん (CT26) 細胞の各種サイトカイン刺激によるNK2R遺伝子発現

レベル 
CT26 細胞 (5×105個) を IFN-γ、TNF-α、IL-6 および IL-17 (各 50 ng/mL) で 6 時間ある

いは 24 時間刺激を行なった。 (a) 6 時間の刺激でのNK2R 遺伝子 (Tacr2) 発現レベル 
(b) 24時間の刺激でのNK2R遺伝子発現レベル *はDunnettの多重検定によるコントロ

ールに対する有意差 (P＜0.05) を示す。本検討から、マウス大腸がん細胞を IFN-γ で
刺激するとNK2R 遺伝子発現レベルが増強することが分かった。 

 

 
	 また、IFN-αおよび IFN-βによる刺激では、IFN-γ刺激と比較して早い段階で CT26
細胞のTacr2 発現を誘導することも見出した(図 13a-c)。 

 

図 13. マウス大腸がん(CT26)細胞の IFN-α、IFN-βおよび IFN-γ刺激によるNK2R 遺

伝子発現レベル 
CT26 細胞(2×105個)を IFN-αおよび IFN-β (各 50 ng/mL)で 3 時間, 6 時間あるいは 12 時

間刺激し、IFN-γ (各 50 ng/mL) で 6 時間, 12 時間あるいは 24 時間刺激を行なった。 (a) 
IFN-αの刺激での NK2R 遺伝子発現レベル。 (b) IFN-βの刺激での NK2R 遺伝子発現

レベル。(c) IFN-γの刺激でのNK2R 遺伝子発現レベル。*はDunnett の多重検定による

コントロールに対する有意差 (P＜0.05) を示す。本検討から、マウス大腸がん細胞を
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IFN-α/βあるいはIFN-γで刺激するとNK2R遺伝子発現レベルが増強することが分かっ

た。 

 
  さらに、マウス肝がん Hepa1-6 細胞においも、IFN-α/β および IFN-γ 刺激によって

Tacr2 遺伝子発現を誘導することを確認した(図 14a-c)。 

 
図 14. マウス肝細胞がん (Hepa1-6) 細胞の IFN-α、IFN-β および IFN-γ 刺激による

NK2R 遺伝子発現レベル 
マウス肝細胞がんHepa1-6 細胞(2×105個)を IFN-αおよび IFN-β (50 ng/mL) で 6 時間、

12 時間あるいは 24 時間刺激し、IFN-γ (各 50 ng/mL) で 6 時間、12 時間あるいは 24 時

間刺激を行なった。 (a) IFN-αの刺激でのNK2R 遺伝子(Tacr2)発現レベル。(b) IFN-β
の刺激でNK2R 遺伝子(Tacr2)発現レベル。(c) IFN-γの刺激でのNK2R 遺伝子 (Tacr2) 
発現レベル。*はDunnett の多重検定による無刺激群に対する有意差 (P＜0.05) を示す。

本検討から、マウス肝細胞がん細胞を IFN-α/βあるいは IFN-γで刺激すると NK2R 遺

伝子発現レベルが増強することが分かった。 
 

 
	 次に、CT26 がん細胞を IFN-α、IFN-βあるいは IFN-γで刺激するとSTAT1 のリン酸

化が亢進することを確認した(図 15a)。さらに CT26 がん細胞を STAT1 阻害剤存在下

で、IFN-α、IFN-βあるいは IFN-γで刺激すると、刺激後に発現上昇するNK2R 遺伝子 
(Tacr2)レベルが著しく抑制されることが確認された(図 15b, c)。 
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図 15. マウス大腸がん(CT26)細胞の IFN-α、IFN-βおよび IFN-γ刺激による各種シグ

ナル関連分子のリン酸化レベルおよび STAT1 阻害剤存在下でのNK2R 遺伝子レベル 
(a) CT26 細胞 (2×106個)を、IFN-αおよび IFN-β (50 ng/mL)で 30 分間刺激した際のリン

酸化 JAK1、JAK2、STAT1、MEK1/2、ERK1/2、P38 MAPK および α-tubulin タンパク

質の発現レベル。(b) STAT1 阻害剤存在下で、IFN-αおよび IFN-β (各 50 ng/mL) で 6
時間刺激した際のNK2R遺伝子 (Tacr2) 発現レベル。(c) STAT1阻害剤存在下で、IFN-γ 
(50 ng/mL)で 24 時間刺激した際のNK2R 遺伝子(Tacr2)発現レベル。*はDunnett の多重

検定によるコントロールに対する有意差 (P＜0.05) を示す。本検討から、マウス大腸

がん細胞を IFN-α/βあるいは IFN-γで刺激すると STAT1 のリン酸化が亢進し、STAT1
阻害剤で処理すると IFN-α/βあるいは IFN-γ刺激で増強する NK2R 遺伝子レベルが著

しく抑制されることが分かった。 

 
	 これらの結果から、IFN-α、IFN-βあるいは IFN-γはSTAT1 の活性化を介してCT26
がん細胞にNK2R 遺伝子を発現誘導することが示唆された。 
 
NK2R阻害剤の投与は、免疫アジュバントの抗腫瘍効果を促進する 
	 合成二本鎖 RNA 類似体である poly I:C は、ウイルス感染を模倣し、エンドソーム

TLR3依存的様式で活性化DCによる IFN-α/β産生を誘導する自然免疫アジュバントと

して知られている。本研究で、CT26 マウス担がんモデルで腫瘍組織における CD11c
陽性樹状細胞の浸潤およびリン酸化STAT1 の発現を確認した(図 16a)。poly I:C の腫瘍

局所への投与は、腫瘍に浸潤しているCD11c 陽性樹状細胞のMHC クラス I およびク

ラス II 分子の表面発現レベルを増強した (図 16b) 。 

 
図 16. マウス大腸がん細胞 (CT26) 移植モデルに対する poly I:C の投与による腫瘍内

CD11c 樹状細胞の浸潤、STAT1 の活性化および樹状細胞の成熟化 
CT26 細胞 (1×106個) を、野生型 BALB/c マウスに皮内移植した。移植 5 日後より、

poly I:C (50 µg/マウス)を腫瘍局所に 4 日毎に投与した。(a) 移植後 26 日における腫瘍

組織のCD11c 陽性細胞およびリン酸化 STAT1 の発現。写真内の線は 100 µm を示す。

(b) 移植後13日における腫瘍組織に浸潤しているCD11c陽性樹状細胞のMHCクラス

I およびMHC クラス II の発現レベル。*は Student の t 検定による有意差 (P＜0.05) を
示す。本検討から、マウス大腸がん細胞移植モデルに対する poly I:C の局所投与は、

腫瘍に浸潤しているCD11c 陽性樹状細胞を成熟化することが分かった。 
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	 さらに、本モデルに対する poly I:C の局所投与は、腫瘍に浸潤しているCD11c 陽性

樹状細胞の IFN-α、IFN-β 遺伝子およびサブスタンス P やニューロキニンA をコード

するタキキニン 1 遺伝子(Tac1)、さらに CT26 がん細胞の NK2R 遺伝子の発現レベル

を増強することを見出した(図 17a, b)。 

 
図 17. マウス大腸がん細胞 (CT26) 移植モデルに対する poly I:C の投与による腫瘍内

浸潤樹状細胞の IFN-α、IFN-γおよびタキキニン 1 遺伝子およびがん細胞の NK2R
遺伝子の発現レベル 
CT26 細胞 (1×106個)を、野生型 BALB/c マウスに皮内移植した。移植 5 日後より、poly 
I:C (50 µg/マウス)を腫瘍局所に 4 日毎に投与した。(a) 移植後 13 日に腫瘍組織に浸潤

しているCD11c 陽性樹状細胞の IFN-α、IFN-βおよびタキキニン 1 遺伝子 (Tac1) 発現

レベル。(b) 腫瘍組織のCT26がん細胞のNK2R遺伝子 (Tacr2) 発現レベル。*はStudent
の t 検定による有意差 (P＜0.05) を示す。本検討から、マウス大腸がん細胞(CT26)移
植モデルに対する poly I:C の局所投与は、腫瘍に浸潤しているCD11c 陽性樹状細胞の

IFN-α、IFN-βおよびタキキニン遺伝子およびCT26 がん細胞のNK2R 遺伝子の発現レ

ベルを増強することが分かった。 

 
	 これら結果から、腫瘍環境下において自然免疫系樹状細胞の活性化によって産生さ

れる IFN-α/βを介してがん細胞におけるNK2R遺伝子の発現誘導が促されるともに、

樹状細胞が神経ペプチドリガンドの産生細胞の一つとなる可能性が示唆された。 
	 さらに poly I：C を用いたがん治療モデルにおけるNK2R を介した神経ペプチドシ

グナルの作用効果を調べるために、NK2R 阻害剤をマウスの腫瘍部位に併用投与した。

その結果、NK2R 阻害剤は、本治療モデルにおいて poly I:C 治療の抗腫瘍効果を亢進

した(図 18a-c)。  
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図 18. マウス大腸がん細胞 (CT26) 移植モデルに対するNK2R 阻害剤および poly I:C
の投与による抗腫瘍効果 
CT26 細胞(1×106個)、野生型BALB/c マウスに皮内移植した。移植後 5 日より、poly I:C 
(50 µg/マウス)およびNK2R 阻害剤 (2.4 µg/マウス)を腫瘍局所に 4 日ごとに投与した。

(a) 移植 5 日より 17 日まで腫瘍径を計測し、腫瘍形成能を評価した。(b) 移植後 13 日

における腫瘍量の比較。*は Dunnett の検定による有意差 (P＜0.05) を示す。(c) 移植

後 15 日の代表的な担がんマウスの写真。本検討により、マウス大腸がん細胞移植モデ

ルに対する NK2R 阻害剤の局所投与は、poly I:C 投与による抗腫瘍効果を増強するこ

とが分かった。 

 
	 これらの知見から、免疫アジュバントまたはウイルス感染の投与によって産生され

た IFN-α/βは、がん細胞における NK2R 発現レベルを増強し、生体内で腫瘍形成を促

進することが示唆された。 
 
NK2R は、IFN-α/β 刺激によってヒトがん細胞に誘導されて、がん患者の腫瘍組織に

発現される 
	 ヒトがん細胞におけるNK2R 遺伝子の発現制御機構を調べるために、各種ヒトがん

細胞を IFN-α、IFN-βおよび IFN-γで刺激した。大腸腺がん DLD-1 細胞および非分化

肝がんHLF 細胞におけるTACR2 発現レベルは、in vitro 培養系にて IFN-α、IFN-βある

いは IFN-γ刺激によって有意に増強された(図 19a, b。 

 
図 19. ヒト大腸がん (DLD-1) 細胞およびヒト肝がん (HLF) 細胞の IFN-α、IFN-βお
よび IFN-γ刺激によるNK2R 遺伝子発現レベル 
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DLD-1 細胞およびHLF 細胞 (各 2×105個)を IFN-αおよび IFN-β (各 50 ng/mL) で 6 時

間刺激し、IFN-γ (50 ng/mL)で 24 時間刺激を行なった。(a) 各刺激による DLD-1 細胞

のNK2R遺伝子発現レベル。 (b) 各刺激によるHLF細胞のNK2R遺伝子発現レベル。

*はDunnettの多重検定 (IFN-α/β) あるいはStudentの t検定 (IFN-γ) による無刺激に対

する有意差 (P＜0.05) を示す。本検討から、ヒト大腸がん細胞およびヒト肝がん細胞

を IFN-α, IFN-βおよび IFN-γで刺激するとNK2R 遺伝子発現レベルが増強することが

分かった。 

 
	 さらにNK2R 阻害剤存在下で、DLD-1 およびHLF 細胞を培養したところ、24 時間

から 48 時間での細胞増殖が用量依存的に有為に抑制された (図 20a, b) 。 

 
図 20. ヒト大腸がん (DLD-1) 細胞および肝細胞がん (HLF) 細胞の増殖・生存に及ぼ

すNK2R 阻害剤の効果 
(a) DLD-1細胞 (2×103個) をNK2R阻害剤 (0, 10 µM, 100 µM, 1 mM) で24時間および

48 時間処理した際のMTT アッセイによる細胞増殖の検討結果。(b) HLF 細胞 (2×10^3
個) をNK2R 阻害剤 (0, 10 µM, 100 µM, 1 mM) で 24 時間および 48 時間処理した際の

MTT アッセイによる細胞増殖の検討結果。*は Dunnett の多重検定によるコントロー

ルに対する有意差 (P＜0.05) を示す。本検討から、ヒト大腸がん細胞および肝細胞が

ん細胞をNK2R 阻害剤で処理すると増殖が抑制され細胞死へと至ることが分かった。 

 
	 また大腸がん患者、肝細胞がん患者および子宮頸がん患者の腫瘍組織において、

NK2R の発現が認められた(図 21)。 

 
図 21. 大腸がん患者、肝細胞がん患者および子宮頸がん患者の腫瘍組織における

NK2R のタンパク発現レベル 
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大腸がん患者、肝細胞がん患者および子宮頸がん患者の腫瘍組織のNK2R の発現。代

表的な 2 例を示す。写真内の線は 100 µm を示す。本検討から、大腸がん患者、肝細胞

がん患者および子宮頸がん患者の腫瘍組織において、NK2R の発現が認められること

が分かった。 

 
	 これらのデータから、NK2Rを介した神経ペプチドシグナル伝達が、IFN-α/βやIFN-γ
などの刺激によって増強され、実際にヒトがんの増殖に関与することが示唆された。 
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考察	

 
	 神経伝達物質およびその受容体は、中枢神経系および末梢神経系に分布し、日常の

様々な生理機能を調節している。しかし、神経ペプチドNKA およびその受容体NK2R
を介した神経ペプチドシグナルの生体内腫瘍形成に及ぼす詳細な作用メカニズムは不

明であった。そこで本研究で、マウス担がん生体モデルを構築し、神経ペプチドシグ

ナルとがんの悪性度に関する検証を行なったところ、神経ペプチド NKA の受容体で

あるNK2R 過剰発現させた大腸がん細胞において、生体内腫瘍形成および肝転移が有

意に増強することを見出した (図 5, 6) 。またがん細胞における NK2R 遺伝子を欠損

させることにより、生体内でのがん細胞の腫瘍形成および肝転移を抑制することが可

能であることも確認した (図 9, 10) 。これらの知見から、NK2R 介した神経ペプチド

シグナルは、生体内における腫瘍の形成および転移能の獲得などがん細胞の悪性化に

関与することが考えられた。 
	 NK2R はG タンパク質共役型受容体であり、がん細胞におけるシグナル伝達を介し

て細胞機能の調節に重要な役割を果たす可能性が考えられる。しかしながら、がん細

胞の悪性化を制御するNK2Rを介した神経ペプチドシグナルの下流シグナル伝達経路

および腫瘍悪性のメカニズムについては未だ報告が少ない。これまでの報告で、神経

ペプチドSP の受容体であるNK1R の阻害が、Pre-B 急性リンパ芽球性白血病細胞にお

けるAkt / p53 軸を介したアポトーシス細胞死およびG1 停止を誘導することが示され

た 27。また、SP を標的として、がんの細胞死を誘導するとともに、EGFR およびHer2
の発現レベルが減少する可能性を示唆する報告がなされた 28。さらに、NK1R 介した

β-Arrestin1 の制御は、神経膠芽腫細胞増殖とG(2)/M 段階移行での重要な役割があるこ

とが示された 29。また、NK1R を介したシグナルはがん細胞の MMP-2 と MT1-MMP
の活性化を誘導し、神経膠腫細胞の転移能を制御する作用をもつことが示された 17。

本研究においても、NK2R 選択的阻害剤存在下でがん細胞の生存や増殖が抑制される

こと (図 7) 、さらにNK2R 阻害剤を担がん生体に対して投与し、NK2R を介した神経

ペプチドシグナルを遮断することで、生体内での腫瘍形成が抑制されることを見出し

た (図 8) 。これら結果から NK1R と同様に NK2R も神経ペプチドのシグナル伝達を

介したがん細胞の生存や増殖を制御する下流関連因子を誘導し、生体内での腫瘍形成

および大腸がん細胞転移を調節することが考えられた。 
	 本研究で、合成二本鎖RNA である poly I:C を生体内投与し、ウイルス感染あるいは

免疫アジュバント療法を模倣したところ、腫瘍に浸潤しているDCの活性化 (図16) お
よび、がん細胞において NK2R 遺伝子の発現が有意に増強することを明らかにした  
(図 17) 。さらに、poly I:C の投与により、腫瘍内 DC より IFN-α/βの産生誘導のみ

ならず、SP やNKA をコードするタキキニン-1 (Tac1) 遺伝子の発現レベルを増加させ
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ることを見出した (図 17) 。これらの知見は、以前に報告した in vitro 培養系で LPS
や IFN-γ刺激によりDCのTac1遺伝子発現の誘導と培養上清へのNKAリガンド産生

レベルの増加を認めた結果と矛盾しない 26。従って、慢性炎症やタイプ１免疫の賦活

による IFN-STAT1 シグナルカスケードを介した DC の活性化により、がん細胞の

NK2R 発現を増強させるとともに、さらに NKA リガンドの産生も介して神経ペプチ

ドシグナルが亢進し、生体内での腫瘍形成および転移能獲得を促進させる可能性があ

ると考えられた。実際に poly I:C を使用したマウス担がん治療モデルにおいて、さら

にNK2R 阻害剤を併用投与した場合、poly I:C による抗腫瘍効果が増強されることを

確認した (図 18) 。従って、これらの結果から、免疫細胞の活性化によって誘導され

るNK2R を介した神経ペプチドシグナルの増強は、がん細胞の宿主免疫系からの逃避

機構の獲得メカニズムの一つとして考えられる。 
	 一般に、炎症性腸疾患 (IBD) や、HBV、HCV およびHPV などのウイルス感染によ

り引き起こる慢性炎症とその後のがんの発生は関連することから、大腸炎やウイルス

感染が誘発となって発生するがんにおいても神経ペプチドシグナルの関与も考えられ

る。本研究で、ヒト大腸がん細胞や肝がん細胞を IFN-α/βや IFN-γで刺激するとNK2R
遺伝子が発現増強されること、NK2R 阻害剤存在下での培養によりヒトがん細胞の生

存や増殖が抑制されることを確認した (図 19, 20) 。さらに、ヒト臨床検体を使用して

検証したところ、大腸がんに加えて、肝細胞がんおよび子宮頸がん患者の腫瘍組織に

おけるがん細胞や病変部位に浸潤している細胞において、NK2R の発現を認めた (図

21) 。従って、マウスがん細胞やマウス担がんモデルで見出した、NK2R を介した神

経ペプチドシグナル遮断によるがん細胞の腫瘍形成や転移の制御が、ヒトにおいても

適応される可能性が高いと考えられる。 
	 これまでの臨床研究において、慢性閉塞性肺疾患と喫煙者の肺胞マクロファージに

NK2R 発現が増加することが報告された 30。また、NK2R レベルは、慢性膵炎におけ

る疼痛の強度、頻度および期間と相関することが示された 31。さらに、NKA 発現レベ

ルの評価が、ステージ 4 の小腸神経内分泌腫瘍分化型患者の生存率の予測に有用であ

ることが報告された 24。本研究により、NK2R の過剰発現により生体内での腫瘍形成

および肝転移巣形成能が高いこと、NK2R 遺伝子の欠損により腫瘍形成能が減弱する

こと、さらに担がん生体の免疫細胞の活性化によりDC のタキキニン 1 遺伝子とがん

細胞のNK2R 発現の誘導がなされることが示されたことから、がん患者腫瘍組織の

NK2R 発現レベルや神経ペプチドリガンドの産生レベルは、宿主の抗腫瘍免疫状態お

よびがんの悪性度を示す有用なバイオマーカーとしても活用できる可能性を示唆する。

最近の第 II 相臨床試験において、下痢を伴う過敏性腸症候群	(IBS) を対象とし、NK2R
阻害剤を投与した結果、女性患者における全体的な症状、腹痛および便パターンが改

善されることが報告された 32。また、NK1R およびNK2R 阻害剤であるDNK333 につ
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いて、喘息患者におけるNKA 誘導性気管支収縮を阻害する効果があることが報告さ

れた 33。今後、ヒト臨床検体を蓄積し、各種がん患者を対象としたNK2R やNKA を

指標としたバイオマーカー研究を推進することでより精度の高いがん治療の確立が期

待できると考えている。 
	 本研究で、担がん生体内におけるNK2R の過剰発現が大腸がん細胞の腫瘍形成およ

び肝臓転移を促進させることを見出した。NK2R を介した神経ペプチドシグナルの遮

断が、担がん生体における、がん細胞の腫瘍形成および転移を抑制することも明らか

とした。さらに、NK2R 阻害剤の投与が、免疫アジュバントである poly I:C を用いた

がん治療において、さらに抗腫瘍効果を増強させることも確認した。従って、本研究

結果より、がん細胞におけるNK2R を介した神経ペプチドシグナルの制御は、より効

果的ながん療法開発のための有望な戦略の一つとなると考える。 
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総括および結論	

 
①	 本研究から得られた新知見 
 
・ 神経ペプチドの一つであるニューロキニンA の受容体NK2R を過剰発現している

マウス大腸がんCT26 細胞は、マウス生体内での腫瘍形成および肝転移能が高い。 
・ NK2R 阻害剤存在下で培養したマウス大腸がんCT26 細胞の増殖および生存が、添

加した阻害剤の濃度依存的に抑制される。 
・ NK2R 阻害剤を担がんマウスに対して投与することで、CT26 細胞の生体内腫瘍形

成能が抑制される。 
・ NK2R 遺伝子を欠損したCT26 細胞は、マウス生体内における腫瘍形成および肝転

移能が低下する。 
・ マウス大腸がんCT26細胞および肝細胞がんHepa1-6細胞をIFN-α/βあるいはIFN-γ

で刺激することで、NK2R 遺伝子の発現レベルが上昇する。 
・ マウス大腸がんCT26 細胞を IFN-α/βあるいは IFN-γで刺激すると、転写活性化因

子STAT1 がリン酸化されるとともに、STAT1 阻害剤存在下で、IFN-α/βあるいは

IFN-γ刺激によるNK2R 遺伝子発現の誘導が著しく抑制する。 
・ 自然免疫系を活性化するTLR3リガンド poly I:CをCT26皮内移植マウスモデルに

投与することで、腫瘍内に浸潤している樹状細胞において IFN-α/βおよびニューロ

キニンA をコードしているTac1 遺伝子が発現上昇するとともに、CT26 がん細胞

のNK2R 遺伝子発現が増加する。 
・ CT26 担がんマウスモデルに対して、poly I:C とNK2R 阻害剤を併用投与すること

で、poly I:C による抗腫瘍効果が、NK2R 阻害剤の併用投与によってさらに増強さ

れる。 
・ ヒト大腸がんDLD-1 細胞と肝細胞がんHLF 細胞を IFN-α/βあるいは IFN-γで刺激

することで、NK2R 遺伝子の発現レベルが上昇する。 
・ NK2R阻害剤存在下で培養したヒト大腸がんDLD-1細胞と肝細胞がんHLF細胞は、

添加した阻害剤の濃度依存的に、細胞の増殖および生存が抑制される。 
・ 大腸がん、肝細胞がんおよび子宮頸がん患者の腫瘍組織において、NK2R が発現

している。 
 
②	 新知見の意義 
 
	 がん細胞における神経ペプチド受容体NK2R を介した神経ペプチドシグナルは、生

体内において腫瘍形成や肝転移能の獲得に関与することを示唆する。また、宿主免疫

系の活性化により産生される IFN-α/βあるいは IFN-γは、がん細胞のNK2R を発現誘
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導するとともに、免疫担当細胞の一つである樹状細胞が神経ペプチドの産生細胞とな

る可能性を示唆することから、NK2R の発現はがん細胞の免疫逃避機構に関与するこ

とや、炎症性腸疾患およびウイルス感染に起因するがんの発生とその悪性化の過程に

おいて神経ペプチドシグナルが寄与する可能性も考えられる。 
 
③	 本研究で得られた新知見に基づいた今後の展開 
 
	 宿主免疫系の活性化によりがん細胞に発現増強されるNK2Rを介した神経ペプチド

シグナル伝達経路を遮断することで、がん細胞の生体内腫瘍形成や転移能獲得を抑制

できる可能性が高いと考えている。本研究成果は、新しい視点での効果的ながん治療

の開発に貢献し、将来、既存のがん治療や免疫治療に不応答あるいは副作用が発生す

る可能性のある進行がん患者、および術後再発の可能性のあるがん患者に対して有効

な治療戦略となり得ることが期待される。 
 
④	 今後の課題 
 
	 がん細胞の悪性化を制御するNK2Rを介した神経ペプチドシグナルの下流標的分子

の同定が必要である。またウイルス感染を伴う慢性炎症過程や過剰な免疫応答時にお

けるNK2R を介した神経ペプチドシグナル依存的ながん細胞の発生、悪性化および転

移能獲得メカニズムを明らかにすることで、より精度の高いがんの発症予防や再発防

止を含む腫瘍の新規制御法の確立に繋がると考える。 
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