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研究成果の概要（和文）：癌C5a受容体(C5aR)発現は癌浸潤、病期、リンパ節・肝臓転移、および予後不良との
相関がみられた。前立腺癌では、C5aR発現は臨床病理学的パラメーターとの相関はみられなかったが、C5aによ
る株化癌細胞グルタミン消費、増殖、浸潤の亢進が認められた。さらに、癌免疫抑制に関わるPD-L1のC5aによる
発現亢進はC5aの癌免疫応答からの回避への関与を示唆した。アルザス反応による内因性C5a産生により、C5aR発
現癌細胞の浸潤と腫瘤形成が亢進し、MDSC浸潤も誘導された。これら癌進展および癌免疫応答回避作用から、
C5a-C5aR系標的治療法の有効性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cancer cell C5a-receptor (C5aR) expression correlated to invasion, clinical 
stage advance, metastasis to lymph nodes and liver and poor prognosis. Prostate cancer (PC) C5aR 
expression did not relate to clinicopathological parameters, but C5a augmented PC cell glutamine 
consumption, proliferation, invasion in C5aR-depemndent manner. PD-L1 expression increase by C5a 
suggested a participation of C5a in evasion from the anticancer immune responses. Endogenous C5a 
generation augmented cancer cell invasion and tumor formation and induced myeloid-derived suppressor
 cells (MDSC) accumulation. These effects of the C5a-C5aR system on cancer-promoting and anticancer 
immune response evasion suggested an availability of the system as a therapeutic target.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
C5aが約半分の症例で前立腺癌が発現するC5a受容体を介して癌細胞のグルタミン代謝、増殖や浸潤能を亢進する
こと、さらにキラーTリンパ球による抗腫瘍免疫応答を抑制するPD-L1の癌細胞発現を増加させることは、生体防
御系の補体系の分子C5aの癌促進かつ抗腫瘍免疫抑制への関与を示しており、これまで炎症メディエーターと考
えられていたC5aの新たな概念を提示して学術的意義が高い。
C5aやC5a受容体に対する抗体や受容体拮抗剤等によるC5a-C5a受容体シグナルの遮断は癌進行抑制効果が推測さ
れ、この系を標的として開発された薬剤は新たな前立腺癌治療として臨床的に有効性が期待されて社会的意義が
ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

癌組織での補体系活性化は、ヒトや実験動物で報告されていた。補体活性化で産生されるアナ

フィラトキシン C5a は、抗腫瘍性 Tリンパ球の応答を抑制する myeloid-derived suppressor 

cell (MDSC)を癌組織に引き寄せで癌に好都合な微小環境の形成など間接的な作用は報告され

ていたが、癌に対する直接的な作用は未だ不明であった。申請者は、ヒトの癌組織で様々な癌

細胞が種々の頻度で C5aRを発現することを明らかにしてきた。また、胆管癌細胞株を使って、

C5aR陽性癌は C5a刺激により運動性が活発化して浸潤活性が亢進すること、これには癌細胞

からのマトリックスメタロプロテアーゼ放出増加が関与していることを証明した（Nitta et al, 

Clin. Cancer Res. 19: 2004-2013,2013）。さらに癌細胞プロテアーゼによる血漿中 C5から C5a

産生を介した自己活性化機構を示した（Nitta et al, Oncol. Rep. 32: 1715-1719, 2014）。また、

乳癌、胃癌、腎癌における C5aの癌増殖・浸潤亢進作用やこれらに関わるシグナル系を明らか

にした。 

 

２．研究の目的 

癌細胞の C5aR発現と患者の臨床病理学的パラメーターとの関係を解析する。子宮頸癌の浸潤

と C5aR発現との相関、前立腺癌に対する C5aの癌促進作用を増殖、浸潤、癌免疫応答からの

回避に関与する PD-L1発現について調べる。さらに、同種癌細胞を移植したマウス皮膚にアル

サス反応によって癌組織での C5a産生を誘導し、内因性 C5aの癌進展への効果を検討する。 

 

３．研究の方法 

1) 癌細胞 C5aR発現と臨床病理学的パラメーターとの関係解析 

免疫組織染色で決定した患者癌細胞の C5aR発現と患者癌の進達度、病期、転移、予後との関

係を統計学的手法で解析した。 

2) 株化前立腺癌細胞の C5aR発現解析 

数種の株化ヒト前立腺癌細胞 C5aR 発現を real-time RT-PCR、immunoblotting と flow 

cytometryで調べた。 

3) 前立腺癌細胞グルタミン消費測定 

C5a添加癌細胞培養 6時間後の培養液グルタミン濃度を Glutamine Assay Kit-WSTで測定し

た。 

4) C5aの前立腺癌細胞増殖亢進作用測定 

株化ヒト前立腺癌細胞を C5a存在下で 24時間培養し、Cell Counting Kit-8で細胞数を測定し

た。C5a受容体拮抗剤W-54011を癌細胞培養内に添加し C5aの増殖亢進作用に対する抑制効

果を調べた。 

5) C5aの前立腺癌浸潤能亢進作用の測定 

C5aの癌細胞浸潤能亢進効果をMatrigel Invasion Chamber Assayで調べた。 



6) C5aの前立腺癌 PD-L1発現亢進作用測定 

株化ヒト前立腺癌細胞を C5a 存在下で 24 時間培養し、PD-L1 産生と細胞膜発現を

immunoblottingと flow cytometryで各々定量化した。  

7) アルサス反応の誘導 

抗卵白アルブミンマウス抗体を癌細胞液に添加して皮内注射し、直後に尾静脈から卵白アルブ

ミンを注射して、受身アルサス反応を惹起した。 

8) C5a受容体発現マウス癌細胞作製 

マウス腎癌細胞株 Rencaに CMV plasmidに挿入したマウス C5a受容体遺伝子を ProFection 

Mammalian Transfection Systemで 48時間感染させた。G418添加培養液で 2週間培養して

C5aR発現細胞のみを増殖させた。 

9) アルザス反応の浸潤・腫瘤形成亢進測定 

C5aR発現Rencaとmock Renca細胞を異なる波長の蛍光で標識して同数混合後同系統のマウ

スに皮下注射し、注射部にアルザス反応を誘導した。両細胞の浸潤は組織切片で蛍光分布面積

で測定した。腫瘤形成は両細胞を別の部位に皮内注射し、腫瘤の大きさを腫瘤の長径 X短径で

表した。 

10) アルザス反応によるmyeloid-dreved suppressor cell(MDSC)浸潤誘導の測定 

アルザス反応を誘導した Renca 細胞接種部の浸潤 MDSC を 14 日目の組織で数えた。異なる

波長の蛍光で標識した抗 CD11b抗体と抗 Ly6g抗体を組織切片に反応させ、mergeして両蛍光

陽性細胞をMDSCとした。 

 

４．研究成果 

1) 癌細胞 C5aR発現と臨床病理学的パラメーターとの関係 

乳癌では、腫瘤の大きさ、Ki-67 labeling index、リンパ節転移、臨床ステージと正の相関があ

り、エストロゲンとプロゲステロン受容体とは負の相関がみられた。胃癌では、深達度、臨床

ステージ、リンパ節転移、脈管侵襲度、肝臓転移との正の相関があった。また、予後不良との

関係が乳癌、胃癌、尿上皮癌で認められた。 

子宮頸癌では、未浸潤の CIN3に較べ浸潤初期

の stage Iでは C5aR高発現の割合が高かった

（図 1）。以上より、C5aの癌進展作用は臨床的

に明らかになり、C5aR 発現が予後因子と成る

可能性が示された。              図 1. C5aR発現と子宮頸癌浸潤との関係 

 

2) 前立腺癌 C5aRの発現 

前立腺癌患者 161 名中 83 名(52%)が陽性であったが、PSA 濃度を含めた臨床病理学的パラメ

ーターとの相関はみられなかった。治療困難な去勢抵抗型癌(CRPC)では 6 例中 3 例が陽性で



あった。前立腺癌株 LNCap(去勢感受型)、C4-2(CRPC)、DU145(CRPC)、PC3(CRPC)はすべ

て C5aRのmRNA、たんぱく質を発現し細胞膜にもみられた。 

 

3) C5aによる前立腺癌細胞のグルタミン消費、増殖、浸潤、PD-L1発現の亢進 

C5aは濃度とC5aRに依存して、グルタミン消費を 2.1

倍（図 2）、増殖を 1.3倍、浸潤を 3倍亢進した。PD-L1

は産生が 1.4倍、細胞膜発現が 2.6倍亢進した。 

 

 

 

 

図 2. C5aによる前立腺癌グルタミン消費亢進. 

黒棒はW-54011存在下で培養 

 

4) アルザス反応による Renca細胞浸潤・腫瘤形成亢進 

アルザス反応によりC5a産生をRenca接種部に誘導する

と、C5aR発現 Rencaが非発現 Renceに比べて 24時間

で 1.3倍広がった。腫瘤形成は 7日目で 1.4倍、14日目

で 1.6倍亢進した（図 3）。 

 

図 3. アルザス反応による Renca腫瘤形成亢進 

白棒はアルザス反応誘導. 

 

5) アルザス反応によるMDSC浸潤誘導 

アルザス反応部皮膚では、CD11b(+)Ly6g(+)発現の

MDSCの浸潤が誘導された（図 4）。C5aR陽性、陰性

の細胞皮下接種部位による浸潤の差は認められなかっ

た。 

 

 

図 4. Renca接種部のMDSC浸潤数. 

白棒はアルザス反応誘導. 
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