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研究成果の概要（和文）：ヒト癌細胞株に対してTLR7アゴニストであるイミキモドは増殖能、細胞死誘導能、運
動能、浸潤能の抑制効果を認め、投与12時間後にはearly apoptosisを認めた。イミキモド投与により小胞体ス
トレスのマーカーであるBiP(immunoglobulin heavy chain-binding protein)の発現が亢進しており、アポトー
シスの原因として小胞体ストレスが考えられた。しかし、別な小胞体ストレスのマーカーであるPERK(PKR-like 
ER kinase)の発現は変化していなかった。更なる研究は必要であるが、TLR7の機能阻害による抗腫瘍効果の新た
な作用機序を解明した。

研究成果の概要（英文）：Imiquimod, a TLR7 agonist, suppressed proliferation, motility and invasion 
and induced cell death in a human cancer cell line (DLD1, KLM1, Panc1 and HuCCT1). The cell 
morphology was different in each cancer cell line after imiquimod treatment. In addition, imiquimod 
induced early apoptosis in the cancer cell lines after 12 hours of treatment. Immunoglobulin heavy 
chain-binding protein (BiP), which is a marker of endoplasmic reticulum stress, was highly expressed
 in cancer cells after imiquimod treatment. Therefore, endoplasmic reticulum stress was considered a
 cause of imiquimod-induced apoptosis. However, the expression of PKR-like ER kinase (PERK), which 
is another marker of endoplasmic reticulum stress, did not change. This result suggested that a 
mechanism different from endoplasmic reticulum stress was involved in imiquimod-induced apoptosis. 
Further investigations will be required for clinical applications.

研究分野：消化器外科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、TLR7アゴニストであるイミキモドの抗腫瘍効果およびその作用機序として小胞体ストレスによる
アポトーシスの関与を明らかにした。新たな知見が明らかになっただけでなく、臨床応用への可能性も示唆され
ており、本研究成果の学術的、社会的意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

炎症は外部刺激に対する生体反応の 1つであり、多くの生体現象との関与が報告されている。

炎症が癌の増殖、浸潤、転移などに関与するとの報告も散見され、発癌に関しても炎症シグナ

ルである Myd88, NF-kB などの関与が報告されている。我々は大腸癌周囲に存在する

microabcess（微小膿瘍）が予後に関連していることを報告しており、これまで炎症と癌に関す

る研究を行ってきた。平成 22 年-24 年度科学研究費「大腸癌 microscopic abscess における免

疫誘導の解明とその臨床応用」において、大腸癌 microabcess（微小膿瘍）を有する症例にお

いて癌特異的に TLR（Toll like receptor）7の高発現を明らかにしている。TLR7 は、主に免

疫細胞である形質細胞で発現しており、感染に対する防御機構において、IFN、IL-1βなどサイ

トカイン産生や樹状細胞など抗原提示能の増強および獲得免疫誘導などに重要な役を果たして

いる。Danger signal は炎症を誘導、増強する外部からの刺激のことである。TLR7 はこの Danger 

signal との関与が報告されている。Danger signal は外因性 Danger signal（感染による病原

体成分）と内因性 Danger signal（死細胞から放出される成分）に分けられ、内因性 Danger signal

から誘導される非感染性炎症は、感染性炎症と区別され自然炎症と定義されている。内因性

Danger signal と癌に関しては、癌浸潤による組織破壊により周囲組織から内因性 Danger 

Signal が生じ、免疫応答をおこし、癌の進展に影響するという報告がされている。しかし内因

性 Danger Signal のメカニズムは明らかになっていず、我々は平成 25年-27 年度科学研究費

「TLR7 アプタマーによる内因性 Denger Signal の制御と新規治療法の開発」において大腸癌で

の内因性 Danger Signal と TLR7 の関連性に関する研究を行なった。その結果、大腸癌において

TLR7 の機能阻害による増殖抑制が可能であり、大腸癌における TLR7 の内因性 Danger signal

制御の可能性を明らかにしている。TLR7 の機能阻害は内因性 Danger signal 制御による新規癌

治療法になると考えられる。 

TLR7 の機能を阻害する医薬としては、核酸医薬、抗体医薬、小分子化合物がある。核酸医薬に

関してはドラッグデリバリーシステムの開発が不十分であり、早期臨床応用は困難である。ま

た抗体医薬に関しても、開発に時間とコストがかかり早期臨床応用は困難である。早期臨床応

用が可能な創薬としては小分子化合物である TLR7 阻害剤と考え、これまで TLR7 阻害剤による

新規癌治療法も開発をおこなってきた。しかし TLR7 阻害剤による新規癌治療法の臨床応用につ

いて、いくつか解明しなければならないことがある。TLR7 自体がどのように癌の増殖能などに

関わっているのか、TLR7 の機能阻害による抗腫瘍効果の詳細なメカニズムがなにか明らかにな

っていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は大腸癌における TLR7 の機能阻害による抗腫瘍効果の詳細なメカニズムを明ら

かにし、最終的に TLR7 を標的にした新規癌治療法の開発、臨床応用により治療成績を向上させ

ることである。 

 

３．研究の方法 

【TLR7 阻害剤による抗腫瘍効果の検討】 

ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

して TLR7 アゴニストであるイミキモドを 10、5、2.5、1.25、0.6μMまたは ODN20958 を 0.1μ



M、0.05μM、0.01μM にて投与し、非投与と各濃度において投与前、投与後 24、48 時間後の増

殖能を MTT アッセイにて経時的に検討した。 

ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

してイミキモドを 10、5、2.5、1.25、0.6μMまたは ODN20958 を 0.1μM、0.05μM、0.01μM

にて投与し、非投与と各濃度において投与 24 時間後の細胞死誘導能についてトリパンブルー色

素排出試験にて検討した。 

ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

してイミキモドを 10、5、2.5、1.25、0.6μMまたは ODN20958 を 0.1μM、0.05μM、0.01μM

にて投与し、24時間後の運動能についてはスクラッチアッセイ、24 時間後の浸潤能については

インベーションアッセイにて検討した。 

 

【TLR7 阻害剤による抗腫瘍効果の詳細なメカニズムの解明】 

ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

してイミキモドを 10、5、2.5、1.25、0.6μMまたは ODN20958 を 0.1μM、0.05μM、0.01μM

にて投与し、経時的な形態の変化、アポトーシス誘導能について検討した。 

アクチンの蛍光染色により細胞形態、特に細胞骨格を観察したアポトーシスについては TUNEL

法および MuseTM Annexin V & Dead Cell kit を用いて検討した。 

ヒト胆管癌由来細胞株(HUCCT1)に対して、イミキモド 5、2、1μMを投与し、非投与群と各投与

群の投与後の PERK(PKR-like ER kinase) タンパクおよび BiP(immunoglobulin heavy 

chain-binding protein)タンパクの発現をウェスタンブロティングにて検討した。 

 

４．研究成果 

【TLR7 阻害剤による抗腫瘍効果の検討】 

ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

して TLR7 アゴニストであるイミキモドを 10、5、2.5、1.25、0.6μMまたは ODN20958 を 0.1μ

M、0.05μM、0.01μMにて投与し、増殖能、細胞死誘導能、運動能、浸潤能について検討した。

増殖能に関して、イミキモドはいずれの細胞株においても未治療群と比較してイミキモド 10

から 1μMにて増殖抑制効果を認めた。細胞死誘導能に関して、いずれの細胞株においてもイミ

キモド 10から 1μMにて細胞死の誘導が亢進されており、HuCCT1 に関しては細胞死の誘導が有

意に亢進していた(図 1)。 

 

図 1 

 



 

また、いずれの細胞株においても、イミキモド 5μMにおいて運動能、浸潤能において抑制効果

を認めた。イミキモドが癌細胞に対して増殖抑制以外の抗腫瘍効果を有していることが明らか

になった。 

一方、ODN20958 は 0.5μMから 0.05μMにて増殖抑制効果と細胞死の誘導効果を認めたが、運

動能、浸潤能については十分な抑制効果を確認することができなかった。ODN20958 の有効とさ

れる濃度は 0.5μM から 0.05μMであったが、HuCCT1 に関してはそれより低濃度での効果を認

めた。TLR7 の機能阻害が癌の増殖抑制に関与していることが明らかになった。 

 

【TLR7 阻害剤による抗腫瘍効果の詳細なメカニズムの解明】 

ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

してイミキモドを 10、5、2.5、1.25、0.6μMまたは ODN20958 を 0.1μM、0.05μM、0.01μM

にて投与し、経時的な形態の変化、アポトーシス誘導能について検討した。 

経時的な形態の変化について、胆管癌細胞株（HuCCT1）は 5μMで投与 1日目、2.5μMで投与 3

日目に、ヒト大腸癌細胞株（DLD1）は 10μMで投与 1日目、5μMで投与 3日目に形態の変化を

認めた。一方で、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）は 10μMで投与 1日目に軽度の形態変化を認

めたが、投与 3日目以降でも形態の大きな変化を認めなかった。 

アポトーシス誘導能について、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）、ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト

膵癌細胞株（KLM1、Panc1）において、イミキモド 5μMの投与 48時間後にアポトーシスを認め

た。 

ヒト大腸癌細胞株（DLD1）、ヒト膵癌細胞株（KLM1、Panc1）、ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

してイミキモドを 10、5、2.5、1.25、0.6μMを投与し、蛍光染色による細胞死の過程の経時的

な観察および Muse Annexin V & Dead Cell kit を用いてアポトーシス誘導能についても検討し

た。TUNEL 法ではイミキモド 5μMの投与により 48時間後にアポトーシスを認めていたが、Muse 

Annexin V & Dead Cell kit では投与 12時間後に early apoptosis が出現していた。 

アポトーシスの原因として小胞体ストレスの関与を考えた。ヒト胆管癌細胞株（HuCCT1）に対

してイミキモドを 5、2、1μMを投与し、非投与群と各投与群における小胞体ストレスのマーカ

ーである PERK(PKR-like ER kinase)および BiP(immunoglobulin heavy chain-binding protein)

の発現について検討した。PERK の発現はイミキモド投与によって変化しなかったが、BiP はイ

ミキモド 5μMの投与により発現が亢進していた。TLR7 阻害による細胞死が小胞体ストレスで

ある可能性が示唆された。 
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