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研究成果の概要（和文）：本研究ではスフィア形成DU145のNK細胞攻撃回避に関わる遺伝子を同定し、その遺伝
子がどのように制御されているかを検討した。スフィア形成DU145はNANOGを高発現していたことから、NANOG過
剰発現DU145を樹立した。NANOG過剰発現DU145はICAM1の発現を低下させることでNK細胞からの攻撃を回避してい
ることが明らかとなった。更に、スフィア形成DU145に見られるNK細胞攻撃回避機構はICAM1過剰発現によって消
失した。したがって、スフィア形成DU145はNANOG高発現によってICAM1発現低下を誘導し、NK細胞からの攻撃を
回避していることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this research, it was investigated a mechanism of escaping system from NK
 cell attack in sphere-forming prostate cancer cells.  Sphere-forming prostate cancer cells (DU145 
and PC3) highly expressed NANOG, therefore NANOG-overexpressing DU145 was generated.  It was 
revealed that NANOG-overexpressing DU145 escaped from NK cell attack by ICAM1 downregulation.  
Moreover, the escaping ability from NK cell attack of sphere-forming DU145 was inhibited by ICAM1 
overexpression.  Therefore, it was revealed that sphere-forming DU145 had escaping system from NK 
cell attack by NANOG overexpressing-mediated ICAM1 downregulation. 

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： sphere-forming cancer
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織は性質の異なる雑多ながん細胞の
集団で構成されているが、もとは一つのがん
化した細胞から形成されている。近年、腫瘍
形成能を示すがん細胞を「がん幹細胞」と呼
び、がんの初期発生、転移、治療後の再増殖
などに関連していると考えられている。腫瘍
組織は免疫抑制性の宿主由来細胞（制御性 T 
細胞、腫瘍関連マクロファージ、骨髄由来免
疫抑制細胞、がん関連繊維芽細胞など）の取
り込み、種々のサイトカイン分泌、エクソソ
ーム放出など、抗腫瘍免疫を抑制する環境を
構築することで腫瘍内がん細胞を保護して
いる。しかし、一つのがん幹細胞が腫瘍組織
を形成し、抗腫瘍免疫抑制環境を構築するま
での間も宿主免疫システムから逃れる必要
がある。したがって、がん幹細胞には特殊な
抗腫瘍免疫回避機構が備わっていることが
考えられるが、これまでにその機構に関して
はあまり報告がない。がん幹細胞の抗腫瘍免
疫回避機構が明らかとなれば、今後の効果的
ながん免疫療法の開発につながると考えて
いる。 
 
 
２．研究の目的 
接着性がん細胞を無血清培地中・非接着条件
下で培養するとスフィアを形成する。スフィ
ア 形 成 が ん 細 胞 は  SCID マ ウ ス や 
NOD/SCID マウスなどの免疫不全マウスへ
の移植において高い腫瘍形成能を示すこと
から、がん幹細胞様の性質を示す細胞を多く
含むと考えられている。これらの免疫不全マ
ウスには NK 細胞活性が残存していること
から、スフィア形成がん細胞は腫瘍を形成す
るために NK 細胞からの攻撃回避機構を獲
得していることが考えられる。実際、スフィ
ア形成前立腺癌細胞株（DU145）と接着培養 
DU145 を SCID マウス背部皮内に移植する
と、スフィア形成 DU145 のみが効率的に腫
瘍を形成するが、NK 細胞を抑制するとスフ
ィア形成 DU145、接着培養 DU145 のどちら
も腫瘍を形成した。この結果は、DU145 がス
フィア形成によって NK 細胞からの攻撃を
回避する能力を獲得したことを示唆するが、
その分子メカニズムは不明である。本研究で
はスフィア形成 DU145 における NK 細胞
攻撃回避に関わる遺伝子を同定し、その遺伝
子がどのように制御されているかを検討す
る。 
 
 
３．研究の方法 
これまでに、前立腺癌を含む様々ながん幹細
胞において多能性関連転写因子（NANOG、
OCT3/4、SOX2 など）の発現が確認されてお
り、これらの因子ががん幹細胞様特性の付与
に関連していると報告されている。実際に、
スフィア形成 DU145 において NANOG の
発現量が接着培養細胞群よりも著しく増加

していることを確認した。これらの知見より、
スフィア形成がん細胞は NANOG などの遺
伝子発現が亢進することよってがん幹細胞
様の性質を示し、それによって NK 細胞から
の攻撃を回避する特殊な機構を獲得してい
ると考えた。本研究では NANOG を過剰発現
させた前立腺癌細胞株を樹立し、その NK 細
胞攻撃回避機構を解明する。 
 
 
４．研究成果 
NANOG 過剰発現前立腺癌細胞株の作製と
その NK 細胞抵抗性の検討 

前立腺癌細胞株 (DU145、PC3) に GFP、
または GFP-NANOG (GN) を恒常的に過剰
発現させた組換え細胞株  (GFP-DU145、
GN-DU145、GFP-PC3、GN-PC3) を樹立した
（図１）。 

各過剰発現細胞株、及びそれぞれの親株を 
NK 様細胞 (MTA) と共培養し、48 時間後の
各細胞の生存率を検討した。その結果、DU145、
PC3 共に、親株及び GFP 過剰発現細胞株と
比較して GN 過剰発現細胞株は高い生存率
を示した（図２）。さらに、NK 細胞中和抗

体（抗アシアロ GM1 抗体）または非特異的
抗体を投与した SCID マウスの背部皮下に
接着培養 GFP-、及び GN-DU145 を移植する
と、非特異的抗体投与群において GFP-DU145 
は腫瘍を形成できなかったのに対し、
GN-DU145 は腫瘍形成能を示した（図３）。
一方、NK 細胞中和抗体投与群においては
GFP-、GN-DU145 共に腫瘍を形成した（図３）。



これらの結果より、 NANOG 過剰発現 
DU145 はスフィア形成と同様に NK 細胞攻
撃回避能を示すことが示唆された。 
 
NANOG 過剰発現前立腺癌細胞株の NK 細
胞攻撃回避機構に関わる遺伝子の検討 

WT-、GFP-、GN-DU145 における NK 細
胞抑制因子と NK 細胞活性化因子の遺伝子
発現を定量  PCR 法で検討した結果、
GN-DU145 で特異的に ICAM1 の発現が低
下していることを明らかとした（図４左）。
更に、タンパク質レベルでも GN-DU145 に
おける ICAM1 の発現低下が確認された（図
４右）。これらの結果から、GN-DU145 の NK 
細胞攻撃回避機構に ICAM1 の関与が示唆
された。 

WT、GFP、GN-DU145 及び -PC3 を MTA 
と共培養し、同時に抗 ICAM1 抗体、または
非特異的抗体を培地に投与した。その結果、
DU145、PC3 のどちらの細胞株においても、
WT、GFP 群において抗 ICAM1 抗体投与に
よって生存率が増加した（図５）。しかし、
GN 群においては生存率の変化はなかった
（図５）。次に、ICAM1 過剰発現 GN-DU145

（ICAM1/GN-DU145）を作製し、MTA と共
培養すると、GN-DU145 と比較して生存率は
著しく減少した（図６）。さらに、NK 細胞

中和 SCID マウス、及びその対照群の背部皮
内に GN-DU145 及び ICAM1/GN-DU145 を
移植すると、NK 細胞中和群ではどちらの細

胞 も 腫 瘍 を 形 成 す る が 、 対 照 群 で は
ICAM1/GN-DU145 は腫瘍を形成できなかっ
た（図７）。これらの結果から、GN-DU145

の NK 細胞攻撃回避には ICAM1 発現低下が
重要であることが示された。 
 
スフィア形成 DU145 の NK 細胞攻撃回避
機構における ICAM1 関与の検討 
スフィア形成DU145が GN-DU145 と同様

の機構によって NK 細胞攻撃を回避するのか
を検討した。スフィア形成 DU145 を FACS 
によって ICAM1 低発現細胞集団と高発現
細胞集団に分離・回収し、それぞれの細胞集
団における NANOG 発現を検討した。その
結果、スフィア形成 DU145 の ICAM1 低発
現細胞集団は高発現細胞集団と比較して
NANOG 発現量は増加していた（図８）。次



に、ICAM1 過剰発現 DU145（ICAM1- DU145）
を作製し、WT- 及び ICAM1-DU145 のスフ
ィア形成細胞（SP-WT-、SP-ICAM1- DU145）
を作製した。各スフィア形成 DU145 を NK
細胞中和 SCID マウス、及びその対照群の背
部皮内に移植すると、NK 細胞中和群におい
てはどちらの細胞も腫瘍を形成した（図９）。
しかし、対照群においては SP-ICAM1-DU145 
は腫瘍形成能を示さなかった（図９）。以上
より、スフィア形成 DU145 は NANOG 高
発現によって ICAM1 発現低下を誘導し、
NK 細胞からの攻撃を回避していると考えら
れる。 
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