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研究成果の概要（和文）：がん微小環境において癌細胞は周囲の間質細胞との相互作用によって免疫抑制ネット
ワークを形成している。今回の研究では、間質細胞のうち癌関連線維芽細胞（CAFs）と癌細胞で免疫抑制に関わ
る共通分子としてAKT3を同定した。この分子の発現は、癌細胞とCAFsの両細胞において予後に影響していた。ま
たこの分子をノックダウンすることで癌細胞、CAFsとも細胞増殖能が低下し、様々なサイトカインの産生や免疫
抑制分子の発現の低下が認められた。

研究成果の概要（英文）：Tumor cells create immunosuppressive network with various stromal cells in 
the tumor microenvironment. Among various types of stromal cells, cancer-associated fibroblasts 
(CAFs) have been recognized as one of key component for escape from host antitumor immunity. In this
 study, we detected AKT3 as a common molecule mediated immune suppression in both cancer cells and 
CAFs. AKT3 expression in tumor cells and CAFs was a prognostic factor in oral squamous cell 
carcinoma, respectively. Moreover, knockdown of AKT3 expression in tumor cells and CAFs resulted in 
significant inhibition of cellular proliferation, cytokine production, and expression of immune 
regulatory molecules.

研究分野： 耳鼻咽喉科学

キーワード： 頭頸部癌　癌関連線維芽細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん局所は免疫抑制状態となっており、このことが治療抵抗性や予後不良と関係している。今回の研究におい
て、癌細胞と癌関連線維芽細胞（CAFs）の免疫抑制機能を制御できる共通の分子（AKT3）が同定できたことによ
り、この分子を標的とした新規薬剤の開発につながる可能性がある。このような薬剤は効率的にがん局所の免疫
抑制状態を改善させ、現在限定的な効果を示す免疫チェックポイント阻害剤との併用により、その治療効果の改
善に寄与できるかもしれない。また、AKT3は予後予測因子としてのバイオマーカーとして利用できる可能性があ
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がん微小環境は、がん細胞以外に様々な間質細胞からなり、これらの細胞との相互作用によって

治療抵抗性の強固な環境を形成している。すなわち、がん細胞はそれ自身が持つ特質のみならず、

周囲の間質細胞からのサポートを受けて増殖能、浸潤能、転移能を獲得、維持している。 

これまで、我々はがん微小環境における癌関連線維芽細胞（cancer-associated fibroblast: 

CAFs）の果たす役割について研究を行ってきた。これまでの数多くの報告から CAFs は、癌の進

展、浸潤、増殖、転移において重要な役割を演じていることが知られていたが、これらの作用に

加えて、がん微小環境における免疫抑制状態にも大きく寄与していることがわかってきた。実際

の頭頸部扁平上皮癌の臨床試料を用いた解析においても CAFs の浸潤度はリンパ管浸潤、脈管浸

潤、TNM ステージと相関し、CAFs の浸潤症例では生存率や無増悪生存率が有意に低下していた。

このような結果から間質細胞のうち CAFs は非常に有用な治療標的となりうる可能性があること

がわかってきた。さて、CAFs を治療ターゲットとした標的分子の探索に当たり、その分子が癌

細胞にも発現し、かつ癌細胞自身の増殖や維持、あるいは悪性度に関与していれば、癌細胞と間

質を同時にターゲットにでき、効率の良い癌治療を行うことが期待できる。 

このような標的分子探索のために、我々は 5 名の頭頸部扁平上皮癌患者の癌組織標本と非癌部

組織標本より CAFs と正常線維芽細胞のペアを樹立し、両者の遺伝子発現について次世代シーケ

ンサーにより網羅的な解析を行なった。CAFs において発現が上昇しているものが 426 遺伝子、

そして発現が低下しているものが 701 遺伝子という結果であった。更に、これらの発現変動が大

きな遺伝子群について Cancer Immune Genes にてフィルターをかけたところ、腫瘍免疫関連の

13 種類の遺伝子が正常線維芽細胞に比べ、その発現が増強していた。これらの分子群について

癌細胞及び CAFs に対する作用を細胞生物学的あるいは免疫学的に検討することにより、癌細胞

と CAFs の両者において抗腫瘍作用を有する分子を同定することができれば、新規の創薬につな

げることが期待できると思われた。 

 

２．研究の目的 

癌細胞は、がん遺伝子やがん抑制遺伝子といったドライバー遺伝子の変異によってその増殖能

や転移能を獲得している。一方で癌細胞は周囲の間質細胞にも作用して、これらの細胞との相互

作用によってさらに増殖能や転移能を増強・維持している。これまでに我々は間質細胞が、がん

の免疫抑制状態の形成にも大きな役割を果たしていることを明らかにしてきた。今回はがん微

小環境の免疫抑制解除を目的として癌細胞と間質細胞の中心的構成細胞である線維芽細胞に共

通の標的分子を同定し、免疫創薬の可能性を探ることを研究の目的とする。 

 

３．研究の方法 

１）候補分子の選定 

既に同定されている 13種類の候補分子（TNFSF4, TGFB2, ITGA6, CD14, IL-7R, THBS1, ITGA4, 

ITGA1, PRKCE, FN1, ETS1, IL1RAP, AKT3）について、immune response category 及び The Cancer 

Genome Atlas や cBioportal for Cancer Genomics といったデータベースにて、それぞれの候補

分子について臨床的意義を解析した。 

２）免疫組織化学法 

癌組織における AKT3 発現を免疫組織化学法によって調べた。AKT3 の発現は、癌細胞及び CAFs

における発現に分けて解析を行った。またがん微小環境における免疫担当細胞（Macrophages, T 

cells, NK cells）の浸潤についても免疫組織化学法で解析を行った。それぞれの AKT3 発現と臨



床因子及び各免疫担当細胞の浸潤度との相関について解析を行った。 

３）癌細胞における AKT3 発現とその発現抑制による細胞生物学的変化 

口腔扁平上皮癌細胞株 HSC-3 を用い、ShRNA transfection によって AKT3 分子の発現をノックダ

ウンして、癌細胞の機能変化を解析した。 

①RT-qPCR 及びフローサイトメトリーによる AKT3 の発現低下の確認 

②サイトカイン、免疫抑制分子の遺伝子発現変化 

③Apoptosis assay 

④Cell viability assay 

⑤T cell proliferation assay 

４）CAFs における AKT3 発現とその発現抑制による細胞生物学的変化 

CAFs は、頭頸部癌患者の手術組織片から培養樹立したものを使用した。癌細胞と同様に CAFs に

おいて、ShRNA transfection によって AKT3 分子の発現をノックダウンして、その機能変化を解

析した。 

①RT-qPCR による AKT3 の発現低下の確認 

②サイトカイン、免疫抑制分子の遺伝子発現変化 

③Apoptosis assay 

④Cell viability assay 

⑤T cell proliferation assay 

 

４．研究成果 

１）候補分子の選定 

13 種類の候補分子（TNFSF4, TGFB2, ITGA6, CD14, IL-7R, THBS1, ITGA4, ITGA1, PRKCE, FN1, 

ETS1, IL1RAP, AKT3）のうち、AKT3 は Human Protein Atlas において頭頸部癌における CAFs で

染色が確認できたこと、TCGA 2015 nature データベースにおける mRNA と protein の発現が予後

と相関したことから、AKT3 について解析を進めることにした。 

２）免疫組織化学法 

口腔癌 72例を対象に AKT3 の免疫染色を施行し、臨床因子との関係を解析した。口腔癌の 30例

（42％）で AKT3 が陽性であった。癌細胞における AKT3 の発現は、Stage、癌細胞における HLA 

class II , CD47, LC3 発現、CAFs 浸潤、マクロファージ（CD68)浸潤、T細胞（CD3）浸潤、NK

細胞（CD56）浸潤と有意に相関した。また、癌細胞における AKT3 の発現は全生存期間と相関を

認めた。 

一方、CAFs における AKT3 の発現は 29例（40％）で認められた。CAFs における AKT3 の発現は、

癌細胞における HLA class II、LC3 発現、CAF 浸潤、マクロファージ（CD68)浸潤、樹状細胞（CD1a）

浸潤、T 細胞（CD3）浸潤と有意な相関した。また CAFs における AKT3 の発現も全生存期間と相

関した。 

３）癌細胞における発現とその発現抑制による細胞生物学的変化 

ShRNA transfection によって AKT3 分子の発現をノックダウンして、癌細胞の機能変化を解析し

た。 

① RT-qPCR 及びフローサイトメトリーによる AKT3 の発現低下の確認 

ShRNA によって HSC-3 の AKT3 発現をノックダウンした。RT-qPCR 及びフローサイトメトリーに

てその発現レベルの低下を確認した。 

②癌細胞におけるサイトカイン、免疫抑制分子の遺伝子発現変化 



AKT3 をノックダウンすることによって、IL-1B,IL-6,IL-8,TGFB1 のサイトカイン遺伝子発現が

低下した。また CD274 及び PDCD1LG2 についてもその遺伝子発現は低下した。 

③Apoptosis assay 

AKT3 をノックダウンすることで、HSC-3 の apoptotic cell の割合が有意に増加した。 

④Cell viability assay 

AKT3 をノックダウンすることで、HSC-3 の cell viability が有意に低下した。Cell cycle 

analysis を行ったところ、AKT3 をノックダウンすることで G1/G0 期の割合が増え、S及び G2/M

期が有意に減少していた。 

⑤T cell proliferation assay 

AKT3 をノックダウンした癌細胞およびその培養上清を T 細胞と混合培養して T 細胞の増殖能に

及ぼす影響を調べたところ、有意な T細胞増殖能の回復を認めた。 

 

４）CAFs における発現とその発現抑制による細胞生物学的変化 

癌細胞と同様に CAFs において、ShRNA transfection によって AKT3 分子の発現をノックダウン

して、その機能変化を解析した。 

①RT-qPCR による AKT3 の発現低下の確認 

ShRNA によって AKT3 のノックダウンを行い、その発現レベルの低下を RT-qPCR にて確認した。 

②CAFs におけるサイトカイン、免疫抑制分子の遺伝子発現変化 

癌細胞と同様に AKT3 をノックダウンすることによって、IL-1B,IL-6, IL-8, TGFB1 のサイトカ

イン遺伝子、免疫抑制分子である CD274 と PDCD1LG2 において、遺伝子発現が低下した。CAFs の

マーカーであるα-SMA(ACTA2)についても AKT3 をノックダウンすることで、その発現が有意に

低下した。 

③Apoptosis assay 

AKT3 をノックダウンすることで、CAFs の apoptotic cell の割合が有意に増加した。 

④Cell viability assay 

AKT3 をノックダウンすることで、癌細胞と同様に CAFs の cell viability が有意に低下した 

⑤T cell proliferation assay 

AKT3をノックダウンしたCAFsを T細胞と混合培養してT細胞の増殖能に及ぼす影響を調べたと

ころ、有意な T細胞増殖能の回復を認めた。 

 

以上の結果から、AKT3 分子は、癌細胞及び CAFs において細胞増殖能とともに免疫抑制能（免疫

抑制性サイトカイン産生や免疫抑制分子の発現）に共通に関わる分子であることがわかった。

AKT3 は、癌局所の免疫抑制状態を効率的に解除できる標的分子となりえるかもしれない。また、

その発現は臨床的な悪性度とも相関しており、バイオマーカーとしても有用な可能性がある。 
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