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研究成果の概要（和文）： 
イノシトール３リン酸レセプター（IP3Rs）は滑面小胞体の細胞膜に存在し、細胞内へのカル
シウム放出に関与している。細胞内カルシウムシグナリングは重要な細胞機能に関与している

ため、IP3Rsの発現もまた細胞機能に深く関与しており、アポトーシスや細胞増殖、分化との
関連も示唆されている。 IP3レセプターには１型から３型の３種類のサブタイプが存在し、胆
汁うっ滞性疾患で発現が減少するなど病因との関係が明らかになってきているが、大腸癌を含

めたヒト癌組織における IP3R 発現の意義については未だ検討されていない。そこで、我々は
大腸癌切除例における３型 IP3R の発現を免疫組織学的に評価し、臨床病理学的解析、分子生
物学的解析を加え検討した。１型、２型 IP3R は非癌部、癌部で発現を認めた。３型 IP3R は
非癌部では発現が認められなかったが、癌部では過剰発現している症例を認めた。IP3R 発現
と臨床病理学的因子との検討では、１型、２型 IP3R は関連を認めなかったが、３型 IP3R は
腫瘍進達度、リンパ節転移、遠隔転移と相関関係を認めた。また、予後解析の結果、３型 IP3R
は予後規定因子となることが明らかになった。以上より３型 IP3R 発現は大腸癌における新し
い悪性度の指標となる可能性が示唆された。また、ヒト癌細胞株を用いて IP3R 発現を抑制、
過剰発現させた実験で IP3R 発現は、細胞増殖には、影響を与えないにも関わらず、アポトー
シス耐性と関連する事が、今回明らかとなった。以上の結果より、IP3R 発現はヒト癌治療に
おける新しいターゲットとなる可能性が示唆された。我々の得た結果は Cell Calciumに掲載さ
れた。更に現在、IP3R と抗がん剤治療の関連性について興味ある知見を得ており、現在、解
析を進めており、今後発表予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (InsP3R) mediates Ca2+ signaling in 
epithelia and regulates cel- lular functions such as secretion, apoptosis and cell 
proliferation. Loss of one or more InsP3R isoform has been implicated in disease 
processes such as cholestasis. Here we examined whether gain of expression of InsP3R 
isoforms also may be associated with development of disease. Expression of all three 
InsP3R isoforms was evaluated in tissue from colorectal carcinomas surgically resected 
from 116 patients. Type I and II InsP3Rs were seen in both normal colorectal mucosa 
and colorectal cancer, while type III InsP3R was observed only in colorectal cancer. 
Type III InsP3R expression in the advancing margins of tumors correlated with depth 
of invasion, lymph node metastasis, liver metastasis, and TNM stage. Heavier 
expression of type III InsP3R also was associated with decreased 5-year survival. 
shRNA knockdown of type III InsP3R in CACO-2 colon cancer cells enhanced apoptosis, 
while over-expression of the receptor decreased apoptosis. Thus, type III InsP3R 
becomes expressed in colon cancer, and its expression level is directly related to 
aggressiveness of the tumor, which may reflect inhibition of apoptosis by the receptor. 
These findings suggest a previously unrecognized role for Ca2+ signaling via this 
InsP3R isoform in colon cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
イノシトール３リン酸レセプター（IP3Rs）
は滑面小胞体の細胞膜に存在し、細胞内への
カルシウム放出に関与している。細胞内カル
シウムシグナリングは重要な細胞機能に関
与しているため、IP3Rsの発現もまた細胞機
能に深く関与しており、アポトーシスや細胞
増殖、分化との関連も示唆されている。 IP3
レセプターには１型から３型の３種類のサ
ブタイプが存在し、胆汁うっ滞性疾患で発現
が減少するなど病因との関係が明らかにな
ってきているが、大腸癌を含めたヒト癌組織
における IP3R 発現の意義については未だ検
討されていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、大腸癌切除標本、ヒト大腸
癌細胞株を用いて、IP3 レセプター発現の意
義について検討し、IP3 レセプターが新たな
治療ターゲットとなり得るか否か検討する
ことである。 
 
 
３．研究の方法 

（１）当科で手術を施行し、予後調査を施行
した大腸癌切除症例 116 例を対象とした。
（２）ホルマリン固定パラフィン切片で１型、
２型、３型 IP3 レセプター蛋白に対する抗体
を用いて免疫組織化学染色をし、細胞内分布
を検討した。
（３）予後の判明している大腸癌症例のホル
マリン固定パラフィン切片で IP3 レセプター
抗体を用いて免疫組織化学染色を行い、臨床
病理学的に検討。IP3 レセプター発現と既知
の予後規定因子との相関、独立した予後因子
であるかを単変量解析、多変量解析で統計学
的に検討した。

（４） IP3 レセプターの RNAi を作製、大腸
癌細胞株に導入し、細胞増殖、アポトーシス
誘導への影響を評価した。

４．研究成果
（１）免疫組織染色
免疫組織学的に評価し、臨床病理学的解析を
加え検討した。１型、２型 IP3R は非癌部、
癌部で発現を認めた。３型 IP3R は非癌部で
は発現が認められなかったが、癌部では過剰
発現している症例を認めた。（図１）。 

図１：正常粘膜における IP3R発現 

図２：癌部における IP3R強発現例 



 
図３：癌部における IP3R強弱発現例 

 
図４：先進部における IP3R過剰発現 
 

表１ ：IP3R発現まとめ 
 
癌部では過剰発現している症例と減弱をし
ている症例を認めた（図２、３）。カルシウ
ムシグナリングは細胞増殖やアポトーシス
などに大きな影響を与えるため、正常粘膜と
大腸癌では IP3レセプターの発現様式（各亜
型の発現量、細胞内分布）の差が、癌細胞に
特異的な細胞増殖、アポトーシス誘導回避な
どに関連している可能性が推測された。 
 
 
 

（２）癌部における IP3R 発現と臨床病理学
的因子、予後とのの検討
 

 
表２：症例背景 
 
癌部において IP3R 強発現群と弱発現群の 2
郡に分け、IP3R 発現と臨床病理学的因子と
の相関を検討した（表 2）。 

表３：3型 IP3R発現と臨床病理学的特徴 
 
１型、２型 IP3R は関連を認めなかったが、
３型 IP3R は腫瘍進達度、リンパ節転移、遠
隔転移と相関関係を認めた（表３）。また、
予後解析の結果、３型 IP3R は予後規定因子
となることが明らかになった（図５）。以上
より３型 IP3R 発現は大腸癌における新しい
悪性度の指標となる可能性が示唆された。 
 



 

 
図５：腫瘍先進部における IP3R発現と予後 
 

（３）大腸癌細胞株 CACO-2 を用いた遺伝子
導入実験
ヒト癌細胞株を用いて IP3R 発現を抑制、過
剰発現させた実験で 3型 IP3R発現は、細胞
増殖には、影響を与えないにも関わらず、ア
ポトーシスと関連する事が、明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
図４：3 型 IP3R 発現はアポトーシス耐性を
誘導する。（A）Western blot 解析。1, 2, 3
型 IP3R のポシティブコントロール（それぞ
れマウスの脳、肝細胞、CHO細胞から抽出）。
CACO-2はほぼ 3型 IP3Rのみを発現してい
る。（B）3型 IP3Rの shRNAは CACO-2細
胞内の3型 IP3Rを90％以上抑制する。Mock: 
mock transfection。Transfection reagentを
RNAi materialなしで遺伝子導入したコント
ロ ー ル 。  SCR: scrambled control 。
Alpha-tubulinは、loading controlとして用
い、50!g のタンパクをローディングした。
（C）3 型 IP3R 過剰発現実験。3 型 IP3R 
cDNA を遺伝子導入し、3 型過剰発現を誘導
した。25, 50!gタンパク質をそれぞれローデ
ィングした。遺伝子導入により、3 型 IP3R
は、ほぼ 2 倍の発現量となった（D）レーザ
ー顕微鏡下のアポトーシス誘導実験。
Hoescht染色。DMSO添加では、アポトーシ
スは誘導されないが、STP (1!g)添加で→に
示す如くアポトーシスが誘導され、フラグメ
ンテーションが起こった核を観察できる。
（E）3型 IP3R RNAiで 3型 IP3R発現を減
少させた CACO-2 細胞においては、Mock, 
SCR を導入した細胞に比べ、STP 添加でア
ポトーシス誘導が増大する（p<0.0001）。（F）
3型 IP3R cDNAで 3型 IP3R発現を増加さ
せた CACO-2細胞においては、Mockを導入
した細胞に比べ、STP添加でアポトーシス誘

導が減少する（p<0.01）。E, Fの結果より、3
型 IP3R 発現は、アポトーシス耐性を生じる
事が明らかとなった。（G）BrDU取り込み実
験による IP3R 発現が細胞増殖に及ぼす影響
評価。Mock, SCR, 3型 IP3R RNAi, 
3型 IP3R cDNAを遺伝子導入した CACO-2
細胞において細胞増殖に及ぼす影響を BrdU
取り込み能で評価した。いずれの細胞でも
BrdU取り込みは統計学的な有意差はなく、3
型 IP3R 発現は、細胞増殖には影響を与えな
いと考えられた。 
 
 
 
以上より、IP3R 発現はヒト癌治療における
新しいターゲットとなる可能性が示唆され
た。我々の得た結果は Cell Calcium に掲載
された。更に現在、IP3R と抗がん剤治療の
関連性について興味ある知見を得ており、現
在、解析を進めており、今後発表予定である。  
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Fig. 5. Type III InsP3 receptor expression is protective against apoptosis in a human colorectal cancer cell line. (A) Western blot of type I, II, III InsP3R in positive control
(+) and CACO-2 cells shows nearly all InsP3R is type III in CACO-2 cells. Controls for type I, II, and III were mouse cortex, Hepatocyte, and CHO lysates, respectively. (B) An
isoform-specific shRNA resulted in ∼90% reduction in type III InsP3R in CACO-2 cells and was used in subsequent studies. The same concentration (5 nM) of a non-specific
scrambled (SCR) shRNA was used as a control in all RNAi experiments. Alpha-tubulin was used as a loading control, and 50 !g of protein was used for Western Blot. Mock
corresponds to a mock transfection control that contains transfection reagent but no RNAi material. (C) Type III InsP3R3 was over-expressed in CACO-2 cells via transient
transfection of type III InsP3R cDNA. “25” and “50” correspond to 25 and 50 !g protein loaded, respectively. Tubulin used as loading control. Expression was increased by
∼100%. (D) Hoescht stain of CACO-2 nuclei under DMSO (vehicle) and STP (1 !M) treatments (24 h). Arrows indicate fragmented nuclei, which were scored as apoptotic.
(E) Percentage of cells scored as apoptotic under RNAi conditions. For mock transfected cells, 13 ± 8% of cells underwent apoptosis in the presence of DMSO and 58 ± 13%
were apoptotic in the presence of STP. For Scrambled transfected cells, 17 ± 10% of cells were apoptotic in the presence of DMSO as compared to 58 ± 11% in the presence
of STP. For shIP3R3 transfected cells, 23 ± 10% of cells were apoptotic in the presence of DMSO as compared to 82 ± 7% in the presence of STP. Over 300 cells were analyzed
under each condition and in each experiment. Values are mean ± S.D. of triplicate measurements (***p < 0.0001). (F) For mock transfected cells, 13 ± 6% of cells underwent
apoptosis in the presence of DMSO and 67 ± 3% were apoptotic in the presence of STP. In cells transfected with type III InsP3R over expressed, 18 ± 1% of cells were apoptotic
in the presence of DMSO and 36 ± 10% were apoptotic in the presence of STP (**p < 0.01). (G) BrdU uptake was used to measure proliferation of cells with either reduced or
enhanced expression of InsP3R3. No statistically significant differences relative to control (Mock transfection) were observed. (For interpretation of the references to color
in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

cant difference was observed between control cells and those with
either reduced or enhanced expression of InsP3R3 (Fig. 5G). Taken
together, these results suggest that the type III IP3R expression that
occurs in colon cancer cells confers a survival advantage, and that
this occurs by inhibiting apoptosis rather than by stimulating cell
proliferation.

4. Discussion

A wide range of cell signaling pathways converge to regulate
InsP3-mediated Ca2+ signaling. This is particularly important for
cancer biology, because both apoptosis [5] and tumor growth [4]
are regulated in part by Ca2+ signals. The expression and subcellular
distribution of the three InsP3R isoforms is important for establish-

ing the range of effects of InsP3-mediated Ca2+ signals in epithelia
[20,9], so we investigated the expression of InsP3R isoforms in nor-
mal and neoplastic colonic epithelia, and the relationship between
InsP3R expression and clinical course. Type I and II InsP3 recep-
tors were expressed in both normal mucosa and colorectal cancer
cells. In contrast, the type III InsP3 receptor was found only in can-
cer cells, and especially in actively invading cancer cells. Moreover,
increased expression of the type III InsP3 receptor in the invasive
margin of tumors related to poor prognosis. To our knowledge, this
is the first study demonstrating enhanced expression of InsP3Rs in
a disease state, and in particular identifies expression of the type III
InsP3 receptor in the invasive margin of the tumor as a prognostic
predictor in patients with colon cancer. Expression of the type III
InsP3R also conferred a survival advantage by inhibiting apoptosis
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