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研究成果の概要（和文）：　本研究により、前立腺がん細胞や骨肉腫細胞の三次元（3D）培養により、①抗がん
剤に対する耐性能を獲得すること、②カルシウム活性化カリウムチャネルKCa1.1を阻害は、薬物トランスポータ
ーや薬物代謝酵素の発現を阻害することで抗がん剤耐性を克服させること、を解明した。また、③3D培養による
がん幹細胞化にE3ユビキチンリガーゼFBXW7の発現抑制が関与することを見出した。さらに、④がん関連マクロ
ファージを模したM2様マクロファージにおいて、カルシウム活性化カリウムチャネルKCa3.1活性化薬が、
ERK/JNKシグナル経路を介してIL-10の発現・産生を抑制することを解明した。

研究成果の概要（英文）：Several types of potassium channels play crucial roles in tumorigenicity, 
stemness, invasiveness, and drug resistance in cancer. Spheroid formation by three-dimensional (3D) 
culture induced the up-regulation of cancer stem cell marker. This study provided that the 3D 
spheroid models of prostate cancer and osteosarcoma cells (1) acquired the resistance to anticancer 
drugs, and (2) inhibition of calcium-activated potassium channel KCa1.1 overcame anticancer drug 
resistance by down-regulating the expression of drug transporters and drug metabolizing enzymes in 
3D spheroid models. We also found that (3) inhibition of E3 ubiquitin ligase FBXW7 expression is 
involved in cancer stemness in 3D spheroid models. Furthermore, we found that (4) calcium-activated 
potassium channel KCa3.1 activator suppressed IL-10 expression and production via ERK/JNK signaling 
pathway in M2-like macrophages, which mimic tumor-associated macrophages.

研究分野：病態分子薬理学

キーワード： カリウムチャネル　がんスフェロイド　抗がん剤耐性　がん幹細胞　がん微小環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果の学術的な意義は、①がん細胞におけるカリウムチャネルを標的とした研究において、カリウムチ
ャネルが抗がん剤耐性の獲得に関与することを明らかにした点と②カリウムチャネル活性化薬ががん免疫監視機
構の破綻に関与するIL-10の発現・産生を抑制することを明らかにした点にある。カリウムチャネル阻害薬が抗
がん剤耐性を克服させるメカニズムとカリウムチャネル活性化薬ががん形成促進性サイトカイン・ケモカインの
発現を抑制するメカニズムを明らかにした。カリウムチャネル阻害薬を抗がん剤併用の有用性や、がん免疫療法
におけるカリウムチャネル活性化薬の有用性が今後実証されることが期待され、社会的な意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）イオンチャネルは、様々ながん細胞の増殖、遊走、浸潤、アポトーシスに関与している。
カルシウム活性化カリウムチャネル（KCaチャネルは）、大腸がん、乳がん、前立腺がん、肉腫等
に高発現しており、がん薬物治療の標的分子として注目されている。しかし、腫瘍微小環境にお
ける KCaチャネルの発現・活性調節メカニズムやがん悪性化における役割は明らかでない。 
（２）腫瘍微小環境における低酸素ニッチは、①がん幹細胞の発生、②がん浸潤活性の上昇、③
抗がん剤耐性獲得などのがん悪性化と関係している。しかし、腫瘍微小環境における様々な変動
と KCaチャネル機能との関係はほとんど検討されていない。 
（３）腫瘍微小環境におけるがん細胞の死滅によりがん免疫監視システムを司る免疫細胞は低
酸素や高カリウム環境に暴露され、がん免疫システムの破綻により悪性化が起こることが報告
されている。 
（４）がん研究領域におけるイオンチャネル研究では、二次元（平面、2D）培養したがん細胞株
や 2D培養がん細胞を移植した担がんモデルマウスを用いて、がん細胞生存能や浸潤能に対する
イオンチャネル作用薬の効果が検討されている。しかし、2D 培養では生体の複雑なシステムを
欠くため、前臨床薬の 90%が治療効果を発揮できていない。腫瘍微小環境における低酸素ニッチ
を再現する 3D培養を用いた in vitro実験は、がん移植モデル動物を用いる in vivo実験の前段階
の研究ツールとして重要性が増している。 
（５）我々は、「がん細胞におけるイオンチャネルの発現・活性制御メカニズムの解明」に関す
る研究実績があり、①腫瘍微小環境におけるカリウムチャネル発現・活性変動とそのメカニズム
の解明、②がん悪性化（幹細胞能、転移能獲得・抗がん薬耐性獲得）におけるカリウムチャネル
の役割解明が、がん関連イオンチャネル創薬研究を発展させる最重要課題であると考えた。また、
腫瘍微小環境におけるイオン環境変動によるがん細胞免疫監視システム制御の破綻に関する研
究が注目を集めており、③腫瘍微小環境ニッチを構成するリンパ球、マクロファージ、線維芽細
胞におけるイオン環境によるがん悪性化のメカニズムを解明したいと考えた。 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は、3Dスフェロイド培養システムを用いて in vitroで再現した腫瘍微小環境での
がん幹細胞能および抗がん剤耐性能の獲得における KCaチャネルの病態的意義を解明し、KCaチ
ャネル作用薬の悪性がん治療薬としての潜在性を示すことである。がん幹細胞化に着目した研
究では、腫瘍再構成（再燃）に関する KCaチャネル阻害薬の潜在性を明らかにする。また、がん
免疫に着目した研究では、腫瘍微小環境におけるがん免疫監視システムの破綻と KCaチャネルの
役割を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）三次元スフェロイド培養：細胞はすべて、5% CO2、37℃で培養した。三次元スフェロイド
培養には、住友ベークライト社の Prime-Surface®システムを用いた。細胞懸濁液を PrimeSurface 
96Uプレートに播種し、7日間培養した。 
（２）細胞生存率の測定：細胞生存率はWST-1アッセイを用いて評価した。105 cells/mLの密度
で、細胞を 96ウェルプレートで 7日間（3D培養）培養し、各ウェルにWST-1試薬を添加して
から 2時間後、マイクロプレートリーダー SpectraMax 384（Molecular Devices Japan）を用いて、
試験波長 450 nm、参照波長 650 nmで吸光度を測定した。 
（３）siRNAの細胞への導入：Lipofectamine®RNAiMAX試薬（Thermo Fisher Scientific社）を 2D
培養した細胞にトランスフェクトし、24時間後、PrimeSurface 96U上に播種した。 
（４）ヒト単球性白血病細胞株 THP-1細胞の分化：まず、PMA処理（100 ng/mL、24時間）に
より THP-1をM0マクロファージに分化させ、培地除去後 IL-4と IL-13（各 20 ng/mL）を添加し
た培地で 72時間インキュベートすることで、M2マクロファージに分化誘導した。 
（５）膜電位および細胞内カルシウム濃度の測定：膜電位は、蛍光性電位感受性色素 DiBAC4(3)
を用いて測定した。膜電位イメージングでは、細胞内カルシウム濃度は、蛍光性カルシウム指示
薬 Fura 2-AMを用いて測定した。蛍光測定の前に、細胞を 100 nM DiBAC4(3)と 10 μM Fura 2-AM
の両方を含む細胞外溶液中で 20分間インキュベートした。蛍光画像は ORCA-Flash2.8デジタル
カメラ（浜松ホトニクス社）を用いて記録した。データ収集と解析は HCImage システム（浜松
ホトニクス社）を用いて行った。 
（６）リアルタイム PCR：リアルタイム PCRに使用する標的遺伝子特異的プライマーは Primer 
ExpressTM software（Ver 1.5, Thermo Fisher Scientific社）を用いて設計した。Luna Universal qPCR 



Master Mix（New England Biolabs Japan社）用いて、ABI 7500 real-time PCR instrument（Applied 
Biosystems社）で解析した。 
（７）ウェスタンブロット解析：RIPA 緩衝液で細胞からタンパクを抽出した。等量のタンパク
を SDS-PAGE に供し、フィルターに転写した。フィルターをブロッキング後、各種一次抗体、
HRP 標識 IgG 二次抗体の順でインキュベートした。ECL advance chemiluminescence reagent kit
（Nacalai Tesque社）で発色させ、画像を Amersham Imager 600（GE Healthcare Japan社）を用い
て解析した。 
（８）ELISAアッセイ：培養上清サンプル中のヒト IL-10および IL-8濃度は、IL-10/IL-8 Human 
Uncoated ELISAキット（Thermo Fisher Scientific社）を用いて測定し、標準曲線を作成して定量
化した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） LNCaPスフェロイドモデルにおける KCa1.1活性の増加 

3D 培養により形成された LNCaP 細胞のスフェロイドから細胞を単離し、KCa1.1 活性化薬
NS1619（1μM）によって惹起される過分極再反応を DiBAC4(3)を用いて観察したところ、3Dス
フェロイドから単離された細胞では、通常の 2D培養により得られた単離細胞（「2D」）と比較し
て有意に大きかった（p < 0.05）。また、NS1619誘発性過分極反応は、KCa1.1阻害薬（1 μM paxilline, 
PAX）の前処置によりほぼ消失した。過分極反応に伴う細胞内カルシウム濃度上昇も同様に、3D
培養群で有意に大きかった（p < 0.05）3D培養群は 2D培養群と比較して、KCa1.1タンパクの発
現レベルは約 4倍増加したが（p < 0.05）、KCa1.1 mRNAの発現レベルは、2D培養群と 3D培養
群の間で有意な差は観察されなかった（p > 0.05）。転写産物の発現レベルは変化しなかった（p 
> 0.05）。1) 
（２） LNCaPの 3Dスフェロイド培養による抗アンドロゲン薬およびドキソルビシンに対する
抵抗性の獲得と KCa1.1阻害薬によるその克服 

2D 培養した LNCaP と 3D 培養した LNCaP を各種濃度のドセタキセル、パクリタキセル、ド
キソルビシン（DOX）、シスプラチンに 48 時間暴露し、細胞生存率を WST1 法により評価した
ところ、3D 培養によりすべての薬物に対する感受性が低下した。中でも DOX に対する抵抗性
は、10μM PAXで 24時間前処理することにより克服された（p < 0.01）。また、3D培養した LNCaP
は、抗アンドロゲン薬である bicalutamideと enzalutamideに対する抵抗性も獲得し、同様に PAX
処理により克服された（p < 0.01）。1) 
（３） ドキソルビシンに対する抵抗性の獲得と KCa1.1阻害によるその克服における ABCトラ
ンスポターMRP5の関与 
化学療法抵抗性に関与すると考えられる 10種類の ABCトランスポーター候補のうち、LNCaP
スフェロイドでは、MRP5発現が亢進し、PAX処理により有意に抑制された。したがって、LNCaP
スフェロイドによる DOX耐性の獲得と KCa1.1阻害によるその克服には、薬剤排出トランスポー
ターのMRP5が関与していることが示唆された。1) 
（４） LNCaPスフェロイドにおけるアンドロゲン受容体 ARタンパク発現の減少 

2D培養した LNCaPと 3D培養した LNCaP における ARのタンパク発現を比較したところ、
3D培養群で有意に低かった（p < 0.01）。一方、AR mRNA発現は両群で差が観察されなかった
（p > 0.05）。PAX処理により抗アンドロゲン薬に対する抵抗性が克服されたのと同様に、PAX処
理により ARタンパクレベルは有意に増加した（p < 0.01）。したがって、ARタンパク解が LNCaP
スフェロイドにおける抗アンドロゲン抵抗性の獲得に関与していること、KCa1.1阻害剤が AR分
解に関与する E3ユビキチンリガーゼの活性および/または発現を阻害する可能性が示された。詳
細は省略するが、AR タンパク分解に関与する可能性のある E3 ユビキチンリガーゼの発現に対
する PAXの効果を検討したところ、LNCaP細胞のスフェロイド形成によって誘導される抗アン
ドロゲン薬抵抗性には、MDM2 を介した AR タンパクの分解促進が関与していること、PAX 処
置によるMDM2の転写抑制が、抗アンドロゲン薬抵抗性を克服させることが示唆された。1) 
（５） LNCaP スフェロイド形成による KCa1.1 活性亢進におけるユビキチン E3 リガーゼ
FBXW7の関与 

LNCaPスフェロイド形成によって、FBXW7のタンパク発現レベルは著しく減少し（p < 0.01）、
siRNAによる FBXW7発現抑制は、KCa1.1のタンパク質発現レベルを有意に増加させた（p < 0.05）。
したがって、LNCaPスフェロイド形成による KCa1.1活性の上昇には、FBXW7が関与している
ことが示唆された。1) 

（６） THP-1由来 M2マクロファージにおける SKA-121処理による IL-10および IL-8の発現
抑制 

IL-10と IL-8の転写レベルは、KCa3.1活性化薬である 10 μM SKA-121処置により有意に抑制
された（n = 4、p < 0.01）。TRAM-34単独では、IL-10および IL-8の転写に有意な変化は引き起
こされなかった（図 S1D、E）。また、IL-10と IL-8の産生を ELISA法で定量解析したところ、
SKA-121処理により有意に減少した（n = 4、p < 0.01）。したがって、KCa3.1活性化薬は、IL-10
と IL-8の転写を抑制することにより、TAMの免疫亢進機能と腫瘍化促進機能を抑制する可能性
が示された。2) 



（７） THP-1由来M2マクロファージにおける高カリウム曝露で誘発される IL-10および IL-8
の発現亢進に対する SKA-121の効果 
高カリウム（25 mM）に曝露した THP-1由来 M2マクロファージにおいて、IL-10および IL-8
の転写および産生はいずれも増加した（n = 4、p < 0.01）。THP-1由来M2マクロファージにおけ
る高カリウム曝露により誘発された IL-8および IL-10の発現・産生の増加に対する 10 μM SKA-
121（24時間処理）の効果を検討したところ IL-8および IL-10の発現・産生は有意に減少した（n 
= 4、p < 0.01）。したがって、KCa3.1活性化薬は、TMEにおける高カリウム環境によって引き起
こされる TAMにおける IL-10および IL-8の過剰発現を抑制することが示唆された。2) 
（８） THP-1由来 M2マクロファージにおける KCa3.1を介した IL-10および IL-8発現制御へ
の ERK-CREBと JNK-c-Junカスケードの関与 

THP-1 由来 M2マクロファージを ERK1/2 阻害剤である SCH77298 で 24 時間処理すると、IL-
10と IL-8の転写・産生は著しく抑制された。また、JNK阻害剤 SP600125処理でも、IL-10と IL-
8の転写・産生は有意に抑制された（n = 4、p < 0.01）。THP-1由来M2マクロファージにおける
リン酸化 ERK1/2（P-ERK1/2）、リン酸化 JNK（P-JNK）、リン酸化 c-Jun（P-c-Jun）に対する SKA-
121の影響を検討したところ総 ERK2に対する P-ERK2の割合は、SKA-121処理により有意に減
少した（n = 4, p < 0.01）。また、全 c-Junに対する P-c-Junの割合も、SKA-121処理により有意に
減少した（n = 4, p < 0.01）。CREBに関する実験結果は省略するが、TAMにおける KCa3.1を介し
た IL-10 および IL-8 の発現・産生には、ERK-CREB および JNK-c-Jun カスケードが関与してい
ることが示唆された。2) 
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