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研究成果の概要（和文）：炎症性サイトカイン受容体である CXCR2 の肝内胆管癌における関与

および制御による増殖抑制について検討。肝内胆管癌細胞株を用いて増殖、遊走、浸潤への

CXCR2 の関与を SiRNA および CXCR2 アンタゴニストを用いて検討した。ヒト肝内胆管癌細

胞株をマウス皮下に移植し、in vivo における CXCR2 制御による腫瘍への影響を検討。 
結果：CXCR2 SiRNA およびアンタゴニストを用いた CXCR2 制御群では腫瘍の増殖、遊走、

浸潤が抑制された。また皮下移植モデルにおいてはアンタゴニストを用いて制御することでそ

の増殖能の抑制が可能であった。ケモカインレセプターである CXCR2 の制御は、肝内胆管癌

の新たな治療戦略になりうる。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the role of CXCR2 in 
intrahepatic cholangiocellular carcinoma (ICC).  First, expression of CXCR2 is estimated 
by immunohistochemical staining in ICC using thirty ICC human specimens. Next, the role 
of CXCR2 was estimated in vitro by proliferation assay, migration assay, or invasion assay. 
In vivo effect was also estimated using xenograft mice model. As a result, blockage of 
CXCR2 significantly inhibited proliferation, migration, and invasion of ICC in vitro. Tumor 
growth of xenograft mice model was also inhibited by CXCR2 antagonist.Our results 
suggested that CXCR2 act crucial role in the development of ICC. Blockage of CXCR2 may 
be a promising therapeutic approach for ICC. 
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１．研究開始当初の背景 
胆管細胞癌(以下 CCC)は肝細胞癌に比して

発生頻度は低いが、切除症例においても 5 年

生存率・無再発率ともに著しく低く強力な新

規補助療法の開発が望まれる。現時点におけ

る補助療法は Gemcitabinおよび TS-1による

化学療法、放射線療法が標準的であるが、CCC

はこれらに対しある程度の効果は期待でき

るが抵抗性である。この原因として現在まで

に CCC が有する IL-6 を軸とした抗アポトー

シスカスケード明らかにされている。しかし、

CCC の浸潤・転移に必須な血管新生・リンパ

管新生に関する報告はきわめて少なくさら

なる探索が必要である。 

 
２．研究の目的 
CCC の浸潤・転移を規定する血管新生・リン
パ管新生に関する因子の同定および血管新
生・リンパ管新生制御による CCC分子治療法
の開発 
 
３．研究の方法 
（１） ICC切除サンプルにおけるＣＸＣＲ２

の確認とその臨床病理学的パラメーターと

の関連を解析 

ICC の予後を規定する因子として門脈浸潤お

よびリンパ節転移が独立した因子として挙

げられる。CXC2の発現の強さと脈管浸潤、リ

ンパ節転移あるいはその他の臨床病理学的

パラメーターと何らかの関与が存在するの

であれば、CXCR2 は ICC におけるある種のバ

イオマーカーの役割を担う可能性もあり、そ

の観点からも CXCR2は治療ターゲットになり

うる。当科での ICC 切除サンプルに対して

CXCR2 の免疫染色を行い、CXCR2 の発現の程

度と門脈浸潤およびリンパ節転移の相関に

ついて検討する。解析は統計学的手法を用い

て評価する。 

 

(2) CXCR2 の発現制御によるICCの増殖、遊

走、浸潤の検討 

CXCR2 のノックダウンは SiRNA の手法を用い

る。２種類のヒト胆管癌細胞株（RBE および

SSP25）を用いて CXCR2発現制御下での増殖、

遊走、浸潤における影響を検討する。SiRNA

によって CXCR2の発現が確実に抑制されてい

ることは RT-PCR を用いて確認する。以下実

験では SiRNA群とコントロール群の２群間で

の増殖、遊走、浸潤について比較検討を行う。 

① 増殖に関する検討 

２種類のヒト胆管癌細胞株に SiRNA を行

い、７２時間後にアラマーブルーを培地に

添加し吸光度を測定することでその増殖

能を評価する。 

② 遊走に関する検討 

SiRNA を行った２４時間後に培地半分の

細胞を除去し、除去後２４時間後の観察を

行う。 

③ 浸潤に関する検討 

ﾏﾄﾘｹﾞﾙ ｲﾝﾍﾞｰｼﾞｮﾝﾁｬﾝﾊﾞｰを用い、SiRNA 施

行後２４時間の観察を行う。 

観察はチャンバー内のメンブランを染色

し、ポアを通過して浸潤した細胞数を任意

の１０視野で計測する。 

(3) CXCR2 に対するアンタゴニスト使用下で

のICCの増殖、遊走、浸潤の影響の検討 

SiRNA を用いた CXCR2 の制御下での実験同様

にアンタゴニスト投与下での細胞への影響

を検討する。CXCR2 のアンタゴニストである

SB225002 を細胞培地に添加し、上記（２）と

同様、増殖、遊走、浸潤における影響を検討、

観察する。SB225002 については高濃度であれ

ば細胞毒性を与える可能性があり、SB225002

の IC50に相当する 25nmol/Lより投与を開始

し至適濃度を確立させる。 



 

(4) 動物実験モデルを確立と生体内におけ

るケモカインレセプターの制御の影響の検

討 

2 種類のヒト胆管癌細胞株を用いて免疫不全

マウスの皮下に腫瘍を移植し坦癌モデルを

作製する。2 種類の細胞株のうち坦癌モデル

として本実験に適したモデルを使用する。細

胞株単独で生着しない可能性もあるため、そ

の場合は細胞外マトリックスを混入するこ

ととする。動物実験モデルが確立されたなら

ば、アンタゴニスト投与群とコントロール群

の 2群間で、アンタゴニストを用いた生体内

における CXCR2制御による抗腫瘍効果を検討

する。抗腫瘍効果については腫瘍体積を経時

的に測定し評価する。投与経路は腹腔内投与

とし、隔日投与とした。また皮下腫瘍につい

ても適時サンプリングし病理学的検討も行

う。 

 
４．研究成果 

(1) ICC切除サンプルにおけるＣＸＣＲ２と

その臨床病理学的パラメーターとの関連 

ＩＣＣ切除サンプルの免疫染色（Fig.1）で

は、全 30 症例の腫瘍部での CXCR2 の平均陽

性率は 64.3%であるのに対し、非腫瘍部の陽

性率は 421.9%であり統計学的有意差を認め

た。 

                                 

 

Fig.1 

臨床病理学的パラメーターとＣＸＣＲ２発

現の検討では、門脈浸潤の有無とＣＸＣR2 の

発現強度に相関を認めた。すなわち、ＣＸＣ

Ｒ２強陽性（60％以上）を示す症例において

有意に門脈浸潤を認めた。 

(2) CXCR2 制御（SiRNAおよびｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄ）によ

るICCの増殖、遊走、浸潤の影響の検討 

① 増殖への影響 

SiRNA の手法を用いて CXCR2 をノックダ

ウンすると、有意に増殖が抑制された。

(Fig.2) 

ｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄを用いた CXCR2 の制御において

も有意に増殖が抑制された。（Fig.3） 

Fig.2 

 

Fig.3 

② 遊走への影響 

SiRNAによる CXCR2をノックダウンした群

では、遊走機能が抑制された。(Fig.4) 

ｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄを用いた CXCR2 の制御において

も、遊走機能は抑制された。（Fig.5） 

  Fig.4             Fig.5 

③ 浸潤への影響 

SiRNA 群においては有意差をもって浸潤

を抑制した(RBE P=0.007  SSP25 P=0.017)。 



ｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄ投与群も同様に有意に浸潤を抑

制した。（Fig.6） 

                   Fig.6 

（３）  動物実験モデルを確立と生体内にお

けるケモカインレセプターの制御の影響の

検討 

CXCR2 を制御することで胆管細胞癌の増殖、

遊走、浸潤はいずれも抑制することが可能で

あった。 

次にこれらの現象が生体内でも同様に生じ

るかを検討した。胆管細胞株単独でのマウス

皮下への生着は生じず、細胞外マトリックス

を細胞株に混入し実験モデルを作成した。

RBE は細胞外マトリックスを使用しても生着

しなかった為、以下の実験成果はＳＳＰ25 を

用いた結果である。（Ｆｉｇ．7） 

 

                           

Fig.7 

 

Fig.7 に示す如くｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄ投与群は腫瘍サイ

ズの増大傾向を示さなかったのに対して、コ

ントロール群ではｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄ投与群と比べて

有意に増大を認めた。 

 

Vitro,vivoにおいて CXCR2を制御することで

腫瘍の進展の制御が可能であり、ＣＸＣＲ２

はＩＣＣの新しい治療ターゲットになりう

ることが示唆された。 
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