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研究成果の概要（和文）：リジルオキシダーゼ様因子２ (LOXL2) に加え、ナトリウムイオン / プロトン交換輸
送体１ (NHE1) を並列に抑制された腫瘍細胞が、モデル動物への移植の際に強い抗腫瘍効果を宿主に惹起すると
いう知見を得た。この抗腫瘍効果は、NK 細胞がその主体と考えられ、また腫瘍細胞における PD-L1 量の減少に
一部依存しながらそれだけでは不十分であり、LOXL2 の抑制が不可欠と言うものであった。この成果により、腫
瘍微小環境を標的とすることで NK 細胞活性を制御する、という新たな治療戦略への具体的な端緒を得た可能性
がある。

研究成果の概要（英文）：We found that tumor cells with simultaneous suppression of sodium ion/proton
 exchange transporter 1 (NHE1) in addition to lysyl oxidase-like factor 2 (LOXL2) elicit strong 
antitumor effects in the host upon transplantation into animal models. This anti-tumor effect was 
thought to be mainly due to NK cells, and while partly dependent on a decrease in the amount of 
PD-L1 in tumor cells, this was not sufficient, whereas suppression of LOXL2 was essential. These 
results may provide a concrete beginning to a new therapeutic strategy to control NK cell activity 
by targeting the tumor microenvironment.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 腫瘍微小環境　NHE1　LOXL2　NK 細胞　細胞外基質再構成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　がん転移を抑制するという治療は 21 世紀の今日に至っても実現しておらず、がんを依然として人類の脅威た
らしめている。その主たる原因は有効な治療標的が判然としないことであるが、今般の成果は「腫瘍微小環境を
制御する複数因子」を並列に標的とすることが有効な抗腫瘍効果を宿主に惹起しうるとの示唆を与えた。特に本
研究の解析系はヌードマウスをモデルとしているため T 細胞の関与が想定になく、効果の主体は NK 細胞であ
ると考えられる。その活性を制御するものはサイトカイン等とその受容体という認識が主であるなか、腫瘍微小
環境を制御する「同時複数因子」を標的とするという考えは、画期的なものとなる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 頭頸部がんの大半を占める扁平上皮がんにおいては、頭頸部腺がんと異なりリンパ節転移を

伴わない遠隔転移が極めてまれである。したがって頭頸部扁平上皮がんのリンパ節転移は、生命

予後の悪化に至るのみならず遠隔転移に対しても何らかの意義を持つ可能性があったため、当

研究グループはその抑止を目指した研究を展開してきた。リジルオキシダーゼ様因子２ 

(LOXL2) はこの研究から見出して (Mayorca-Gilliani et. al., 2012) おり、その含量増加が腫瘍細胞

から放出されるエクソソーム様の細胞外小胞に認められる (Sanada et.al., 2019) ことから、患者

血清中における存在を診断および「抗

-転移」治療標的とすることを本研究

では企図していた。一方で、同様に転

移に寄与する因子の検索から見出し

ていた  Na+ / H+ 交換輸送体１ 

(NHE1) においてもその阻害が転移

抑制的であった (Kaminota et.al., 2017) 

ことから、両者の比較検討、および並

列に阻害することによる相加的「抗-

転移」効果を併せて検討することで、

さらに効果的な「抗-転移」の創出 (図

1) をも期待していた。 

 

２．研究の目的 

 LOXL2 および NHE1 の並列的抑制 (ダブルノックダウン、以下 dKD) を施した頭頸部扁平

上皮がん細胞 (舌がん細胞) は、独自に樹立していたマウス舌移植 – リンパ節転移モデルにお

いて、移植原発巣形成の不全を示した。こうした強い抗腫瘍的現象は、この動物モデルにおいて

従来観察したことの無い現象であったため、この点についての解析の必要性を強く感じ、dKD 

細胞において何が起こっているのかの追求を企図した。移植原発巣の形成が阻害できるなら、転

移巣形成も同様に形成阻害できる可能性があると考え、ダブルノックダウンが腫瘍細胞に、ある

いは腫瘍微小環境にどのような変化をもたらすのか、LOXL2、NHE1 それぞれ単独のノックダ

ウン細胞、および陰性対照細胞との四群において比較検討・探索を行うことで、何がこの抗腫瘍

性を生み出しているのか、を追求することとした。 

 

３．研究の方法 

 本研究の基盤になっているのは、独自に樹立した前述のマウス舌移植 – リンパ節転移モデル

である。抗転移性を示すヒト舌がん由来頭頸部扁平上皮がん細胞 (SASL1m 細胞) をマウス舌に

移植し、移植原発巣の形成、および二週間後のリンパ節での腫瘍細胞の定量的検出により、移植

原発巣形成効率、転移率を算出した。抗腫瘍効果の実態は宿主の免疫系細胞と考えられ、特に本

モデルで使用しているマウスがヌードマウスであって T 細胞の寄与が考えにくいことから、

NK 細胞との関わりを PD-1 / PD-L1 系に着目して解析した。SASL1m 細胞を移植したヌードマ

ウス舌に実際に NK 細胞が動員されているか否かを、組織標本における免疫化学染色にて評価・

図１ NHE1, LOXL2 を標的とし、開発を目指した抗-転移治療の 
概念図 



確認した。SASL1m 細胞は NK 細胞と共培養することで貪食される。ノックダウンに伴うこの

貪食効率の変化を測定することで、NK 細胞の活性化状態を評価した。また、LOXL2 が細胞外

基質タンパク質に作用する酵素であることから、細胞外基質の構成についても化学染色等にて

形態学的に検討した。 

 

４．研究成果 
 (1) dKD 細胞の樹立と移植原発巣形成不全 
レンチウイルスベクターを用いて恒常的 

shRNA 発現によるノックダウン SASL1m 細胞

を樹立した (図２)。 LOXL2, NHE1 の各単独ノ

ックダウンおよび dKD に伴う顕著な形態変化

や、培養下における増殖性の変化は観察されず、

一見これら因子の不在は細胞機能にとってさほ

ど重要でないかの印象すら与えた。これらの細

胞をマウス転移モデル系にかけ、生体内でのふ

るまいを観察したところ、dKD においてのみ移

植原発巣の形成の不全を認めた (図３A)。図３

においてはヒト遺伝子の検出量と宿主であるマ

ウス遺伝子量の比として定量結果を示している

が、実験手技的には、移植からの所定の日数で舌

標本を調製した際に通例であれば指先で触知する硬結を見出さない例、という形で従前にない

変化として見出していた。転移標的となる

顎下リンパ節における転移量をも定量化し

た (図３B) ところ、dKD に伴い転移量も減

少している傾向は観察される (図３B) が、

移植原発巣の形成不全がある状況下では、

この評価方法が適正であるか否かについて

は議論の余地があると考えている。しかし

ながら一方で、移植原発巣形成不全が顕著

であった個体においてはそれに呼応して転

移量も低いという傾向は見出している (図

３A,B 傍線) ことから、両現象に相関がある

可能性はあると考えられ、

今後さらなる解析を行う

予定である。 
 (2) NHE1 KD に伴う 
PD-L1 含量の低下 
dKD において移植原発巣

形成が損なわれる原因を

探求した。移植細胞の宿主

組織への生着が損なわれ

ている可能性を査定する

ため、培養下における細胞

図 4 NHE1KD に伴う PD-L1 量の減少 
 A: ノックダウンに伴う PD-L1 量変化のイムノブロットによる検討. B: 細胞 
表面における PD-L1 量変化のフローサイトメトリーによる検討 (左パネ 
ル) とその集計 (右パネル). *: P<0.05. 

図 2 各ノックダウン細胞の樹立 
  A: shRNA 発現レンチウイルス導入により樹立した 
恒常的ノックダウン細胞の形態. Bar, 200 m. B: イ 
ムノブロッティングによる NHE1, LOXL2 発現抑制 
レベルの確認. C: 各細胞の増殖曲線 

図 3 dKD における移植原発巣形成不全 
  A: 舌における移植原発巣形成の計測. qPCR によるヒト  

-actin mRNA 計測の宿主であるマウス -actin mRNA 
との比. B: 顎下リンパ節において検出されるヒト - 
actin mRNA 量としての転移量の計測. **: P<0.01、*: 
P<0.05. 



接着性を測定したところ、各細胞間において有意な差異は観察されなかった (データ非表示)。

このことから、移植原発巣形成の不全は腫瘍細胞側の接着性よりも宿主側の免疫に強く由来す

ると考え、免疫チェックポイント因子である PD-L1 のノックダウン細胞における発現量変化を

査定した (図４)。その結果、NHE1 量のノックダウンに伴う PD-L1 量の減少を見出した。この

ことは細胞全体における 

PD-L1 含量 (図４A) のみ

ならず、形質膜に分布する 

PD-L1 量としても観察さ

れた (図４B)。 
 (3) 移植原発巣におけ
る NK 細胞の動員と NK 
細胞による SASL1m 細
胞の貪食  
本研究で用いているモデ

ル系はヌードマウスを宿

主としているため、腫瘍細

胞に対峙する宿主の免疫

細胞として T 細胞は想定

しにくく、代わって NK 

細胞が関与している可能

性を査定した。実際に移植

舌組織における NK 細胞

の動員状況を査定したと

ころ、CD56 陽性・CD3 陰

性の NK 様細胞が移植巣

に集積していることが観

察された (図５A)。NK 細

胞が実際に  SASL1m 細

胞を貪食等攻撃しうるか

否かを、培養下においてヒ

ト  NK 細胞株  NK92MI 

との共培養において観察したところ、明らかな貪食の様子を見出した (図５B)。 
 (4) dKD において顕著な被貪食性 
NK92MI 細胞はその形質膜上に PD-1 分子を発現していた (図５C) ことから、この細胞とノッ

クダウン細胞の共培養によりノックダウンと免疫性の相関を査定した (図５D) ところ、dKD に

おいて他と異なる被貪食性を見出した。しかしながら、図５D の結果はマウスモデルにおける

観察とよく対応するが、図 4 における PD-L1 量との関係として考えると、NHE1 単独 KD に

おいて dKD 様の被貪食性が観察されないことに疑念が残った。 
 (5) LOXL2 KD に伴う細胞外基質コラーゲン構築の変化 
(4) の結果は、dKD における被貪食性が PD-L1 量のみによって規定されているのでなく、

LOXL2 機能が関与する要因によっても制御されうる可能性を示している。LOXL2 がコラーゲ

ン等の細胞外基質再構成に寄与する因子であることから、各ノックダウン細胞の細胞外基質コ

ラーゲンの状態を特異的化学染色によって査定した (図６)。SASL1m 細胞が形成する細胞外基

質コラーゲンの構築は、細胞 – 細胞間隙を埋めるように観察された (図６ Irr, NHE1 KD 黒矢

図 5 移植原発巣への NK 様細胞の動員と、培養下における NK 細胞による 
SASL1m 細胞の貪食、およびそのノックダウンに伴う変化 
   A: 免疫組織化学によるマウスモデル移植原発巣における NK 様細胞 
の動員の検討. Bar, 200 m. B: 培養下における NK92MI 細胞と  
SASL1m 細胞の共培養. 上パネル Bar, 200 m. 下パネル Bar, 100  
m. C: NK92MI 細胞形質膜上における PD-1 分布の確認. D:  
NK92MI 細胞によるノックダウン細胞の貪食性の比較. 上パネル、典型
的培養像 Bar, 200 m、下パネル、定量. **: P<0.01、*: P<0.05. 



印) が、LOXL2 がノックダウンされ

ている細胞では細胞 – 細胞間隙にコ

ラーゲン不在の領域が多数観察され

た (図６ LOXL2 KD, dKD 白矢印)。

NHE1 KD においても同様の不在領域

は散見された (図６ NHE1 KD, 白三

角) が、LOXL2 KD, dKD ではより顕

著であった。こうした細胞外基質構成

の変化が、宿主の免疫性に関与した可

能性があり、さらなる検討を加えてい

る。 
 (6) 考察及び今後の展望 
PD-L1 / PD-1 系は宿主の免疫性の制

御系として代表的であるが、一方で、

NK 細胞や T 細胞が発現するコラー

ゲン受容体として機能する  LAIR1 

という分子が報告されている。この分

子はその細胞内領域に ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) を持ち、コラーゲン

へとの結合により細胞内に免疫抑制的シグナルを伝達する。今般のわれわれの観察は、NHE1 KD 

による PD-L1 量減少と LOXL2 KD による細胞外基質コラーゲン構成の変化による LAIR1 – 

コラーゲン間の結合性の変化が、NK 細胞内への相加的な免疫抑制シグナルの減少を招いたこと

で NK 細胞活性が向上し、移植腫瘍細胞の効果的な排除に至った可能性があると考えている。

今後まず、この仮説を実証することに注力する。一方、NHE1 も LOXL2 も免疫抑制シグナルと

の関与はほとんど想定されていない分子であり、NHE1 の細胞内 pH 制御活性の低下と PD-L1 

量の減少については渉猟する限りわれわれを含めてわずか二報、LOXL2 活性と LAIR1 シグナ

ルの関連の可能性についてもわずか 1 報の既報があるのみである。さらには NHE1 や LOXL2 

といった細胞外環境の制御に寄与しうる分子を複数制御することで腫瘍微小環境に対して働き

かけ、今般のわれわれの観察のように効果的な抗腫瘍的効果に至りうるとする類例は知らず、本

報告は宿主の免疫性を制御して抗腫瘍的効果を得るための新規の方策として重要であると考え

ている。上記の LAIR1 の観点などの仮説の実証、および本制御系細部のさらなる証明に努め、

新規の、そして効果的な抗腫瘍治療の開発に向けてさらに注力したい。 

 

図 6 LOXL2 KD 細胞における細胞外コラーゲン構築の異常 
  各細胞における細胞外基質コラーゲン構築形態の化学染色に 
よる検討. 黒矢印、細胞-細胞間におけるコラーゲンの蓄積.  
白矢印、細胞-細胞間におけるコラーゲン染色の不在箇所. 白 
三角、NHE1 KD において見られるコラーゲン染色不在箇所  
Bar, 100 mm. 
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