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研究成果の概要（和文）：細胞極性の異常はがん細胞の主要な性質の一つである。本研究では細胞極性制御因子細胞極
性制御因子atypicalprotein kinaseλ/ι(aPKCλ/ι）の各種癌組織、がん細胞における発現と局在を免疫組織化学的
に検討した。また、前立腺癌においてaPKCλ/ιの下流に存在し、再発に促進的に働くことが細胞レベルで確認された
インターロイキン6(IL6）の発現についても検討した。
これにより、胃癌、メラノーマ，膵臓癌，口腔癌，子宮頸癌についてもaPKCの過剰発現と転移や前癌状態からの進行と
の臨床的な相関を認めている。我々は前立腺癌ではaPKCとIL6の過剰発現との相関性を臨床検体で証明した。

研究成果の概要（英文）：Abnormality of cell polarity is one of the principal features of cancer cells.  We
 immunohistochemically examined the expression and localization of atypical protein kinaselamda/iota (aPKC
), a pivotal reguilator of cell polarity, in various cancer tissues.  Additionally, we have examined the c
orrelationship between aPKC and interleukin 6 (IL6), a downstream molecule of aPKC in prostatic cancer spe
cimens.
Immunohistochemically, increased expression of aPKC was demonstrated in gastric cancer, malignant melanoma
, pancreatic cancer, oral cancer and uterine cervical cancer, in concordance with metastasis and profgress
ion from precancerous state.  Additionally, increased coexpression with IL6 was demonstrated in the clinic
al specmens of prostatic cancer.
Thus, we found that aPKC and IL6 would be a feasible therapeutic targets of intractable cancers.
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１．研究開始当初の背景 
 
上皮細胞は、形態および機能的に極性の分化
を示す。すなわち、上皮細胞においては隣接
する細胞との junctional complex (JC)を境
に細胞膜がapical 面と basolateral 面に分
けられ、細胞質内小器官も不均一な分布を示
す。このように正常上皮細胞では、生理的機
能を果たすための極性（非対称性）が生じて
おり、隣接する細胞とともに秩序だった組織
を形成している。これに対して癌組織では、
秩序だった極性が失われ、不規則な組織構築
が見られる。病理学では癌の組織診断に際し，
構造異型、細胞異型を示標としてきたが、極
性の異常は前者を反映している． 
aPKC/PAR 系は、多細胞生物間で広く保存され
ている分子機構で、上皮細胞の極性化に重要
な機能を有している。われわれは aPKCλ/ι
が PAR3, PAR6 と複合体を形成して、細胞極
性形成に重要な役割を果たしていることを
見出し、報告してきた(Izumi, Nagashima et 
al.,J Cell Biol 143 (1): 5-106, 1998; 
Hirose, Nagashima et al., J Cell Sci 
115(Pt12):2485-95, 2001)。 
このため，細胞極性の乱れや消失を特徴とす
る癌細胞においては aPKCλ/ιの低下や消失
が予想された。これを仮説に乳癌，胃癌，前
立腺癌で免疫組織化学的に検討を行ったと
ころ、逆に極性や細胞間結合の喪失に伴って、
aPKCλ/ιが高発現し、細胞質にびまん性に
分布することがわかった (Kojima, Akimoto, 
Nagashima et al., Hum Pathol 2008; 
Ishiguro, Akimoto, Nagashima et al., Proc 
Natl Acad Sci USA, 2009; Takagawa, Akimoto, 
Nagashima et al., Ann Surg Oncol, 2010)。
同時に前立腺癌では aPKCλ/ιの作用で IL6
が誘導され、アンドロゲン非依存性の発現に
関わっていることを示した。以上から、癌細
胞における aPKCλ/ι高発現と細胞極性異常
が生じる機構の関係を解明することは、これ
まで認識されていなかった癌の発生、進展に
かかわる分子機構を明らかにし、新たな組織
診断マーカーや分子治療標的の発見につな
がる.我々はこの研究成果を胃癌、膵癌、子
宮頸癌、頭頸部癌、悪性黒色腫に敷衍してき
ており、各種癌で aPKCλ/ι高発現と局在の
異常が癌の進行に関与していることを示し
ている(胃癌 Ann Surg Oncol, 2010)。本研究
では細胞株、移植腫瘍、そして臨床検体を用
いて aPKCλ/ι-IL6 経路構成分子を同定し、
病理組織診断マーカー、バイオマーカー、治
療標的としての可能性を検討する。 
 
２．研究の目的 

細胞における極性の形成と維持は，生物のボ
ディプランニングや細胞の正しい機能のた
めに不可欠である．atypical Protein Kinase 
Cλ/ι（以下, aPKCλ/ι）は PAR3, PAR6 な
どの蛋白と結合し細胞極性の形成，維持に重
要な役割を果たしている（以下，aPKC/PAR 系）

（図 1）。癌細胞は正常細胞と異なり，細胞極
性の異常を示す．われわれは、癌細胞では
aPKC/PAR 系の異常が生じていると考え、癌細
胞における aPKC/PAR 系の異常を検討してき
た。その結果，乳癌，前立腺癌，胃癌、膵癌
で aPKCλ/ιの高発現が認められた。また癌
の分化程度が低くなるにしたがい、本来，
junctional complex（以下、JC）に局在すべ
き aPKCλ/ιが細胞質にびまん性に局在する
ようになることがわかった(Kojima, Akimoto, 
Nagashima et al., Hum Pathol 39(6): 824-31, 
2008)。 

前立腺癌においては aPKCλ/ιの高発現がみ
られ，AP-1, NFκBを介してインターロイキン
6 (以下、IL6)が誘導されること，誘導された
IL6 はアンドロゲン受容体の発現を増強させ、
前立腺癌のホルモン不応性をきたすことを報
告した（以下、aPKCλ/ι-IL6経路：Ishiguro, 
Akimoto, Nagashima et al.,Pro Natl Acad Sci 
USA 106(38): 16369-74, 2009）. また、臨床
検体を用いた検討を追加し、aPKCλ/ιと IL6
の共発現が胃癌、膵癌の予後に与える影響を
検討中である。さらに、胃癌においてaPKCλ/
ιに結合性を有する蛋白軍の発現と臨床病理
学的諸因子の相関につき検討を進めている。
そこで、我々はaPKCλ/ιが癌の治療標的とな
りうると考え、培養細胞を用いた実験を開始
した。aPKCλ/ιを高発現している乳癌細胞に
対し aPKCλ/ι阻害剤 aurothiomalate を処理
すると増殖能が低下する。現在、われわれは
この増殖抑制の機序を検討中である．このよ
うに aPKCλ/ι高発現と IL6 を含むシグナル
伝達経路下流の分子群は癌の進展に関与して
おり、有望な病理組織診断、予後予測マーカ
ーであり治療標的候補と考えられる。 
本研究では主に乳癌、前立腺癌細胞株を用い
てaPKCλ/ι-IL6経路の制御が癌の増殖抑制
につながるかを検討する。同経路の阻害によ
り変動する遺伝子、蛋白を見出しバイオマー
カー、治療標的としての可能性を検討する。
両癌とも多彩な臨床経過をとり、より多くの
治療のモダリティが求められている。そのた
めより多く、生物学的態度を予測するバイオ
マーカーや新規の治療標的の発見が望まれ
ている。その中で、我々が見出した aPKCλ/
ι-IL6 経路の役割を解明することは重要で
ある。我々は本研究期間中に aPKCλ/ι遺伝
子を高発現している乳癌および前立腺癌細
胞 株 に 対 し ， aPKC λ / ι 阻 害 薬
(aurothiomalate)や IL6阻害薬（tocilizmab）
を処理、あるいは RNA 干渉法で aPKCλ/ι遺
伝子をノックダウンすることにより増殖能、
浸潤能抑制が得られるかを検討する。また阻
害剤処理や遺伝子ノックダウンでヌードマ
ウスでの造腫瘍性抑制が得られるかを検討
する。これらを通じて分子標的治療確立の可
能性を検討する。すでに予備実験で乳癌培養
株においては aurothiomalate が増殖抑制効
果を有することを確かめている。 
並行して aPKCλ/ι阻害剤を処理あるいは



aPKCλ/ιノックダウン前後の細胞の比較的 
cDNA マイクロアレイ解析、プロテオーム解析
を行い、aPKCλ/ιの抑制に伴って変動する
遺伝子、蛋白質を網羅的に解析する。この過
程で変動を示した遺伝子または蛋白を病理
診断および予後予測マーカー、さらなる治療
標的候補として検討を進める。 
また、その他の癌の臨床検体（ホルマリン固
定パラフィン包埋組織、新鮮凍結組織）およ
び培養細胞株における aPKCλ/ιおよび IL6
遺伝子の発現量，蛋白局在 aPKCλ/ι遺伝子
増幅(RT-PCR)、aPKCλ/ι蛋白の発現と局在
（ウェスタン法，免疫組織化学）、PAR3, PAR6
と複合体形成の状態（共焦点レーザー顕微鏡、
免疫沈降法-ウェスタン法）を検討し、臨床
病理因子との相関を検定する．得られたデー
タを各種臨床病理学的因子との相関を検討
し、予後推測マーカーや治療標的としての可
能性を検証する．これらを通じて、他各種癌
についても臨床病理学的研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
＜平成 23 年度＞ 

(1)乳癌、前立腺癌細胞株を用いた検討 

① aPKCλ/ιを分子標的とした乳癌，前立腺
癌治療モデルの確立（全員） 

aPKCλ/ι遺伝子を高発現している細胞株に
対しaPKC阻害剤aurothiomalateを処理、また
はRNA干渉法によってノックダウンを行うこ
とにより増殖抑制効果が得られるかを検討
する。予備実験ではすでに増殖抑制効果が得
られているが、その機序を詳細に検討する
（増殖速度、軟寒天コロニー形成能、運動能、
浸潤能, flow cytometry）。さらにヌードマ
ウス移植による造腫瘍性の検討を行う（併せ
て副作用の有無をマウスの体重、全身臓器組
織像から検討する）。我々はすでに乳癌でaP
KCλ/ιが高発現し，oncogenicに働いている
可能性を報告している（Kojima, Akimoto, N
agashima et al.Hum Pathol, 2008）．また、
前立腺癌ではaPKCλ/ιが高発現し，AP-1, N
FκBからIL6を介し、アンドロゲン受容体の
発現を亢進することで、低アンドロゲン環境
下での増殖能を獲得することを示した(Ishi
guro, Akimoto, Nagashima et al., Proc N
atl Acad Sci USA, 2009)。細胞株に対し， 
aPKC阻害薬(aurothiomalate) やsiRNA法を
用いて増殖抑制が得られるかを検討する。示
標として、増殖能、軟寒天板上コロニー形成
性、血清依存性、ヌードマウスでの造腫瘍性
を見る。（他癌でもaPKCλ/ι高発現が見出
された場合は、その癌の細胞株を用いて同様
の実験を行う。）また，IL6阻害薬（tociliz
mab）の効果あるいは併用効果も検討し、aPK
Cλ/ι-IL6系の治療標的としての可能性を
検証する。乳癌細胞株(ZR-75)を用いた予備
実験ではsiRNA, aurothiomalateによって、
増殖抑制効果やスフェロイド形成能抑制が
得られている(Akimoto, Nagashima et al.,

 unpublished data)。 

② aPKCλ/ι抑制によって変動する遺伝子、
蛋白の網羅的解析(全員) 

阻害剤処理あるいは遺伝子ノックダウンの
前後で細胞株の遺伝子および蛋白質発現プ
ロファイルを比較し、変動のあるものを選別
する(解析は外部委託)。この中から過去の報
告を参考に癌の進行に寄与していると考え
られる遺伝子、蛋白を選択し、臨床検体での
発現や臨床病理学的諸因子との相関関係を
検討する。最終的にはIL6以外のaPKCλ/ιの
下流に存在する分子の同定と診断マーカー
治療標的としての可能性を検証し、新しい病
理診断マーカーの発見、分子標的治療法の確
立を目指す。 

（2）その他の癌についての検討検討 

①対象となる臨床検体の入手（長嶋、稲山、
青木） 
臨床検体ならびに横浜市立大学医学部附属病
院で手術的に切除され、研究目的への使用に対
しインフォームドコンセントを得た腫瘍およ
び併せて切除された非腫瘍組織を附属病院病
理部(大橋)および先端医科学研究センターバ
イオバンク部門（青木）より入手する。併せて
同一症例のホルマリン固定パラフィン包埋組
織ブロックの提供（稲山）を受ける。初年度は、
すでに研究を開始している膵癌、および再発率
が高く早期発見が望まれる膀胱癌、悪性中皮腫
を中心に研究を計画している。（長嶋、水島） 

②免疫組織化学染色による aPKCλ/ιの発現、
局在の検討（長嶋，泉澤、水島） 
1 で供与を受けたホルマリン固定パラフィン
ブロックより組織切片を作製し，すでに確立
されている手法（Kojima, Akimoto, 
Nagashima, Ishiguro et al., Hum Pathol, 
2008； Ishiguro, Akimoto, Nagashima et al., 
Proc Natl Acad Sci USA, 2009）で aPKCλ/
ι, IL6 の免疫組織化学染色を行い，発現強
度と局在の検討を行う。各癌で，以下のこと
に留意してデータ解析を行う。 

③aPKCλ/ιと PAR3, PAR6 との結合，共局在
の検討（長嶋，秋本，石黒） 
aPKCλ/ιは癌細胞においてJCと無関係に細
胞質に瀰漫性に分布していることがヒト乳
癌での検討でわかった．他研究グループから
の報告でも aPKCλ/ιは oncogenic に作用し
ているとされている。一方，乳腺特異的遺伝
子破壊マウスでは乳管にADH様病変が生じる
(Akimoto, Nagashima, Ishiguro et al. 
submitted)。すなわち，前癌状態を含む腫瘍
性病変では aPKCλ/ιが適正に発現，局在し
ていない，あるいは他 aPKC/PAR 系構成分子
と複合体を形成していないと考えられる。 
以上の仮説のもとに、メラノーマ，膵癌、卵
巣癌の臨床検体および培養細胞株を用いて，
共焦点レーザー顕微鏡や免疫沈降法−ウェス
タン法により aPKCλ/ιと PAR3, PAR6 との共
局在，複合体形成の状態を共焦点レーザー顕



微鏡や免疫沈降法−ウェスタン法により検討
する。 

さらに、aPKCλ/ιや IL6 の発現増強が病理
組織清や細胞診による診断に活かせるかを
検討する。前述の網羅的解析によって見出さ
れた蛋白についても同様に検討を行う。 
 
＜平成 24 年度＞ 

（1）平成26年度の研究の継続（全員） 
上記、平成26年度の研究計画を継続して行う。 

（2）平成26年度に得られた成果の発表（長
嶋，秋本、石黒） 
得られた成果を国内外学会ならびに国際欧
文誌に論文発表する。 
 
＜平成 25 年度＞ 

（1）成果発表（秋本，長嶋，石黒） 
平成 26-27 年度に得られた aPKCλ/ι標的癌
治療モデルについて学会、論文発表する。 

（2）研究の総括ならびに今後の研究の計画
（長嶋，秋本） 
研究成果を総括し，研究報告書を作成する。 
 
４．研究成果 
（１）乳癌、前立腺癌培養細胞で aPKC 高発
現株に対する aPKC 阻害剤あるいは抗 IL6 中
和抗体は明らかな増殖抑制作用を示さなか
った。現在、aPKC の強制発現あるいは RNA 干
渉法を行いその効果の検討を行っている。 
（2）胃癌における成果 
aPKCλ/ιと結合能を有する蛋白 KIBRA が、
胃がんのリンパ管侵襲と正相関することを
示した(Yoshihama Y, Akimoto K, Nagashima 
Y et al. Cancer Sci 2013;104(2):259-65)。 
（3）膵癌における成果 
aPKCλ/ιの高発現が膵癌の悪性度と正相関
し、予後不良因子であることを見出した
(Kato S, Akimoto K, Nagashima Y, Ishiguro 
H et al. Pancreatology 2013;13(4):360-8)。 
（4）前立腺癌における成果 
aPKCλ/ιの下流に IL6 が存在し、androgen 
receptor の発現を誘導、再発を促進するとの
in vitro での知見をもとに、臨床検体で両者
の共発現が予後不良因子であることを示し
た(Ishiguro H, Akimoto K, Nagashima Y et 
al. Cancer Sci 2011;102(8):1576-81)。 
（5）子宮頸部異形成における成果 
子宮頸部異形成で aPKCλ/ιの高発現、核内
局在は病変の進行(CIN grade の上昇)を反映
することを見出した。現在論文投稿準備中で
ある。 
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