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研究成果の概要（和文）：大腸癌肝転移モデルマウスにおいて、生理活性物質ヒスタミンの役割を調べた。ヒスタミン
を作ることができないマウスでは、正常のマウスに比べて肝転移後の生存期間が短く、ヒスタミンは大腸癌肝転移に対
して抑制的に働いていることがわかった。そのメカニズムとして、制御性T細胞という抗腫瘍免疫反応を抑制する細胞
が関与している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Role of histamine in hepatic colorectal cancer matastasis was investigated using 
mice deficient of endogenous histamine. In mouse hepatic colorectal cancer matastasis model, mice lacking 
histamine-synthesizing enzyme showed significantly shorter survival, suggesting that histamine had 
suppressive role in hepatic metastatis. In spleen and liver from histamine-deficient mice with hepatic 
metastasis, regulatory T cells were significantly increased, showing a possible mechanism of 
Treg-mediated suppression of anti-tumor immune response.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 大腸癌は早期に発見して治療すればほぼ
治癒が可能であるが、進行度が高くなると有
効な治療法が少なく生存率も悪い。2013 年
のデータによれば、我が国で 47654 人もの人
が大腸癌により死亡している。大腸癌による
死亡数は増加傾向にあり今後も増え続ける
と予想されている。大腸癌の予後を決めるの
は、他の癌種と同様に遠隔臓器への転移の有
無である。大腸癌は血行性に肝臓へ転移する
ことが最も多いので、肝転移を制御すること
は大腸癌の予後改善に大きく寄与するもの
と考えられる。 
 ヒスタミンは様々な機能を有する生理活
性アミンであり、生体内では L-ヒスチジン脱
炭酸酵素 (Histidine Decarboxylase, HDC)
により合成される。ヒスタミンは G タンパク
質共役受容体である 4 種類の受容体（H1R, 
H2R, H3R, H4R)を介して作用する。 
 癌免疫におけるヒスタミンの役割につい
てはこれまでに多くの報告がある。それらの
多くは、ヒスタミンが癌の増殖に対して促進
的に働くというものである。例えばヒスタミ
ン H2 受容体拮抗薬は一部の癌に対して抗腫
瘍効果を示す（Takahashi et al. Biochem 
Biophys Res Commun. 2002）。しかし一方
で、近年骨髄由来抑制細胞という免疫抑制性
の細胞集団の成熟をヒスタミンが促進し、免
疫抑制を解除する（即ち腫瘍免疫を増強す
る）との報告もある（Yang et al. Nat Med. 
2011）。このように、局面によってヒスタミ
ンによる腫瘍免疫応答が異なる理由として、
免疫細胞ネットワークの中で、ヒスタミンを
産生する細胞とヒスタミンが作用する相手
の細胞がともに複数存在することが考えら
れる。しかし、大腸癌の肝転移におけるヒス
タミンの役割は全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
ヒトの大腸癌肝転移を模したマウスの大腸
癌肝転移モデルを用いて、ヒスタミンの役割
を調べる。さらに関与する細胞やヒスタミン
受容体など、そのメカニズムを明らかにし、
大腸癌肝転移の予防および治療の方法を開
発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸癌転移モデル 
 肝転移モデルでは、まずマウスを麻酔下に
開腹し、脾臓をクリッピングした後に半切す
る。次に、一方よりマウス大腸癌由来 CT26
細胞（1 x 105個)を注入する。場合により HDC
発現 CT26 細胞を注入した。半切した脾臓の
もう一方は後に免疫細胞を解析するため温
存する。肺転移モデルでは、同細胞を尾静脈
より注入する。野生型として Balb/c マウス
を、また、ヒスタミン合成酵素である HDC の
欠損マウスを用いた。マウスは自由飲水、自
由摂食条件下で飼育した。生存曲線をログラ
ンク法で比較した。 

(2) ハイドロダイナミックインジェクション 
マウス肝臓に遺伝子を発現させる方法とし
て、ハイドロダイナミックインジェクション
を用いた。マウス体重の 10％に相当する容量
の生理食塩水に溶解したプラスミドを尾静
脈より 5 秒以内に注入した。HDC 発現プラス
ミドHDC54k-pcDNA3およびコントロールプラ
スミド pcDNA3.1 を 1匹あたり 10マイクログ
ラム用いた。肝転移処置の前日に一回投与した。 
(3) ヒスタミン測定 
 Balb/c マウスに肝転移処置を施した後、7、
14，21 日後に、マウスを麻酔下に右心房より
肝臓を潅流した後、安楽死させ、肝臓を摘出
した。3%過塩素酸溶液中でホモジナイズし、
遠心分離した上清中のヒスタミン量を HPLC
法で測定した。 
(4) フローサイトメトリー 
 脾臓をすりつぶした後、溶血処理をしたも
のを脾細胞とした。肝臓はコラゲナーゼおよ
び DNase で処理した後、45％パーコル溶液に
懸濁し、60％パーコル溶液に重層した。遠心
分離後、中間層の細胞を解析に用いた。定法
に従って表面抗原および細胞内抗原を染色
し、Tリンパ球（CD4 陽性、CD8 陽性、Treg）
NK 細胞、NKT 細胞、樹状細胞、マクロファー
ジ、骨髄由来抑制細胞をフローサイトメータ
ー（FACS Calibur)で解析した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス大腸癌肝転移モデルおよび肺転
移モデルにおける内因性ヒスタミンの役割 
 HDC 欠損マウスを用いてマウス大腸癌肝転
移モデルを作成し、生存率に対する内因性ヒ
スタミンの影響を調べた。生存期間中央値を
比較すると、野生型マウス（Balb/c)の 40 日
に対し、HDC 欠損マウスは 24 日であった(図
1)。またログランク検定では、これら二群間
に有意な差（P値 0.019）が認められた。次
に、HDC 欠損マウスを用いてマウス大腸癌肺
転移モデルを作成し、生存率に対する内因性
ヒスタミンの影響を調べた。野生型マウス
（Balb/c)及び HDC 欠損マウスの生存期間中
央値は、それぞれ 44 日及び 40 日であった。
またログランク検定では、これら二群間に有
意な差は認められなかった。以上の結果から、
内因性のヒスタミンは大腸癌の転移に対し
抑制的に働き、その作用は肝臓に特異的であ
ることがわかった。 
 

図 1 内因性ヒスタミンの有無による大腸癌
肝転移モデルマウス生存曲線の比較 



(2) メカニズム解析 
①マウス大腸癌肝転移モデルにおける肝臓
ヒスタミン含有量の経時的変化 
内因性ヒスタミンの有無により生存期間に
差が出るという結果をふまえ、肝転移処置後
に肝臓のヒスタミン含有量が経時的にどの
ように変化するかを調べた。Balb/c マウスを
用いて肝転移処置を施したのち、7、14、21
日後に肝臓を摘出しヒスタミン含有量を測
定した。対照群として偽手術を施したマウス
を用いた。7日後及び 14 日後では、肝ヒスタ
ミン含有量はそれぞれ 0.4、0.35  pmol/mg
と対照群に比べ差はなかったが、21 日後では
1.8  pmol/mg であり、対照群の 0.39 pmol/mg
よりも有意に増加した。 
②マウス大腸癌肝転移モデルにおける各種
免疫細胞の経時的変化 
脾臓および肝臓における免疫細胞の経時的
な数的変化を野生型マウスとHDC欠損マウス
で比較した。脾臓では、制御性 T 細胞が HDC
欠損マウスで肝転移処置後 3、7、14 日後い
ずれの時点でも増加していた(図 2)。肝臓で
は、処置後 7 および 14 日において制御性 T
細胞が、HDC 欠損マウスで増加していた(図
3)。また、樹状細胞が処置後 14 日で、HDC 欠
損マウスで減少していた。以上の結果から、
ヒスタミンによる肝転移抑制機序には、ヒス
タミンによる制御性Ｔ細胞の増殖抑制が関
与していることが示唆された。肝転移処置後
早期においては肝全体のヒスタミン含有量
に有意な変化は認めないが、腫瘍微小環境に
おいては何らかの細胞から産生されたヒス
タミンにより免疫細胞数に変化が生じたと
考えられる。マスト細胞からのヒスタミンが

ヒスタミンＨ１受容体を介して制御性Ｔ細
胞の増殖を抑制するという報告がある
（Forward et al. J. Immunol. 2009）。内因性
ヒスタミンの欠如によりこの抑制が解除さ
れた結果、制御性Ｔ細胞が増殖し、結果的に
腫瘍に対する免疫が抑制され、生存期間の短
縮につながったと予想される。 
(3) マウス大腸癌肝転移モデルにおける肝
臓局所のヒスタミンの役割 
①マウス大腸癌肝転移モデルにおけるヒス
タミンの転移抑制効果について、それが肝臓
局所のヒスタミンによるものかを調べた。 
HDC 欠損マウスを用いて、ＣＴ－２６細胞ま
たは HDC 発現ＣＴ－２６細胞を、脾臓から肝
臓に接種し肝転移を作成後、生存曲線を比較
した。60 日後の生存率はＣＴ－２６細胞接種
群で 33％であったのに対し、HDC 発現ＣＴ－
２６細胞接種群では 80％であった。またログ
ランク検定ではこれら二群間に有意な差（Ｐ
値 0.016）が認められた。ＣＴ－２６細胞
と HDC 発現ＣＴ－２６細胞は in vitro での
増殖能に差はないことから、HDC 発現ＣＴ－
２６細胞が産生したヒスタミンが転移に対
し抑制的に働いたと考えられる。つまり肝臓
局所におけるヒスタミンが肝転移に抑制的
に働くということが示唆される。 
②次に肝臓局所のヒスタミンを人為的に増
やすことで肝転移を抑制することができる
かどうか調べた。このために HDC 遺伝子発現
プラスミドをハイドロダイナミックインジ
ェクションで投与した。ハイドロダイナミッ
クインジェクションでは投与したプラスミ
ドは一過性に肝臓で取り込まれることが知
られている。HDC 遺伝子を含まない対照プラ
スミドを投与した群では生存期間中央値が
38 日であるのに対し、HDC 遺伝子発現プラス
ミドを投与した群では 47.5 日であった。有
意差は認められなかったものの、HDC を発現
させた群の方が生存期間が長くなる傾向が
認められた。一回の投与のみでもある程度の
効果が認められたことから、肝臓のヒスタミ
ンを増加させることで肝転移を予防できる
可能性がある。 
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図 2 大腸癌肝転移処置後の脾臓制御性 T 細

胞数の経時的変化 
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図 3 大腸癌肝転移処置後の肝臓制御性 T 細

胞数の経時的変化 
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