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研究成果の概要（和文）：胆管癌症例、膵癌症例においてTLR7とTLR ファミリーであるTLR3、TLR4、TLR5、TLR6、TLR9
に関して臨床病理学的に検討を行ない、TLR7は胆管癌症例、膵癌症例において癌組織で高発現していた。TLR7 以外のT
LR ファミリーTLR3、 TLR4、 TLR5、 TLR6も癌組織で有意に高発現していた。胆管癌細胞株、膵癌細胞株においてTLR7
のアゴニストは増殖抑制効果を示した。担癌動物モデルの検討によりTLR7のアゴニストが抗腫瘍効果を有していること
を明らかにした。本研究によりTLR7を標的にした新規治療法開発の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression of TLR7 and other members of the TLR family, including 
TLR3, TLR4, TLR5, TLR6 and TLR9, and the clinicopathological features of cholangiocarcinoma and 
pancreatic cancer. TLR7 was highly expressed in both cancers. In addition, TLR3, TLR4, TLR5 and TLR6 were 
highly expressed in both cancers.
Administration of a TLR7 agonist suppressed cell proliferation in a cholangiocarcinoma cell line and a 
pancreatic cancer cell line. Furthermore, a TLR7 agonist demonstrated anti-cancer effects in a xenograft 
mouse model. This study suggests that novel anti-cancer therapies can be developed to target TLR7.

研究分野：外科学

キーワード： Denger Signal
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

癌研究の進歩により癌周囲の微小環境が癌

に対して大きく影響を及ぼしていることが

明らかになっている(Sun Y. Nat Med. 2012)。

癌周囲の炎症が癌の増殖、浸潤、転移さらに

は発癌にまで関連していると考えられ、微小

環境での炎症や感染による発癌機構として

Myd88, NF-kBなど炎症シグナルの関与が報告

されている(Ikebe M. J Surg Oncol.2009)。

炎症反応は、外部からの刺激である Danger 

signal が樹状細胞に作用して免疫応答を誘

導することにより生じ、Danger signal は外

因性 Danger signal（感染による病原体成分）

と内因性 Danger signal（死細胞から放出さ

れる成分）に分けられ、内因性 Danger signal

から誘導される非感染性炎症は、感染性炎症

と区別され自然炎症と定義されている。 

外因性 Danger signal に関する研究は多くさ

れているが、内因性 Danger signal に関して

は、癌浸潤による組織破壊により周囲組織か

ら内因性 Danger Signal が生じ、免疫応答を

おこし、癌の進展に影響するという報告

(Porta C.Cancer Lett. 2011)はあるが多く

はない。しかも、癌自体からの内因性 Danger 

Signal に関する研究はほとんど行われてい

ない。 

我々は大腸癌周囲に存在するmicroabcessが

予後に関連していることを報告しており

（Uehara K.Br J Surg.2006）、平成 22 年-24

年度科学研究費「大腸癌microscopic abscess 

における免疫誘導の解明とその臨床応用」

（代表：上原圭介）において、大腸癌

microabcess を有する症例においては癌特異

的に TLR（Toll like receptor）7 の高発現

を同定した(図 1)。TLR7 は、免疫細胞である

形質細胞で発現しており、感染に対する防御

機構において、IFN、IL-1βなどサイトカイ

ン産生や樹状細胞など抗原提示能の増強お

よび獲得免疫誘導などの重要な役を果たし

ている。肥満、動脈硬化においては、組織破

壊による死細胞由来の核酸が、内因性 Danger 

signal として TLR7を活性化し、炎症を誘導、

増強する可能性が指摘されている(Boyd JH. 

Cardiovasc Res.2006)。これまで癌における

TLR7と内因性 Danger signal についての報告

はなく、癌における TLR7 の機能についても

十分にわかっていない。 

 

図 1上図：HE, 下図：TLR7 

       

   
 

２．研究の目的 

外部からの刺激である Danger signal が樹状

細胞に作用して免疫応答を誘導することが

分かっている。しかし、癌と内因性 Danger 

signal（死細胞から放出される成分）や癌に

おける TLR7 と内因性 Danger signal の関連

性については十分にわかっていない。われわ

れは先行実験で大腸癌での TLR7 の発現亢進

を明らかにしており、MonoLex 法を用いて

TLR7 を標的にしたアプタマーを開発する。こ

のアプタマーにより TLR7 を抑制し、内因性

Danger signal のメカニズムを解明する。さ

らに内因性 Danger signal の制御による新規

治療法や診断法を開発する。 

本研究の最終目的は、開発された TLR7 を標

的にしたアプタマーにより癌の治療成績を



向上させることである 

３．研究の方法 

【TLR7 (Toll-like receptor 7)の臨床病理

学的検討】 

名古屋大学医学部附属病院において手術施

行された胆管癌46例（男32：女14、平均年齢

63.5）、膵癌28例（男15：女13、平均年齢67.4）

についてTLR7 とTLR ファミリーであるTLR3、 

TLR4、 TLR5、TLR6、TLR9の正常組織と癌組

織での発現についてリアルタイムPCR法にて

比較検討を行った。 

TLR7の関連分子としてMyd88、IRF 

(Interferon regulatory factor)ファミリー

の発現についてリアルタイムPCR法にて検討

した。 

【TLR7 に関する機能解析】 

胆管癌細胞株RBE、HuCCT1、膵癌細胞株Panc1、

PK8、PK9、正常膵臓由来細胞株RI515につい

てTLR7の発現をウェスタンブロティングに

て検討した。TLR7 を標的にしたsiRNAを合成

し、TLR7 siRNAを胆管癌細胞株HuCCT1に導入

し増殖能（MTT アッセイ法）、浸潤能（イン

ベーションアッセイ法） 、アポトーシス

（TUNEL 法）について検討した。また膵癌細

胞株Panc1に関してもTLR7 siRNAを導入し、

増殖能（MTT アッセイ法）を検討した。 

【ヒト由来癌細胞株におけるTLR7アゴニス

トの機能解析】 

TLR7 を標的にしたアプタマーの同定ができ

なかったため、TLR7のアゴニストであるイミ

キモドを用いてTLR7の機能解析を行った。胆

管癌細胞株RBE、HuCCT1にイミキモドの投与

を行い、増殖能（MTT アッセイ法）、細胞死

誘導能（トリパンブルー色素法）にて検討し

た。イミキモドを膵癌細胞株Panc1に投与し、

増殖能（MTT アッセイ法） 、アポトーシス

（TUNEL 法）を検討した。 

【担癌動物モデルに対するTLR7アゴニスト

の機能解析】 

胆管癌細胞株HuCCT1による胆管癌皮下発癌

モデルにイミキモドの投与を行い、抗腫瘍効

果について49日間経過観察を行った。切除標

本を用いてTLR7の関連分子としてMyd88、IRF 

(Interferon regulatory factor)ファミリー

の発現についてリアルタイムPCR、ウェスタ

ンブロティングによる解析をおこなった。体

重減少、副作用の検討をおこなった。 

【TLR4のアゴニストの機能解析】 

TLR7 以外の TLR ファミリーTLR3、 TLR4、 

TLR5、 TLR6 は正常組織と比較して癌組織で

有意に高発現していた。特に TLR4 は炎症と

の関連が報告されており TLR4 のアゴニスト

をラット炎症モデルへ投与し、免疫誘導に関

して IL6、TNFa の発現をリアルタイム PCR に

て検討した。 

４．研究成果 

【TLR7 (Toll-like receptor 7)の臨床病理

学的検討】 

TLR7は胆管癌症例、膵癌症例のいずれにおい

ても正常組織と比較して癌組織で高発現し

ていた。TLR7 以外のTLR ファミリーTLR3、 

TLR4、 TLR5、 TLR6は正常組織と比較して癌

組織で有意に高発現していた。TLR9について

は癌組織で高発現している傾向を認めたが、

有意差は認めなかった。 

胆管癌症例において癌部でのTLR7の発現は

他のTLRファミリーより有意に高発現してい

たが、膵癌症例に関しては癌部でのTLR7の発

現は他のTLRファミリーの発現より亢進して

いたが、有意差は認めなかった。 

胆管癌症例、膵癌症例においてTLR7とMyd88

の発現に相関を認めた。また胆管癌症例、膵

癌症例においてIRFファミリーの内IRF3の発

現はTLR7同様に亢進していた。 

 

【TLR7 に関する機能解析】 

TLR7は胆管癌細胞株RBEにおいて最も高発現

であり、胆管癌細胞株HuCCT1、膵癌細胞株

Panc1、PK8は中等度発現、膵癌細胞株PK9、



正常膵臓由来細胞株RI515についてはほとん

ど発現していなかった。 

TLR7 siRNAによりTLR7の発現を抑制させるこ

とによりHuCCT1の増殖が抑制され浸潤も抑

制したが、アポトーシスの亢進は認めなかっ

た。また膵癌細胞株Panc1においてもTLR7の

発現を抑制により増殖が抑制された。 

 

【ヒト由来癌細胞株におけるTLR7アゴニス

トの機能解析】 

TLR7 を標的にしたアプタマーの同定ができ

なかったため、TLR7のアゴニストであるイミ

キモドを用いてTLR7の機能解析を行った。胆

管癌細胞株RBE、HuCCT1のいずれにおいても

イミキモドは細胞増殖を抑制し、細胞死を誘

導した。イミキモドは膵癌細胞株Panc1にお

いても細胞増殖を抑制し、細胞死を誘導した。 

 

【担癌動物モデルに対するTLR7アゴニスト

の機能解析】 

胆管癌皮下発癌モデルへの生食投与群にお

いて腫瘍の縮小は認めなかったが、イミキモ

ド投与群において明らかな腫瘍の縮小を認

めた。この切除標本でのMyd88、IRF3の発現

については有意差を認めることができなか

った。また生食投与群、イミキモドの投与群

において体重減少を認めず、明らかな副作用

は認めなかった。 

 

【TLR4のアゴニストの機能解析】 

ラット炎症モデルにおいて IL6、TNFa の発現

が亢進していた。TLR ファミリーで炎症との

関連が報告されている TLR4 のアゴニストは

発現亢進したIL6、TNFaの発現を低下させた。 

 

胆管癌細胞株、膵癌細胞株においてTLR7のア

ゴニストは増殖抑制効果を示し、担癌動物モ

デルにおいてもTLR7のアゴニストは抗腫瘍

効果を有していた。本研究によりTLR7を標的

にした新規治療法開発の可能性が示唆され

た。 
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