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研究成果の概要： 
 本研究では、ヒトナチュラルキラー細胞のガン細胞に対する細胞傷害活性におけるカンナビ

ノイド受容作動薬や阻害薬の影響について調べることにより、ナチュラルキラー細胞の細胞傷

害の機構にエンドカンナビノイドシステムが関与している可能性を示した。さらに、マウスの

腫瘍生着モデルに対する CB2 受容体阻害薬の影響についても調べ、CB2 受容体が少なくともマ

ウスにおける腫瘍免疫において重要な役割を演じている可能性を示した。 
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１．研究開始当初の背景 
 マリファナは摂取すると時間的・空間的感

覚の混乱や多幸感、幻覚、鎮痛などの強力な

精神神経作用を示し、古くから占術や医術の

道具、または娯楽の対象として用いられてき

た薬物である。現在わが国では、大麻取締法

によりその使用が厳しく規制されているが、

違法使用の検挙数は近年増加しており、特に

乱用者の低年齢化が社会問題化している。マ

リファナは精神神経作用だけでなく免疫機能

の著しい低下や生殖異常を引き起こすことも

知られている。特に、免疫機能の低下はAIDS

の罹患率の上昇にもつながると考えられ、近

年注目されている問題である。これら精神神

経作用や免疫抑制作用を担うマリファナの主

要活性成分は、Δ9-テトラヒドロカンナビノ−

ル（Δ9-THC）をはじめとするカンナビノイド

類である。これらの作用機構は長い間不明で

あったが、1990年代前半にカンナビノイドと

結合する2種類のGタンパク質共役型受容体が

同定された。1990年にcDNAがクローニングさ

れたCB1受容体は、脳・神経系に多量に発現し
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ていることから、主にカンナビノイドの精神

神経作用に関与すると考えられている

（Nature 346 (1990))。一方、1993年には、

免疫系の細胞や末梢リンパ組織に多く発現し

ているCB2受容体が同定され、カンナビノイド

の免疫系への作用を媒介しているものと考え

られている（Nature 365 (1993))。植物由来

のカンナビノイドに対する受容体が動物体内

に存在することが明かとなったことから、内

在性カンナビノイド受容体リガンドの探索が

行われ、1992年にはDevaneらのグループによ

りN-アラキドノイルグリセロール（アナンダ

ミド）が報告された（Science 258 (1992))。
しかしながら、アナンダミドは新鮮な脳など

の組織には微量しか存在しないことや、その

生合成経路が極めて効率が悪いこと（Eur. J. 
Biochem. 240 (1996)）などの理由から、研究

代表者らのグループではアナンダミドとは異

なる内在性カンナビノイド受容体リガンドの

探索を行ってきた。その結果、モノアシルグ

リセロールの一種である2-アラキドノイルグ

リセロール（2-AG）が、ラット脳のカンナビ

ノイド受容体に結合すること（Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 215 (1995)）、新鮮

なラット脳にアナンダミドより遥かに多量の

2-AGが存在すること（Eur. J. Biochem. 240 
(1996)）、CB1受容体を介して神経系培養細胞

の活性化を引き起こすこと（J. Biol. Chem. 
274 (1999)）、CB2受容体のアゴニストとして

も働くこと（J. Biol. Chem. 275 (2000)）を

明らかにした。注目すべきことに、アナンダ

ミドはCB1、CB2両受容体に対して部分作動薬

としてしか働かないのに対し、2-AGは完全作

動薬として働くことがわかった（Eur. J. 
Biochem. 240 (1996)）。これらの結果から、

研究代表者らはカンナビノイド受容体の真の

内在性リガンドがアナンダミドではなく2-AG

であることを提唱してきた。すなわち、生体

内には2-AGがCB1/CB2受容体に作用すること

により作動する内在性のカンナビノイドシス

テム（エンドカンナビノイドシステム）が存

在し、神経系や免疫系において何らかの役割

を担っていると考えられた。 

 脳・神経系におけるエンドカンナビノイド

システムの役割については、これまでに研究

代表者らも含め国内外の多くの研究者によ

り種々の検討がなされ、現在では神経の興奮

に伴って後シナプスから生成する2-AGが前

シナプスに存在するCB1受容体に作用するこ

とにより、神経伝達を抑制するいわゆる“逆

行性神経伝達物質”として働いているという

結論に至っている。一方、主にCB2受容体が

発現している免疫系については、これまであ

まり研究が進んでいない。最近まで、カンナ

ビノイドがリンパ球の増殖を抑制したり、マ

クロファージからのサイトカインの産生を

抑制するなどの報告があったことから、CB2

受容体は免疫系において抑制的な役割を演

じているのではないかと漠然と考えられて

いたが、エンドカンナビノイドシステムが実

際に免疫系においてどのような役割を担っ

ているのかについては不明であった。そのよ

うな中、研究代表者らは2-AGがCB2受容体を

介して単球やマクロファージ系の細胞を強

力に遊走させることを見い出した（J. Biol. 
Chem. 278 (2003)）。これをきっかけに、2-AG

が単球・マクロファージ系の細胞からのIL-8

やMCP-1などのケモカインの産生を促進する

こと（J.  Biochem. 135 (2004))、MAPキナ

ーゼの活性化を引き起こすこと（J. Biochem. 
129 (2001)）、細胞のアクチン重合を促すこ

と に よ り 形 態 変 化 を 引 き 起 こ す こ と

（Biochem. J. 385 (2005)）、細胞接着を促

進すること（FEBS Lett. 579 (2005)）を相

次いで報告してきた。さらに最近、2-AGがナ

チュラルキラー細胞（NK細胞）の遊走を引き

起こすことも明らかにした（J. Biochem. 137 
(2005)）。このように2-AGがCB2受容体を介

して特に自然免疫系において重要な役割を

担っている細胞を活性化することがわかっ

てきた。また研究代表者らは、好酸球の遊走

を引き起こすこと、マウスの急性炎症モデル

や慢性アレルギー性炎症の惹起にも2-AGお

よびCB2受容体が関与していることを最近見

い出している（J. Leukoc. Biol. 76 (2004); 
J. Biol. Chem. 280 (2005); J. Immunol. 177 
(2006)）。研究代表者らによるこれらの成果

は、それまで言われていた免疫系における

2-AGとCB2受容体の役割が抑制的なものでは

なく、促進的なものであることを強く示唆す

るものであった。 
 
２．研究の目的 
 これまでに得られた知見から、研究代表者

らは 2-AG およびカンナビノイド受容体、特に

CB2 受容体が免疫反応の極めて初期の段階で

重要な働きをしているのではないかと考えた。

そこで本研究では、自然免疫応答においてエ

ンドカンナビノイドとカンナビノイド受容体

がどのように関与しているのかを明らかにす

ることを目的とし、自然免疫の主たる役割を

担っている NK 細胞の細胞傷害能に対する各

種 CB 受容体リガンドの影響について詳細に

調べた。また、NK 細胞が主に関与する腫瘍免

疫における CB 受容体アンタゴニストの効果

についても検討した。 



  一方、K562 細胞は CB1 及び CB2 受容体とも

に発現していなかった。KHYG-1 細胞を K562

細胞と共培養すると、標的細胞である K562 細

胞が傷害を受ける。この KHYG-1 細胞の細胞傷

害活性に対する CB 受容体アゴニストである

CP55940 の影響について検討したところ、

CP55940 の添加により KHYG-1 細胞の細胞傷害

性を有意に増大させることが明らかとなった

（Fig. 2）。 

３．研究の方法 
(1) 細胞培養 

 KYHG-1 細胞（ヒト NK細胞性白血病細胞株）

は 10％ウシ胎児血清（FBS）及び 50 ng/ml リ

コンビナントヒト IL-2 を含む RPMI1640 培地

中で、K562 細胞（ヒト慢性骨髄性白血病細胞

株）及び Colon-26 細胞（マウス結腸癌細胞株）

は10％ FBSを含むRPMI1640培地中（37℃ 5％ 

CO2）で継代、維持した。 

 

(2) RT-PCR による CB 受容体発現の確認 

 細胞から常法によりtotal RNAを抽出、cDNA

を合成した。合成 cDNA を鋳型として、CB1 受

容体、CB2 受容体又は GAPDH 遺伝子特異的な

プライマーを用いて PCR を行った。 

(3) 細胞傷害活性測定 

 KHYG-1 細胞を蛍光標識した K562 細胞と

20:1 の割合で混合し、0.1％ウシ血清アルブ

ミン（BSA）を含む RPMI1640 培地中で各種刺

激剤の存在下、37℃で 4 時間インキュベート

した。細胞を propidium iodide（PI）で染色

した後、フローサイトメトリーにて傷害を受

けた K562 細胞の割合を求めた。 

 

 さらに、他の CB 受容体アゴニスト（HU-210、

WIN55212-2）や CB2 受容体選択的アゴニスト

（HU-308）にも同様の作用が認められた。

KHYG-1 細胞を CB2受容体選択的アンタゴニス

トである SR144528 や百日咳毒素（PTX）で処

理することにより、CP55940 による KHYG-1 細

胞の細胞傷害活性の増大が抑えられたことか

ら、これら CB受容体アゴニストによる KHYG-1

細胞の細胞傷害活性の増大は、CB2 受容体及

び Gi/o タンパク質を介したものであることが

確認された（Fig. 3）。また、CB2 受容体の内

在性リガンドである 2-AG も KHYG-1 細胞の細

胞傷害活性を増加させた（Fig. 4）。これらの

結果は、NK 細胞上に発現している CB2 受容体

の活性化シグナルが、NK 細胞の細胞傷害活性

に促進的に働いていることを示唆するもので

ある。 

(4) マウス腫瘍生着モデルに対するSR144528

の影響 

 BALB/c マウス（6 週齢・雌）の背部皮下に

Colon-26 細胞（1 x 106個）を移植し、48 時

間毎に 30 日間、ノギスを用いて腫瘍体積を測

定した。CB2 受容体アンタゴニストである

SR144528（1 mg/kg 体重）あるいは生理食塩

液(対照)を SR144528 処理群又は生理食塩液

処理群に対し、腫瘍移植日より 48 時間おきに

それぞれ腹腔内投与した。 
 
４．研究成果 

(1) NK 細胞の細胞傷害能に対する CB 受容体

及びそのリガンドの役割 

 ヒト NK 細胞株である KHYG-1 細胞における

CB1及びCB2受容体mRNAの発現を調べた結果、

CB2 受容体のみが発現していることが確認さ

れた（Fig. 1）。 

 

 

 



 
 

 興味深いことに、KYHG-1 細胞を CB2 受容体

選択的アンタゴニスト（SR144528）単独で処

理した場合には細胞傷害活性が減弱したが、

CB1受容体選択的アンタゴニスト（SR141716A）

ではそのような作用は見られなかった（Fig. 

5）。内在性カンナビノイドは、NK 細胞におい

てオートクラインに、もしくはターゲット細

胞との間でパラクラインに作用することによ

り、細胞傷害活性の調節に関わっている可能

性がある。 

 
 

 次に、Δ9-THC についても検討を加えた。そ

の結果、KYHG-1 細胞の細胞傷害活性の増大を

抑制することが分かった（Fig. 6）。この結果

は、Δ9-THC が持っている免疫抑制作用の一部

を説明するものと考えられる。 

 
 

(2) 腫瘍免疫における CB2 受容体の役割 

 NK細胞は腫瘍免疫において重要な役割を担

っている細胞である。そこで、CB2 受容体が

NK 細胞の細胞傷害活性調節を介して腫瘍免

疫に関与しているのか否かを明らかにするた

め、マウス腫瘍生着モデルにおける SR144528

の影響について検討した。BALB/c マウスの同

種同系の腫瘍細胞である Colon-26 細胞を移

植した後、SR144528 を投与したところ、

SR144528投与群では対照群と比べて腫瘍の成

長が早まる傾向が見られた。一方、Colon-26

細胞を SR144528 で直接処理しても、細胞の増

殖には影響を及ぼさなかった。これらの結果

は、CB2 受容体が、マウスにおける腫瘍免疫

において重要な役割を演じていることを示唆

するものである（Fig. 7）。 

 
 

 以上のように、CB2受容体の活性化により、

NK細胞の細胞傷害活性が促進することが明ら

かとなった。我々が以前報告したように、CB2

受容体の内在性リガンドである 2-AG が NK 細

胞の遊走を引き起こす事を考えあわせると、

CB2 受容体及びその内在性リガンドは、NK 細

胞の機能に促進的に関与している可能性が高

い。本研究の結果が、NK細胞が関わる癌やウ

ィルス性疾患の予防や治療に役立つことを期

待したい。 
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