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研究成果の概要（和文）：癌の発症・進展には炎症細胞や血管細胞、線維芽細胞などにより形成される腫瘍間質が重要
な役割を果たしている。本研究では、複数細胞により構成される腫瘍組織内の細胞間相互作用を解析する手法（がん―
間質インタラクトーム）により膵臓癌移植モデルを解析し、癌細胞から間質への新規シグナル経路としてWNTシグナル
経路を同定した。さらに、WNTシグナル経路の活性化はマクロファージの炎症応答を抑制すること、その抑制メカニズ
ムは、NFκBシグナル経路の抑制を介していることを見出した。以上のことから、がん細胞由来WNTシグナルによる免疫
細胞活性化制御機構が、癌組織における免疫寛容を誘導している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is well known that tumor stroma is composed of inflammatory, vascular and 
fibroblastic cells and has a pivotal role in cancer development and progression. In this study, we 
analyzed a xenograft model of pancreatic carcinoma using the tumor-stroma interactome, a method for 
analyzing cell interactions in the tumor tissue (which is composed of various cells), and identified WNT 
signal pathway as a novel signal pathway acting from the tumor to the stroma. Furthermore, we revealed 
that activation of the WNT signal pathway suppressed the inflammatory response of macrophages through the 
suppression of the NFkB pathway. These results suggest the possibility that the immune-regulatory 
mechanism mediated by WNT signaling of tumor cells induces immunological tolerance in tumor tissue.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織は、免疫細胞のほか、血管やリン
パ管を構成する細胞、線維芽細胞など多様な
細胞により構成されている。これら腫瘍細胞
を除く細胞は間質細胞と言われ腫瘍微小環
境を構築している。これまで腫瘍悪性化にお
ける微小環境の役割は良くわかっていなか
ったが近年、マクロファージをはじめとする
免疫細胞や線維芽細胞が癌の浸潤や転移に
寄与していることが示されてきた。癌間質繊
維芽細胞は、腫瘍組織を構築するだけでなく、
癌の進展を誘導することが知られている。実
際、癌細胞株と線維芽細胞の共培養、もしく
はマウスに共移植することで癌細胞株の増
殖や腫瘍の亢進が引き起こされることが報
告 さ れ て い る (Cell. 2005 May 
6;121(3):335-48. Cancer Res. 1999 Oct 
1;59(19):5002-11.)。また、腫瘍間質の造成は、
癌細胞への抗癌剤の到達を妨げ、その効果を
減弱させることも知られており、既存の抗が
ん剤に加えて間質の増殖阻害を組み合わせ
ることにより奏功することも報告されてい
る(J Clin Invest. 2006 Jul;116(7):1955-62. 
Science. 2009 Jun 12;324(5933):1457-61.)。
その為、腫瘍間質は、新たな治療標的として
注目されている。 
２．研究の目的 
 癌の発症・進展には炎症細胞や血管細胞、
線維芽細胞などにより形成される腫瘍間質
が重要な役割を果たしている。また、これら
腫瘍間質は癌細胞によって積極的に構築さ
れ、癌の進展を促進させることが知られてい
る。我々は、これまで包括的および定量的に
評価することの難しかった複数の細胞によ
って構成される腫瘍組織内の細胞間相互作
用を解析する手法を開発している。この手法
を用いることによりがん-間質間相互作用に
おける抗体医薬等により介入可能な新たな
相互作用の探索と癌間質形成における分子
機序の解明を目指す。 
３．研究の方法 
我々は、これまで包括的および定量的に評

価することの難しかった複数細胞により構
成される腫瘍組織内の細胞間相互作用を解
析する手法を開発していた（がん-間質イン
タラクトーム）。この手法は、担癌動物モデ
ルより摘出した腫瘍組織のトランスクリプ
トームデータを取得後、ヒト由来、マウス由
来の配列に振り分けることでヒト由来であ
る癌細胞とマウス由来である間質の遺伝子
発現プロファイルを構築したのち、既存の相
互作用データベースと組み合わせることに
より、細胞間で相互作用しているシグナル経
路を同定する手法である。この手法を用いる
ことで新たながん-間相互作用を検出するこ
とが可能である。この手法を用いて複数の癌
細胞株を用いた担癌動物モデルについてイ
ンタラクトーム解析を行い、癌細胞株及び癌
種に特異的もしくは普遍的な相互作用の抽
出を行い、癌間質形成メカニズムの解明と新

たな治療標的としての可能性を探る。 
４．研究成果 
 がん-間質間相互作用の取得を目的に膵臓
癌を用いて担癌モデルマウスの作成を行っ
た。得られたモデルマウスより腫瘍を摘出し、
がん-間質間における相互作用を包括的に解
析するためにインタラクトーム解析を行っ
た(図 1a)。その結果、既に報告のある腫瘍か
ら間質へのシグナルとして VEGFA-FLT1 の相
互作用が検出され、その他にも数百の相互作
用が検出された。これらの中でより相互依存
性の高い相互作用を検討したところ WNT7B、
WNT10A を同定した(図 1b)。これら 2 遺伝子
の発現は癌細胞でのみ発現が見られ、間質細
胞における発現は認められなかった(図 1c)。

これまで、繊維芽細胞の活性化に伴う組織線
維化でのWNTシグナル経路の重要性について
の知見は多く報告されていたが免疫細胞に
おけるその意義については不明であった。そ
こで、炎症における主要なエフェクター細胞
であるマクロファージ炎症応答におけるそ

の意義を検討するためにWNTシグナルの活性
化誘導剤である LiCl をマウスマクロファー
ジ様細胞 RAW264.7 細胞に処理することで検
討を行った。WNT シグナルは、リガンドであ



るWNTが受容体に結合すると細胞内で分解さ
れている-Catenin が安定化・蓄積し、核に
移行することでサイクリンDなどの増殖関連
遺伝子の発現を誘導する。LiCl は-Catenin
の分解を制御するリン酸化酵素 GSK3を阻害
することでWNTシグナルを活性化することが
知られている(図 2a,b)。そこで、LiCl によ
り WNT シグナルを活性化した RAW264.7 細胞
に LPSによる刺激を行うことで炎症応答に対
する WNT シグナルの効果を検討した。その結
果、WNT シグナル活性化は炎症応答により誘
導される Il-6 及び Ccl2 といった炎症性のサ
イトカインやケモカインの発現誘導を抑制

することが明らかとなった(図 2c)。さらに、
初代細胞であるマウス腹腔マクロファージ
についても検討したところ同様の抑制効果
が得られた。そこで、今回同定した WNT7B 及
び 10Aが同様に炎症応答を抑制するかどうか
を確認するために Human  WNT7B 及び 10A を
RAW264.7 細胞に過剰発現することにより、
LPS による活性化への影響を定量 PCR により
評価した(図3a)。その結果、LiCl同様にWNT7B
及び 10A の強制発現は LPSによる炎症性活性
化を抑制することが示された(図 3b)。 次に、
WNT シグナルは、その下流で-Catenin によ
る標的遺伝子の転写を誘導するが、マクロフ
ァージ炎症性活性化に対する抑制効果が転
写を介するかどうかについて検討を行った。
-Catenin の阻害剤である iCRT5 は、古典的

WNT シグナル経路による-Catenin を介した
転写活性を抑制することが知られている(図
4a)。そこで、iCRT5 存在下における LiCl の
炎症抑制効果について検討を行ったところ、
iCRT5 はその抑制効果に影響しなかった(図

4b)。以上のことから WNT シグナル活性化に
よる炎症応答抑制には-Catenin による転写
活性には関与しないと考えられた。そこで、
WNTシグナルによる炎症抑制効果がLPS-Tlr4
シグナルをどのように抑制しているのかに
ついて検討を行った。LPS は、Tlr4 に結合す
ると IKK 複合体の活性化を誘導し、転写因子
NFb を活性化することで様々な炎症性サイ
トカインやケモカインの転写誘導を起こす
ことが知られている(図 5a)。そこで、NFB
の核移行に影響があるかどうかについて検
討するために、細胞を細胞質画分、核画分に
分けて抽出し、NFb ファミリーの各因子
(p65/RelA, c-Rel, p50)についてウェスタン
ブロットによる検討を行った。その結果、
LiCl による WNT シグナルの活性化は
p65/RelA、c-Rel 及び p50 の核への蓄積の減
弱が見られた(図 5b)。以上の知見から、マク
ロファージにおける WNT シグナル活性化は
LPS刺激に伴うNFbの核移行を抑制すること
でマクロファージ炎症性活性化を抑制して
いることが明らかとなった。 

本研究により、癌細胞は WNT シグナルを介
してマクロファージの炎症性活性化を抑制
することで腫瘍組織内における免疫寛容を
誘導している可能性が示唆された。 
今後、免疫寛容に於ける WNT シグナルの意

義を明らかにすることは癌間質を標的とし
た新たな治療戦略の開発に資するものと考
えられる。 
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