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研究成果の概要（和文）：ケモカイン受容体システムは細胞動態に重要な役割を担っており、本研究代表者の発
見したケモカイン受容体の細胞内に結合するタンパク質FROUNT（フロント）は、がんの増悪化に関わる新規分子
であり、マクロファージの遊走シグナルを促進する。しかし他の細胞現象および細胞内シグナルへの関与は不明
である。本研究ではFROUNT欠損マウス由来細胞およびFROUNT阻害薬を用いた細胞/分子レベルの解析によりマク
ロファージの分化および活性化などの細胞内シグナルへのFROUNTの重要な関与を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the roles of FROUNT in various kind of cellular 
response other than chemotaxis to clarify the mechanisms of the anti-tumor effect of FROUNT 
inhibitor. Analysis using cells prepared from FROUNT-deficient mice and FROUNT-inhibitor reveals 
that FROUNT is involved in cellular shape change and activation status upon chemokine stimulation. 
These data suggest that FROUNT inhibitor suppress tumor progression through mechanisms by which 
FROUNT regulates both migration and activation/differentiation of macrophages in the tumor 
microenvironment.

研究分野： シグナル制御創薬

キーワード： ケモカイン　シグナル制御　創薬　予防・治療

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ケモカイン受容体シグナルは細胞遊走以外にも細胞分化・活性化等を介したがん・炎症性疾患における関与が報
告されている。ケモカイン受容体会合分子FROUNTのこれらの細胞現象における働きを解析することは、「受容体
会合分子による細胞動態の制御機構」という新しい研究分野の開拓につながる研究である。また本研究により、
開発中のFROUNT阻害薬の作用機序に関する詳しい知見を得られたことで、臨床研究の開始に結びつけることがで
きた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
サイトカインの一種であるケモカインは 50種類の分泌タンパクファミリーであり、20種程の 7
回膜貫通 Gタンパク共役型のケモカイン受容体への結合を介して細胞の遊走（移動・浸潤）お
よび細胞の分化・活性化を制御している。各細胞サブセットによって発現するケモカイン受容
体のパターンが異なっており、定常・がん・炎症時の時空間的な細胞動態の制御にケモカイン・
ケモカイン受容体システムは重要な役割を担っている。なかでもケモカイン受容体CCR2とCCR5
は単球・マクロファージなどに発現するケモカイン受容体で、アミノ酸配列上は相同性の高い
受容体であるものの各受容体へ結合するケモカイン、発現細胞、役割はオーバーラップしつつ
も異なっている。がん・炎症では CCR2 は骨髄から血液循環への単球の動員およびマクロファー
ジへの分化・活性化など、CCR5 は組織におけるマクロファージの集積・活性化などを促進する
ことでがんおよび炎症性疾患の増悪化に関わっている。CCR2 および CCR5 を阻害する抗がん剤
の開発はこれまで進められてきているものの、いまだ上市に成功したものはない。 
本研究代表者はこれらのケモカイン受容体の細胞内領域に結合する新規分子「FROUNT（フロ

ントと命名）」を発見し、機能解析を通じて FROUNT は単球およびマクロファージに高発現して
おり細胞遊走シグナルを促進すること（引用文献①、②、③）、がんの増悪化を促進することを
見出した。また臨床検体の解析を通して FROUNT 発現の高い肺がん患者は術後予後が不良である
ことを見出した。さらに、13 万種類の低分子化合物ライブラリーより FROUNT の機能を阻害す
る化合物を探索し、その中でジスルフィラム（既存嫌酒薬、ノックビン）を同定した。ジスル
フィラムは FROUNT タンパク質へ直接結合することで、FROUNT とケモカイン受容体の相互作用
を強力に阻害することを見出した。しかし、FROUNT が制御する細胞遊走シグナル以外の細胞現
象への関与およびこれらの細胞現象へ及ぼす FROUNT 阻害薬ジスルフィラムの薬効については
明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者らが最近作出した FROUNT 欠損マウスおよび FROUNT 阻害薬ジスルフィ
ラムを用いることで、FROUNT により制御される細胞現象および細胞内シグナルを解析し、いま
だ多くが謎とされ残されているケモカイン受容体の細胞内シグナルの活性化機構を明らかとす
ることで、生体内の細胞動態の制御機構を解明し新たな研究分野を開拓することを本研究の目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）FROUNT 欠損マウス由来マクロファージの調製 
タモキシフェン誘導型 FROUNT 欠損マウスおよびミエロイド系細胞特異的 FROUNT 欠損マウスの
骨髄細胞を採取し、M-CSF 存在下で一週間培養することでマクロファージを分化誘導し、ケモ
カイン刺激に対する各種応答性の解析に用いた。形態変化の解析においては、腹腔洗浄液より
得られたマクロファージを実験に用いた。 
 
（２）ケモカイン刺激依存的な形態変化の解析 
細胞をガラスベースディッシュ内で培養し、ガラス面に接着させた。刺激を加える 2 時間前に
無血清の細胞遊走アッセイバッファー（RPMI-1640, 2mM L-Glutamine, 10mM HEPES, 0.1%BSA）
に置換したのち、ケモカインを添加し、刺激を加えた。の評価には、細胞遊走アッセイバッフ
ァーに置換する際に各濃度の阻害剤を添加して前処理を行った。刺激後すみやかに PFA 溶液を
添加して細胞を固定し、1% Triton にて浸透化処理を行ったのち、蛍光標識ファロイジンによ
り重合アクチンを染色した。蛍光顕微鏡にて細胞形態の画像を取得した。 
 
（３）ケモカイン刺激依存的な細胞遊走活性の解析 
細胞懸濁液を 5μm 孔の細胞遊走チャンバーのフィルター上に添加し、下層に添加したケモカ
インに対して遊走した細胞数をセルカウンティングキットにより測定し、遊走活性を定量した。 
 
（４）マウス実験的肺転移モデルの解析 
マウスメラノーマ細胞株 B16 をマウス尾静脈より移植し、10 日後に肺に形成された転移巣の数
を計数した。阻害剤の薬効評価においては、移植の前日および翌日に阻害剤またはコントロー
ルとして溶媒を腹腔内投与した。一部の肺葉はコラゲナーゼ処理により細胞懸濁液を調製し、
フローサイトメーターにより構成細胞ポピュレーションの解析を行った。 
 
（５）FROUNT 欠損および阻害による細胞増殖・細胞傷害への影響の解析 
細胞増殖活性の定量には、テトラゾリウム塩 WST-1 の細胞内脱水素酵素による還元によって生
じるホルマザン由来の吸光度を測定した。細胞傷害の定量には、細胞傷害によって培養上清中
に放出された乳酸脱水素酵素（LDH）の量を測定した。 
 
（６）フローサイトメトリーを用いた細胞表面マーカー解析 
がん組織より酵素消化により腫瘍構成細胞の懸濁液を調製し、マクロファージマーカー分子お



よび分化・活性化マーカー分子に対する各種標識抗体で染色し、フローサイトメーターにて測
定した。 
 
４．研究成果 
（１）FROUNT 欠損・FROUNT 阻害によるケモカイン刺激依存的な細胞遊走および細胞形態変化 
FROUNT 欠損およびコントロールマウス由来の単球・マクロファージを用いて細胞遊走および細
胞形態変化への FROUNT の関与を解析した。コントロールマウス由来細胞においては、ケモカイ
ン刺激に伴い仮足の著しい突出が認められ、葉状仮足の形成が盛んであるのに対して、FROUNT
欠損マウス由来細胞では、仮足形成に乏しく、形成される仮足は糸状仮足様の形態を示してい
た。また、FROUNT 阻害薬ジスルフィラムの処置によってもフロント欠損細胞と同様の形態的な
違いが観察された。さらに、この FROUNT 欠損細胞に特徴的な形態変化について、PI3K 阻害剤
の影響を解析したところ、FROUNT 欠損およびジスルフィラム処理と同様にケモカイン刺激依存
的な形態変化が減弱したことから、見出した細胞形態の変化は PI3K 依存的であることが示唆さ
れた。また、マウス担癌モデルがん組織よりマクロファージを調製し、細胞形態を観察したと
ころ、コントロールマウスのがん組織由来マクロファージは葉状仮足を多数形成しているのに
対して、FROUNT 欠損マウス由来マクロファージでは葉状仮足が著明に減少し、糸状仮足様の形
態を示す細胞が多く認められ、in vitro で見られた FROUNT 欠損およびジスルフィラム処置細
胞と同様の形態変化が in vivo においても観察された。 
 
（２）FROUNT 欠損・FROUNT 阻害による細胞増殖・毒性への影響 
ヒト単球由来細胞株 THP-1 細胞株を用いて、ジスルフィラムの細胞毒性を評価した結果、WST-1
アッセイによる毒性試験において変化は認められず、FROUNT 阻害による細胞毒性は確認できな
かった。また、これと同一の阻害剤処置条件にて細胞遊走活性の低下が認められた。この遊走
活性は PI3K 阻害剤で抑制されたことから、PI3K 依存的な細胞内シグナルを介することが示唆
される。これらのことから、FROUNT 阻害により細胞増殖および毒性に依存することなく PI3K
を介した細胞遊走シグナルを阻害していることが考えられた。 
マウス腫瘍モデルにおいて FROUNT 阻害により抗腫瘍活性が得られるメカニズムとしてがん

細胞に対する直接的な増殖抑制・傷害作用の可能性を検討した。細胞増殖活性は WST-1 アッセ
イにて、細胞傷害作用を LDH アッセイにより測定した。その結果、FROUNT 阻害剤では 2種類の
がん細胞（マウス肺がん細胞株 LLC およびメラノーマ細胞株 B16）に対する増殖抑制、傷害作
用は認められなかった。一方、既存の抗がん薬として臨床で使用されている 5-フルオロウラシ
ル（5-FU）についてはジスルフィラムでは細胞に影響を与えない濃度域においてがん細胞に対
する増殖抑制および細胞傷害を認めた。 
がん細胞株を用いたマウス実験的肺転移モデルにおいて、FROUNT 阻害剤の投与により著明に

転移巣形成が抑制され、マクロファージの集積抑制が認められたが、がん細胞に対する直接的
な増殖抑制・細胞傷害活性を示した 5-FU では有意な転移抑制作用は認められなかった。これら
の結果より、FROUNT 阻害により、がん細胞に対する直接的な作用によらず、マクロファージの
活性制御を介して、がん細胞の転移巣形成を阻害していることが示唆された。 
 
（３）FROUNT 欠損および FROUNT 阻害によるマクロファージ分化・活性化状態の変化 
マクロファージはケモカイン刺激を受けて CCR2 および CCR5 を介して遊走するとともに、これ
らのケモカインシグナルは腫瘍促進性マクロファージへの分極化および活性化を誘導すること
が知られている。FROUNT 欠損および FROUNT 阻害による遊走活性への作用に加えて、分化・活
性化状態の変化を解析するために、フローサイトメーターを用いて腫瘍におけるマクロファー
ジの細胞表面マーカーの発現を解析した。その結果、FROUNT 欠損マクロファージにおいては、
MHC class II、CD80、CD86 等の活性化マーカー分子の発現減弱が認められた。また M2 型に分
極化したマクロファージのマーカーである CD206 の発現低下も認められた。これらの変化は、
ジスルフィラムを投与したマウスの腫瘍マクロファージにおいても認められた。 
 
以上より、FROUNT はマクロファージの遊走シグナルのみならず、腫瘍促進性マクロファージへ
の分化および活性化にも関与しており、ジスルフィラムの処置によりがん微小環境のマクロフ
ァージにおける FROUNT 機能を阻害し遊走および分化・活性化を制御し、腫瘍抵抗性の環境を構
築することでがんの進展を抑制することが示唆された（発表論文①）。本研究成果は別研究課題
における FROUNT 阻害薬ジスルフィラムのがん患者を対象とした非臨床研究の基盤となり、臨床
研究の開始へ結び付けた（臨床研究実施計画・研究概要 jRCT ID: 031180183）。 
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