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正常上皮が分泌する「液性抗癌因子」は「細胞競合」と連携して癌防御を行うのか？
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研究成果の概要（和文）：癌はそれを取り囲む同種の正常上皮細胞により、免疫系細胞を介さずに物理的に排除
されることが報告されている。一方、癌に接触しない、正常上皮細胞も液性因子により癌排除に貢献していると
推測されるが、不明点が多い。そこで、液性因子モデルnisinの作用を解析した。その結果、nisinは上皮細胞に
大きな球状構造を誘導し、この球状構造は細胞骨格の蛋白質であるアクチン、ケラチンに包まれており、直径は
１μmを超えていた。また、nisinは大きな球状構造（Macropinocytosis様構造）を誘導しない条件でも、ケラチ
ンと細胞間結合タンパク質の複合体形成阻害など、細胞膜に作用していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have shown that normal epithelial cells sense and actively 
eliminate neighboring cancer cells using physical forces without the help of immune cells. Although 
humoral anticancer factors seem to contribute to this elimination, there is a dearth of knowledge on
 the topic. Thus, we analyzed the effect of nisin, a humoral anticancer factor, on epithelial cells.
 Nisin treatment altered keratin (K)5 and K17 distribution in the cells, making them spherical, 
along with actin incorporation. Since the spherical distribution was >1 μm in diameter, the 
possibility of a macropinocytosis-like phenomenon was indicated. Nisin was effective under 
experimental conditions wherein micropinosome-like structures were not observed. Nisin 
administration induced derangement of the cell membrane, such as flip-flop, and disruption of the 
transmembrane structure of the keratins and desmosome protein.

研究分野：解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Macropinocytosisはアクチンとの関係が着目されることが多く、ケラチン（K）5、K17がMacropinocytosis様構
造を包む報告は今までになく新規性がある。Macropinocytosisは癌細胞の代謝において重要な役割を果たすこと
が知られている。また、微小環境での癌細胞の生存に関係することから、癌の悪性度とも関連すると考えられて
おり、微小環境でのMacropinocytosis様反応についてさらに解析していく必要性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞競合は性質の異なる同種細胞間での生存競争であり、上皮細胞では勝者の正常細胞が敗
者の変異細胞（癌細胞）を免疫系の細胞を介さずに排除する（epithelial defense against 
cancer : EDAC）現象が知られている(1)。EDAC では、正常細胞に接している同種の癌細胞の物
理的排除について、近年多くの解明がされている。その一方、抗菌ペプチド(2)や exosome 中の
miRNA をはじめとする液性の抗癌因子については、物理的排除とともに EDAC に貢献していると
考えられるが、まだその主体となる因子が何かについても、液性の抗癌因子の役割や作用機序に
ついてもほとんど解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
液性抗癌因子の上皮細胞への作用、形態変化を解析することにより、EDAC を含む同種の細胞
由来癌細胞に対する正常細胞による排除機序について明らかにすることを目的とする。液性抗
癌因子の候補の１つである抗菌ペプチドの細胞への作用に関する研究は複数存在する。しかし、
細胞の形態学的変化に関する研究は少ないため、今回解析を行った。申請者は先行研究で共焦点
顕微鏡を用いて nisin が HaCaT にリング状のケラチン（K）5、17 の分布を誘導することを報告
しており、このリング状の分布の解明から本研究を開始した(3)。 
 
 
３．研究の方法 
 
抗菌ペプチドの 1つ Defensin は癌・正常上皮細胞、双方で分泌されており、過去の報告から
も生存競争に関与していることが推測される(2)。しかしながら、defensin は安定性が悪いこと
が知られている。そこで本研究では Lactococcus lactis 由来の抗菌ペプチド nisin を用い、ケ
ラチノサイト由来の細胞である HaCaT 細胞への作用を解析した(4)。 

形態観察は、微細構造を観察できる手法の中では、細胞構造を保持できる超解像顕微鏡観察法
を第一選択として行った。超解像顕微鏡は高細胞密度の画像取得に適していないため、超解像顕
微鏡観察時は Low cell density（4.0x104 cells/cm2）で、それ以外の時は 1.2x105 cells/cm2で
播種し、２日間培養後 nisin 処理を 30分間、もしくは 24 時間行った。 

低カルシウム培地での解析には、継代ごとに、カルシウム濃度を少しずつ低下させ、低カルシ
ウム濃度に馴化させた細胞を用いた。細胞遊走の解析はシリコン製のカルチャーインサートに
細胞を播種することで行った。カルチャーインサート除去後のギャップへ遊走した細胞を解析
した。 

 免疫蛍光染色は、固定、透膜処理、ブロッキング後、1時間室温で一次抗体反応、30分間二次
抗体反応をさせることで行った。二次抗体反応後の細胞は DAPI（4 ,ʹ6-diamidino2-penylindole）
を含む封入材で封入した。画像は LSM710 confocal laserscanning microscope (Zeiss, 
Oberkochen, Germany)、N-SIM super-resolution structured illumination system (Nikon, 
Tokyo, Japan)で取得した。 

 ケラチン(K)5 もしくは K17 とデスモグレイン 3（DSG）、アクチンと E カドヘリンの共局在は
近接ライゲーションアッセイにて検出した。画像は imageJ ソフトウェア及びそのプラグイン
Trainable Weka Segmentation (https://imagej.net/ Trainable_Segmentation)を用いて解析
した。細胞膜脂質の Flipflop は、annexin V により細胞表面のフォスファチジルセリンを検出
することにより確認した。 

 ３次元での nisin の細胞への作用は、丸底マイクロウェルプレートに細胞を播種して、細胞塊
形成への nisin の影響を見ることで行った。 
 有意差は MannWhitney U test にて判定した。解析には IBM SPSS Statistics 25 (IBM Corp., 
Armonk, NY, USA)を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
Nisin によるケラチン（K)5、K17 のリング状の分布の乱れがどの様な現象を示しているのか、
リング状の分布の乱れが生じない場合は nisin がケラチノサイトに作用していないのかの２点
を明らかにした。 

 超解像顕微鏡を用いた解析により、nisin による作用でケラチノサイトにはリング状というよ
りも、球状の構造が観察されることが分かった。K5、K17 だけでなくアクチンもこの球状構造を



構成していた。また、この球状構造は低温下、低カルシウム培地培養などのエンドサイトーシス
抑制条件下では観察されなかった。直径が 1μm を越えること、Macropinocytosis 阻害条件下
（アクチン重合阻害剤、細胞遊走）では観察されなかったことから、Macropinocytosis 様の反
応が起きている可能性が示唆された。 
Nisin 作用条件下で、この Macropinocytosis 様反応と類似した、ケラチノサイトの LampII の
核・核周囲から細胞質への分布変化が観察され、nisin により Lysosome などの小胞の分布に変
化が生じている可能性が考えられた。 
Nisin 作用時は細胞辺縁の均一な太さの Eカドヘリン分布が乱れ、細い波状の線状分布を示し
た。一部に他の E カドヘリン分布と直角な線状の分布も観察され、Macropinocytosis における
波状分布等との関連が示唆された。 
 また、Macropinocytosis様の構造が観察されない短時間のnisin作用条件でも、細胞膜のflip-
flop、有意なデスモゾーム・中間径フィラメント複合体の減少が観察され、nisin が作用してい
ることが明らかになった。さらに nisin により細胞塊形成の阻害が確認されたことから、平面培
養だけでなく、３次元培養でも nisin がケラチノサイトに作用することが明らかになった。 
Macropinocytosis は癌細胞の代謝において重要な役割を果たすことが知られている。また、微
小環境での癌細胞の生存に関係することから、癌の悪性度とも関連すると考えられており、微小
環境での Macropinocytosis 様反応についてさらに解析していく必要性が示唆された 
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