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研究成果の概要（和文）：血管作動性腸管ペプチド（VIP）受容体2（VIPR2）の乳癌細胞遊走・増殖における関
与と、その分子基盤の解明を目的に検討を行った。乳癌細胞へのVIPR2の安定発現はVIP誘導性の細胞遊走と細胞
増殖を促進し、in vivo腹腔内増殖が亢進することを明らかにした。一方、VIPR2選択的アンタゴニストペプチド
KS-133の処置は、VIPR2過剰発現の効果を無効化し、VIP誘導性の細胞遊走や増殖を著しく阻害した。これらの結
果は、VIPR2シグナルが乳癌細胞遊走や細胞増殖を調節することを示しており、VIPR2過剰発現によるこのシグナ
ルの破綻が乳癌の増悪化につながる可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether vasoactive intestinal peptide (VIP) receptor 2 
(VIPR2) is involved in exacerbation (cell migration and proliferation) of breast cancer. We 
demonstrated that stable expression of VIPR2 in breast cancer cells promoted VIP-induced cell 
migration and cell proliferation, and enhanced the proliferation in intraperitoneal in vivo. In 
contrast, treatment with the VIPR2-selective antagonist peptide KS-133 abolished the effects of 
VIPR2 overexpression and markedly inhibited VIP-induced cell migration and proliferation. These 
results indicate that VIPR2 signaling regulates breast cancer cell migration and proliferation, and 
suggest that disruption of this signaling by VIPR2 overexpression may lead to exacerbation of breast
 cancer.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、脳神経細胞の解析から研究代表者らが見いだした神経突起伸長に関わる新規シグナルVIP-VIPR2を癌
細胞研究へと応用した、学術的意義の大きいものであり、その達成は、生体で利用可能な新規抗癌剤の開発に繋
がるものである。VIPR2は全身にわたる諸臓器で発現しており、それらの臓器を原発部位とする癌細胞でVIPR2遺
伝子の変異やコピー数の増加が高頻度に観察されているという大きな特色がある。またVIPR2はGタンパク質共役
型受容体であり、創薬標的としての妥当性が高く、治療薬開発の実現に向けて大きな可能性を秘めている。

※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 
細胞遊走・増殖を含む基本的な細胞プロセスの異常な活性化は発癌のリスクを増加させ、癌
の増悪化を促進させる。我々は PLC-related catalytically inactive protein (PRIP)が PI3K-
PI(3,4,5)P3 代謝経路を調節することで、抗腫瘍効果(細胞分裂の正常化、アポトーシス抵抗性
の緩和、細胞増殖抑制)を導くことを見出した (Asano et al., Sci Rep, 2017, 2019)。PRIP を
強制発現させた乳癌細胞を移植したマウス転移モデルの実験では、PRIP の過剰発現により癌の
リンパ節転移を抑制できた。一方で我々は、血管作動性腸管ペプチド(vasoactive intestinal 
peptide: VIP)とその受容体(VIPR2)を介したシグナルが乳癌細胞において、リン酸化 AKT を増
加させることを明らかにしている。AKT のリン酸化は PI3K-PI(3,4,5)P3 経路の下流に位置する
ことから VIP-VIPR2 シグナルが乳癌の憎悪化に関与している可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
血管作動性腸管ペプチド（VIP）受容体 2（VIPR2）は、クラス Bの Gタンパク質共役型受容体で
あり、主に Gαsタンパク質を介して cAMP を増加させ、プロテインキナーゼ A（PKA）や Epac を
介した ERK の活性化に関与している。さらに、VIPR2 は Gαi および Gαq タンパク質とも結合
し、下流の PI3K や PKC などの多様なシグナル伝達分子を調節している。乳癌を含む複数の癌種
で VIPR2 遺伝子のコピー数の増加が報告されている。細胞遊走・増殖を含む基本的な細胞プロセ
スの異常な活性化は発癌のリスクを増加させ、癌の増悪化を促進させる。PI3K 経路や ERK 経路
は細胞遊走や細胞増殖に関わることから VIPR2 シグナルの癌憎悪化への関与が予想されたが、
その病態生理学的役割は未解明であった。そこで本研究では、VIPR2 を安定発現させたヒト乳癌
細胞株 MCF-7 および MDA-MB-231 を樹立し、乳癌細胞遊走・増殖における VIPR2 の関与と、その
分子基盤の解明を目的に検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞増殖試験 
細胞増殖試験は、前谷らによって報告された条件を用いた（Maetani et al., 2021）。 VIPR2-
EGFP または EGFP のみを安定発現する MCF-7 および MDA-MB-231 細胞を、35 mm 培養容器に 1×
105 細胞を播種した。 6時間後、100 nM VIP、0または 10 μM U0126、および 0または 100 nM 
KS-133 を 2%ウシ胎児血清（FBS）を含む新鮮な培地と交換した（0日目）。 MCF-7 細胞と MDA-MB-
231 細胞を BZ-X800 蛍光顕微鏡で観察し、血球計算盤を用いて細胞数を 24時間ごとに 4日間カ
ウントした。 
 
（2）腹腔内乳癌細胞増殖実験 
乳癌細胞 MDA-MB-231 の腹腔内細胞増殖は、Cabral らの方法を参考に行った（Cabral et al., 
2007）。 5 週齢のメスのヌードマウス(BALB/c-nu)の腹腔内に、VIPR2-EGFP または EGFP（コント
ロール）を安定発現する MDA-MB-231 細胞(6×106細胞/200 μL PBS)を投与した。 腫瘍の成長
は、NightOWL (Berthold Technologies) を用いて可視化し、1週間ごとに 3週間観察した。 
 
（3）細胞遊走試験 
MDA-MB-231 細胞を 35 mm 培養容器に播種し、培養容器の接着面を覆い尽くすまで培養し、イエ
ローチップの先端で中央部を一直線に傷つけた。その後、100 nM VIP を含む無血清培地に交換
した。37°C のサーモプレート（東海ヒット）上の細胞を顕微鏡で観察し、6時間ごとにモニタ
ーした。 先頭細胞の移動速度を算出した。 
 
（4）移動端細胞膜の伸長試験 
遊走細胞の移動端細胞膜の伸長を観察するために、細胞を μ-dish (Ibidi)に播種し、コンフル
エントになるまで培養し、ピペットチップでスクラッチした後、100 nM VIP で刺激した。生細
胞イメージングにより、細胞を 2分ごとに 60 分間観察した。 ImageJ 1.53a MultipleKymograph 
プラグインを使用して、移動端のキモグラフ分析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)血管作動性腸管ペプチド受容体 2の乳癌細胞増殖への関与 
乳癌細胞への VIPR2 の安定発現は VIP 誘導性の細胞増殖を促進した。また、ヌードマウスを用い
た in vivo における MDA-MB-231 細胞の腹腔内増殖実験も VIPR2 を安定発現させた細胞で亢進し
ていることがわかった(図 1)。一方、VIPR2 選択的アンタゴニストペプチド KS-133 の処置は、
VIPR2 過剰発現の効果を無効化し、VIP 誘導性の細胞増殖を著しく阻害した。また VIPR2 安定発
現乳癌細胞では、VIP 誘導時の cAMP や ERK レベルの増加が促進された。 さらに、分裂促進因子
活性化タンパク質キナーゼキナーゼ阻害剤（MAPKK inhibitor, U0126）の処置は、VIPR2 安定発
現乳癌の腫瘍増殖を、コントロール細胞と同レベルまで抑制した。これらの結果は、VIPR2 シグ



ナルが cAMP/ERK 経路を介して乳癌細胞増殖を促進させることを示しており、VIPR2 過剰発現に
よるこのシグナルの破綻が乳癌の増悪化につながる可能性を示唆している。 

 
(2)血管作動性腸管ペプチド受容体 2の乳癌細胞遊走への関与 
ホスファチジルイノシトール代謝は、癌の遊走・転移と細胞増殖に大きく関与している。 遊走
細胞の移動端での葉状仮足の形成は、イノシトールリン脂質 PI(4,5)P2 から PI(3,4,5)P3 への
代謝が必須である。産生された PI(3,4,5)P3 は、WASP ファミリーバープロリン相同タンパク質 
2(WAVE2)の細胞膜への限局を促進し、グアニンヌクレオチド交換因子 RAC を介したアクチンフ
ィラメントのリモデリングを調節する。我々は、VIPR2 が上述した経路を介した細胞遊走の調節
に関与しているか否かを調べた。 MDA-MB-231 および MCF-7 細胞内の VIPR2 のノックダウンおよ
び PI3 キナーゼ(PI3K)γ阻害剤または VIPR2 選択的アンタゴニストペプチド KS-133 の添加は、
VIP 誘導性の細胞遊走を阻害した。対照的に、外因性 VIPR2 の安定発現は、VIP 誘導性の腫瘍細
胞遊走を促進させ（図 2）、PI3K の活性化を向上させた。また、PI(3,4,5)P3 の細胞膜への局在
化は、VIPR2 のノックダウンによって著しく抑制された。MDA-MB-231 細胞における VIPR2 ノック
ダウンは葉状仮足の伸長を抑制した。 VIPR2 過剰発現細胞では、VIPR2 は葉状仮足の細胞膜上に
集積し、WAVE2 と共局在した。一方、VIPR2 ノックダウンは細胞膜上の WAVE2 レベルを低下させ、
WAVE2、アクチン関連タンパク質 3、およびアクチン間の相互作用を阻害した。これらの結果は、
VIP-VIPR2 シグナルが、PI3K を活性化し、PI(3,4,5)P3 の産生を介して、WAVE2 の関与するアク
チンの重合核形成と葉状仮足の伸長を調節することにより、乳癌遊走を制御することを示唆し
ている。 
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VPAC ISBAP 2022 (Joint symposium of the 1st Meeting of the International Society for Bioactive Peptides and the 15th
International Symposium on VIP, PACAP and Related Peptides)（国際学会）
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 ３．学会等名
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The VIP/VIPR2 pathway regulates breast cancer cell migration

Neuron-specific overexpression of human VPAC2 receptors in mice causes cognitive dysfunction
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Activation of the VPAC2 Receptor Impairs Axon Outgrowth and Decreases Dendritic Arborization in
Mouse Cortical Neurons by a PKA-Dependent Mechanism

Frontiers in Neuroscience 521～532
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神経発達障害モデルマウスにおける機械的アロディニアの発症とミクログリアの関与

イミダゾールジペプチドの中枢作用に関する検討
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神経ペプチド受容体VIPR2のオリゴマー化とその機能的意義
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A potential role of neuropeptide receptor VIPR2 signaling in tumor cell migration

Abnormal pain sensitivity associated with spinal microglial activation in a prenatal valproic acid-induced mouse model of
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マウス胎生期のバルプロ酸曝露は脊髄でのミクログリアの増殖とアロディニアを引き起こす

Possible role of histone deacetylase inhibition in tactile hypersensitivity in a mouse model of autism spectrum disorder
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鎮痛作用を示さない低用量μオピオイド受容体アゴニストは自閉スペクトラム症モデルマウスの社会性行動障害を改善する
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The 7th Congress of the Asian College of Neuropsychopharmacology (AsCNP)（国際学会）

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 １．発表者名

Abnormal pain sensitivity in a prenatal valproic acid-induced mouse model of autism spectrum disorder

Overexpression of VIPR2 in neurons causes defects in dendritic growth and cognitive impairment
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Regulation of tumor cell migration by vasoactive intestinal peptide (VIP)－VPAC2 receptor signaling
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Yukio Ago, Lu Chen, Tatsunori Miyaoka, Mei Yamada, Teruaki Masutani, Kenji Ishimoto, Shinsaku Nakagawa, Satoshi Asano,
Kotaro Sakamoto
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A potent and highly selective VPAC2 receptor antagonist peptide KS-133 counteracts cognitive impairment in a mouse model
relevant to schizophrenia

脳神経細胞 での VPAC2 受容体の過剰発現は認知機能障害を引き起こす

VPAC2 受容体の制御する細胞遊走メカニズム

胎生期バルプロ酸投与マウスは熱刺激およびカプサイシン誘発痛の 増大と機械的アロディニアを示す

 １．発表者名

 １．発表者名

山坂美紗, 浅野智志, 早田敦子, 中澤敬信, 橋本 均, Waschek James, 吾郷由希夫

今戸瑛二,浅野智志,中村庸輝,中島一恵,森岡徳光,津賀一弘,入舩正浩,田熊一 敞, 吾郷由希夫



2021年

2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第 63 回歯科基礎医学会学術大会

第 140 回日本薬理学会近畿部会

日本薬学会第141年会
 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第 43 回日本生物学的精神医学会・第 51 回日本神経精神薬理学会

宮岡辰典, 陳 露, 山田めゐ, 古庵大地, 浅野智志, 石本憲司, 中川晋作, 早田敦子, 中澤敬信, 原田彰宏, 橋本 均, Waschek James, 吾
郷由希夫

浅野智志, 吾郷由希夫

山田めゐ, 陳 露, 宮岡辰典, 桝谷晃明, 石本憲司, 樋野展正, 中川晋作, 浅野智志, 坂元孝太郎, 吾郷由希夫

山坂 美紗、浅野 智志、早田 敦子、中澤 敬信、橋本 均、Waschek James、吾郷 由希夫

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

ヒト VPAC2 受容体の過 剰発現を細胞種特異的かつ時空間的に制御可能な新しいトランスジェニックマウスモ デルの開発

神経ペプチドVIP-VPAC2受容体シグナルは、がん細胞遊走を 制御する新規の分子機構である

新規選択的 VPAC2 受容体アンタゴニストペプチドの創製と その中枢薬理作用

VPAC2受容体の制御する細胞遊走メカニズム
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