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研究成果の概要（和文）：我々は、癌細胞で恒常的に活性化しているシグナル伝達経路が、免疫

抑制性因子の産生を制御しているという仮説のもと、キナーゼ siRNA ライブラリーとヒト樹
状細胞を用いた機能的スクリーニング法により、７つの新規候補キナーゼを同定した。その内

SKT24は、ヒト悪性黒色腫細胞株及び組織でそのリン酸化が著しく亢進しており、ヒト悪性黒
色腫細胞株の IL-10, TGF-β, CCL2の産生抑制を介して免疫抑制機構を成立させている可能性
が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we have attempted to identify new signaling molecules 
which trigger multiple immunosuppressive and tumor promoting cytokines and 
chemokines. By screening dendritic cell (DC) suppressing activity of culture supernatants 
from the human melanoma cell line treated with human kinase siRNA library, we found 7 
kinases. One of them, Serine/Threonine kinase 24 (STK24), was found to induce production 
of IL10, TGF-β, and CCL2 by human melanoma cells. Phosphorylated STK24 was 
increased in various human melanoma cell lines and melanoma tissue. These results 
indicate that activated STK24 in cancer cells is involved in the generation of tumor 
promoting and immunosuppressive tumor microenvironment. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、同定されたヒト癌抗原を用いて、各
種癌免疫療法の開発と臨床研究が行われて
きたが、患者体内で抗腫瘍免疫を誘導する能
動免疫法、いわゆる癌ワクチン法では、未だ
期待されたほどの治療効果は得られていな
い。一方、体外で培養し、癌抗原によって活
性化したT細胞を多量投与する養子免疫療法

では、多発性の転移をもつ進行悪性黒色腫患
者に対して、標準RECIST基準で70%以上の治
療効果が報告された。また最近では、抗腫瘍
T細胞受容体を導入して作製した抗腫瘍 T細
胞を用いた養子免疫療法において、肉腫など
の様々な癌種に対しても高い治療効果が期
待できることが報告され、免疫細胞を用いた
癌免疫治療法が注目されている。 
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しかし、現在の養子免疫療法は手間と副作
用も伴うため、理想的な治療法とはいえず、
今後、さらなる免疫制御法の開発が期待され
ている。既に海外においては、GSK社による
肺癌ワクチンの第III相臨床試験が開始され
ており、能動免疫法の改良は、癌免疫治療に
おいて重要な研究領域となっている。我々は、
能動免疫法で十分な効果が得られない主な
原因が、癌細胞による免疫抑制であると考え、
癌細胞が産生する免疫抑制性分子の産生機
構や、T細胞及び樹状細胞などの免疫細胞に
及ぼす影響について解明してきた。 
癌細胞による免疫抑制性分子(IL-10や
TGF-E等)の産生は腫瘍免疫抑制の重要な一
原因だが、その産生機構の詳細は不明であっ
た。我々は、多くの癌が複数の免疫抑制性分
子を共通に産生している背景には、共通の産
生機構が存在していると仮定し、多くの癌で
共通に活性化しているシグナル伝達経路の
関与を解析した。その結果、悪性黒色腫にお
いて、変異型 BRAFにより恒常的に活性化し
た MAPKシグナル伝達経路が、IL-10, IL-6, 
VEGF等の免疫抑制性サイトカインの産生を
誘導し、樹状細胞の成熟化を阻害しているこ
とを見出した。これらのシグナル伝達経路の
抑制は、複数の免疫抑制性分子の発現を同時
に制御する作用を持つことから、個々の抑制
性分子を制御する治療法に優る可能性を持
つ。今後、新しい癌の免疫制御技術として、
これらのシグナル伝達分子に対する分子標
的療法が開発される可能性があるが、これら
のシグナル経路のみで癌の免疫抑制機構を
全て説明することは困難であり、より詳細か
つ包括的に腫瘍免疫抑制に関連する新規癌
シグナル伝達経路を検索する必要がある。 
 
２．研究の目的 
癌細胞による免疫抑制機構は、癌の免疫療
法において重大な障害であり、その克服は癌
免疫療法を成功に導く上で重要な課題であ
る。しかし、その詳細な分子機構、特に癌細
胞に由来する様々な免疫抑制性因子の産生
機構の多くは解明されていない。我々は、癌
細胞で恒常的に活性化しているシグナル伝
達経路の一部が、免疫抑制性因子の産生を制
御しているという仮説のもと、機能的スクリ
ーニング法により、腫瘍による免疫抑制の克
服を目的とした新規分子標的探索を試みた。 
 
３．研究の方法 
ヒト悪性黒色腫細胞の培養上清中には、ヒ

ト単球由来樹状細胞(MoDC)の TLR4シグナル
を抑制し、IL-12などのサイトカイン産生を
強力に抑制するエフェクター分子が含まれ
ている。そこで本研究では、癌細胞が発現す
る免疫抑制性エフェクター分子の産生機構
を解明する目的で、シグナル伝達経路を標的

とするsiRNAライブラリーを用いた機能的ス
クリーニング法を以下のように試行し、新規
標的分子を同定し、機能解析を行った。 
(1)ヒトのキナーゼを網羅的に阻害する 800
種類のsiRNAライブラリーを悪性黒色腫細胞
株 A375に作用させた時に、その培養上清中
に産生される樹状細胞活性化抑制因子の変
動を、LPS刺激後に樹状細胞(DC)から産生さ
れるIL-12を測定することにより間接的に判
定し、IL-12産生抑制を有意に回復したsiRNA
を陽性とした。 
(2)更に、陽性キナーゼの発現を抑制する
shRNA発現レンチウイルスベクターを作製し、
恒常的に標的分子の発現を抑制した悪性黒
色腫細胞株を樹立し、種々の免疫抑制性分子
の産生の変動、細胞増殖・浸潤能に対する影
響を評価した。 
(3)同定した候補分子の 1つである STK24に
ついては、各種癌細胞株・悪性黒色腫組織に
おける活性化状態を正常細胞・組織と比較検
討及び、 nude miceを用いた移植実験により、
担癌生体におけるSTK24と癌の悪性度や免疫
抑制との関連について評価を試み、新規分子
標的としての意義について検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) キナーゼsiRNAライブラリーを用いたス
クリーニングによる候補分子の同定 
ヒト悪性黒色腫細胞株A375に800種類の

ヒトキナーゼを阻害するsiRNAを個別に作用
させた後、培養上清を回収した。ヒト末梢血
単核球より誘導した DCに、回収した上清を
添加し一晩静置後、LPS刺激後に産生されて
くる IL-12を定量し、コントロール A375の
培養上清添加時と比較して、有意にIL-12産
生が上昇(回復)したsiRNAを陽性と判定した。
その結果、最終的に 7種類の陽性キナーゼ
siRNAを得た。 
 
(2) STK24は CCL2や IL-10の産生を介して
DCの機能を抑制する 
7種類の候補キナーゼの内の一つは、

MAPKKである Serine/Threonine Kinase 24 
(STK24)を標的としていた。STK24の機能を詳
細に解析する目的で、shRNA発現レンチウイ
ルスベクターを作製して、安定したSTK24発
現抑制株を作製した。コントロールとして、
哺乳類細胞で内在性に発現を認めない蛍ル
シフェラーゼを標的とする shRNA(GL3B)発現
レンチウイルスベクターを用いた。 
スクリーニングに用いたA375を含む4種

類の悪性黒色腫細胞株(624mel, 888mel, 
928mel)に STK24 shRNAレンチウイルスベク
ターを感染させたところ、STK24 の発現抑制
に伴い、その培養上清で前処理した DCから
産生されるIL-12量が回復した事から、STK24
は各種悪性黒色腫細胞による DCの機能抑制



 

 

に関連している可能性が示唆された。 
次に、ヒト悪性黒色腫細胞株が産生する免
疫抑制分子(IL-6, IL-10, TGF-β等)とSTK24
との関連を調べるために、A375及び 624mel
において STK24を恒常的に発現抑制し、
Bio-plex (Bio-Rad Inc.)を用いて、癌細胞
が産生する液性因子の網羅的な解析を試み
た。その結果、A375及び 624melにおいて
STK24は、IL-10やCCL2(MCP-1)の産生に関連
していることが示唆されたので、上述の4種
類の細胞株において、IL-10及びCCL2の産生
量を ELISAで再度測定したところ、IL-10は
4種類すべてで、CCL2は 3種類の細胞株
(888melはCCL2を産生せず)において、STK24
の発現抑制により産生低下が認められた。
我々は、中和抗体を用いた実験により、IL-10
及びCCL2が悪性黒色腫によるDCの活性抑制
に重要なエフェクターである事を確認して
いるため、STK24による樹状細胞活性抑制に
はこれら2種類の因子の産生が重要である可
能性が示唆された。 
 
(3) STK24はヒト悪性黒色腫細胞株の細胞増
殖と浸潤能を制御する 
これまでに STK24の下流分子として、

serine/threonine kinaseである ERK、NDR 
(nuclear Dbf2-related) kinase 及 び
PTP-PEST (PEST-type Protein-Tyrosine 
phosphatase)の 3種類が報告されている。 
NDRは、細胞周期の進行や細胞の形態に関連
しており、ERKは多くの癌で活性化している
増殖・浸潤などに関連するシグナルである。
STK24の下流でERKとNDRが活性化される事
から、STK24は癌の増殖・浸潤能などの悪性
形質にも関連している可能性が考えられる。
そこで、STK24の発現阻害が、悪性黒色腫細
胞株の細胞増殖・浸潤能に与える影響につい
て検討した。STK24の発現阻害により、624mel
を除く 3種類の悪性黒色腫細胞株において、
僅かであるが増殖抑制効果を認めた。また、
Matrigel chamberを用いた浸潤能の検討では、
A375においてのみ弱い浸潤能の低下を認め
た。以上の結果より、STK24シグナルは、一
部の悪性黒色腫細胞の細胞増殖や浸潤能に
も影響している可能性が示唆された。 
 
(4) STK24は多種類のヒト癌細胞株及びヒト
悪性黒色腫組織で活性化を認める 
STK24は多くの正常組織で発現しており、
特に癌で発現が上昇しているという報告は
ない。従って、STK24が癌の免疫抑制機構を
克服する分子標的となるためには、STK24の
活性化が、正常細胞・組織と比較して癌細
胞・組織で強く起きていることを証明する必
要がある。そこで、各種ヒト癌細胞株（悪性
黒色細胞株8株、大腸癌株4株、肺癌細胞株
4株、腎細胞癌株3株、膵臓癌株3株、乳癌

細胞株1株）と、正常細胞（線維芽細胞、293T、
Ｔ細胞、単球）よりタンパクを抽出し、
Phos-tagを加えたSDS-PAGEとwestern blot
によりSTK24のリン酸化レベルを比較した。 
正常細胞と比較して、多くの癌細胞株におい
てSTK24の非リン酸化バンドに対するリン酸
化バンドのシグナル比の上昇を認めた事か
ら、STK24の活性化が、多くの癌細胞株で生
じていることが示唆された。 
同様に、ヒト悪性黒色腫の組織検体（信州
大学医学部皮膚科より提供）においても、正
常組織と比較してSTK24のリン酸化レベルの
上昇が8検体中5検体で見られた。以上より、
STK24は多くのヒト癌細胞・組織において活
性化されているシグナル伝達分子である可
能性が示唆され、癌に選択性を持った分子標
的となりうると考えられた。 
 
(5) 担がんマウス生体における癌細胞 STK24
の機能解析 
これまでの解析により、STK24はヒト悪性
黒色腫細胞株からの IL-10や CCL2の産生制
御により宿主の免疫応答を抑制すること、
STK24はヒト悪性黒色腫細胞株を含む多くの
ヒト癌細胞株及び組織においてリン酸化が
上昇していることが示され、STK24が新規分
子標的になりうる可能性が示唆された。そこ
で、STK24が新規分子標的になりうるかを、
マウスモデルを用いて検証した。 
ヒトIL-10やCCL2はマウスのDCやマクロ
ファージ等に交叉反応することが知られて
いる。IL-10は癌微小環境において免疫抑制
性 DCを誘導し、活性化 T細胞の機能や増殖
を抑制すること、CCL2は腫瘍局所へのマクロ
ファージや CD31+血管内皮細胞の遊走を誘導
し、腫瘍の転移や増殖促進することが既に報
告されている。そこで担癌マウス生体におい
て、STK24の発現抑制が癌微小環境における
がん免疫抑制や腫瘍の悪性度にどのような
影響をもたらすかを、ヌードマウスを用いて
解析を試みた。具体的には、shRNA発現 HIV
ベクターを用いて恒常的にSTK24を発現抑制
したA375ないし、コントロールshRNA(GL3B)
を感染した A375をヌードマウスに移植し、
継時的に腫瘍径の測定を行った。STK24によ
る担がんマウス生体での免疫抑制活性につ
いては移植後13日目に、STK24によるがん微
小環境に与える影響については移植後 26日
目に、それぞれマウスを解剖し、解析を試み
た。 
 
① STK24の発現抑制により腫瘍浸潤DCの機
能は回復しT細胞の増殖を促進する 
in vitroでの機能解析において、STK24の
発現抑制により複数の免疫抑制分子の産生
低下を介して DCの機能が回復することを示
してきた。そこで、担がんマウス生体におい



 

 

ても同様に、STK24の発現抑制によりDCの機
能が回復するか否かについて検討を行った。
具体的にはA375 移植後13日目に、腫瘍組織、
センチネルリンパ節及び脾臓を摘出し、
CD11c+ DCを単離し、LPS刺激後のサイトカ
イン産生能及びT細胞の活性化に与える影響
について比較検討を行った。 
LPS刺激後にDCから産生される免疫抑制性
サイトカイン IL-10は、STK24を発現抑制し
た群において、有意に低下した。一方で、炎
症性サイトカインでありTh1誘導を促進する
TNF-αの産生は、逆にSTK24を発現抑制した
群において上昇が認められた。次に、コント
ロールマウス群の脾臓からCD90.2+ T細胞を
単離し、各群由来の DCとの同種リンパ球混
合反応を行ったところ、STK24の発現抑制群
由来の方で、有意なT細胞の増殖がみられた。
STK24の発現抑制により、癌細胞由来の免疫
抑制性サイトカインの低下が誘導され、がん
微小環境下における DCの免疫抑制活性が低
下したことで、T細胞の増殖能が回復したと
推測される。 
 
② STK24はCCL2の産生を介して腫瘍浸潤マ
クロファージを増加させ腫瘍の増殖を促進
する 
腫瘍組織は癌細胞の他に、マクロファージ
やT細胞をはじめとした免疫細胞、線維芽細
胞や間葉系幹細胞などの間質組織などが集
積し、癌間質と呼ばれる微小環境を構成して
いる。特に腫瘍内浸潤したマクロファージは、
癌局所においてArginaseやiNOsなどを産生
し免疫応答を抑制するだけではなく、腫瘍の
増殖や転移を促進することが既に報告され
ている。腫瘍が産生する CCL2は腫瘍内にマ
クロファージを浸潤させる強力なケモカイ
ンであることが知られており、中和抗体を用
いた実験において、腫瘍内浸潤したマクロフ
ァージを抑制し腫瘍の増殖が低下すること
が報告されている。STK24は悪性黒色腫細胞
株の CCL2の産生を制御している分子である
ため、癌微小環境に作用し、腫瘍の増殖に影
響を与える可能性が推測されるため、継時的
な腫瘍径の測定及び、腫瘍内浸潤したマクロ
ファージの細胞数について比較検討を行っ
た。移植後 25日目の腫瘍径を比較したとこ
ろ、STK24をノックダウンした群において、
コントロール群(GL3B)よりも有意な腫瘍径
の差を認めたため、移植後26日目において、
各群より腫瘍の摘出を行い、腫瘍内浸潤して
いるマクロファージの細胞数について比較
を試みた。その結果、STK24ノックダウン群
においては、マクロファージの浸潤が低下し
ていることを認めた。 
 
以上のことより、STK24の発現抑制に伴い、
癌細胞が産生する IL-10や CCL2などの免疫

抑制性のサイトカインやケモカインの産生
が低下することや、これら液性因子は DCや
マクロファージの機能を抑制していること
を見出した。また、担がんマウスモデルを用
いての STK24の機能解析において STK24は、
IL-10等の免疫抑制分子の産生を介して腫瘍
内浸潤している DCの免疫抑制の誘導及び、
CCL2の産生を介した腫瘍局所へのマクロフ
ァージの浸潤促進と腫瘍の増殖促進を誘導
していることも見出した。CCL2の産生経路に
ついては NF-κBが関連していることが報告
されているが、NF-κBは免疫細胞を含め正常
な細胞において重要なシグナルであるため、
治療標的に不向きである。しかし、STK24は
癌組織において活性が特異的に上昇してい
ることを見出しており、副作用の少ない薬剤
の開発につながる可能性がある。 
今後は、残りの候補分子に関しても同様に
悪性黒色腫における病態形成とその免疫抑
制機構との関連性などを解析していく予定
である。 
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