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研究成果の概要（和文）：化合物Pyra-Metho-Carnil（PMC）は、特にT細胞とB細胞を欠くヌードマウスにおい
て、腫瘍成長を強力に抑制する。我々の解析では、PMCはTHP-1細胞のマクロファージへの分化と成熟を抑制し、
共培養において腫瘍塊の成長を阻害し、PMCの作用機序は、NFκBシグナリングを介して腫瘍関連マクロファージ
を抑制することによるものと考えられた。さらに、マウス実験でもPMCの腹腔内投与がマクロファージの成熟を
抑制する効果を示した。またPMCの標的である、KDEL受容体を阻害する新規化合物が同定され、KDELRを標的とし
たドラッグデリバリーシステムも開発した（特許出願済）。

研究成果の概要（英文）：The compound Pyra-Metho-Carnil (PMC) potently inhibits tumor growth, 
especially in nude mice lacking T and B cells. In our analysis, PMC inhibited the differentiation 
and maturation of THP-1 cells into macrophages and inhibited tumor mass growth in co-culture, 
suggesting that the mechanism of action of PMC is by suppressing tumor-associated macrophages via NF
κB signaling. Furthermore, intraperitoneal administration of PMC also inhibited macrophage 
maturation in mouse experiments. A novel compound that inhibits the KDEL receptor, a target of PMC, 
has also been identified, and a drug delivery system targeting KDELR has been developed (patent 
pending).

Translated with DeepL.com (free version)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに癌に対する多くの分子標的薬が開発されてきたものの、多くの場合薬剤抵抗性を生じる。変異KRASは
多くの癌において変異が認められ、これまで直接の分子標的薬はなかったが、近年開発が進んできた。しかし同
様に、薬剤抵抗性が問題となっている。その原因は変異KRASが制御するシグナルの上流にバイパスが形成される
ことが考えられているが、我々はその下流の分子であるKDELRを標的とすることにより、抵抗性の出現の低い抗
腫瘍化合物が可能であり、これまでに治療法のない難治性癌の加療が可能になる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

RAS遺伝子の変異は全癌の 30%近くに認められ、膵臓癌で 95%、大腸癌で 45%,肺

癌で 35%にも上る変異率を示す。最近 KRAS 変異 G12C の C を標的とした化合物

（AMG510）が開発されているが、この癌は全癌の 3％にすぎず、変異 KRASは依然と

して標的不能といえる。さらにその変異 KRAS 関連シグナルの下流の BRAF や PTEN

などの分子においても多くの癌で変異が認められるが、それらの分子標的薬は最初のう

ちだけ効果を示すが、すぐに薬剤耐性を示す。近年免疫チェックポイントが多くの癌種

に適応され、効果を示しているが、変異 KRASは癌におけるMHCの発現を低下させる

ために、MHC 依存的な免疫反応から逃避させる働きがある。さらに MHC 非依存的な

自然免疫系においても、TIGIT-CD155 等の免疫チェックポイントが変異 KRAS による

CD155 の膜局在推進機構により逃避機構が働いていることが我々の研究により明らか

になった (Anticancer Research, 40, Tsunoda et al. 2020)。ここで興味深いのが、変異 KRAS

は腫瘍の増殖を助けるリンパ球の腫瘍塊への浸潤を促進していることである。腫瘍浸潤

リンパ球（Tumor infiltrating Lymphocyte：TIL）は腫瘍関連マクロファージ（Tumor-

Associated Macrophage：TAM）と同様に腫瘍増殖を促進するものが存在し、変異 KRAS

陽性腫瘍はリンパ球やマクロファージと共生し腫瘍免疫微少環境(Tumor Immune Micro 

Environment:TIME）を形成していると想定された。実際に、AMG510は KRASG12C陽

性腫瘍の直接効果に加え免疫賦活効果もあることが言われている (Nature, 575, Canon et 

al. 2019)。しかし、なぜ変異 KRASシグナルを抑制すると免疫賦活効果が得られるかと

いう事に関しては不明な点が多い。よって、全癌の多くを占める変異 KRAS関連分子の

制御法は臨床上大きな意味合いがある。 

我々は、ヒト大腸癌細胞株 HCT116より遺伝子組み換えの手法を用いて、現在でい

う片アレルのみのゲノム編集を行い、変異 KRASのみを欠失させた HKe3細胞大腸癌細

胞株を樹立して、変異 KRASの機能制御により癌が抑制されること、即ち、分子標的療

法の可能性を世界に先駆けて報告した(Science,260, Shirasawa et al.1993)。HCT116より変

異 KRASを欠失させて得られたクローンは複数あるが(HKe3, HKh2 etc.)、その中でも、

大腸クリプト様の正常形態を示す HKe3細胞を選択し、この細胞に野生型 KRASまたは

変異 KRAS（G13D）を再発現させ、この細胞ペア（HKe3-wtKRAS：正常モデル、及び、

HKe3-mtKRAS：癌モデル）の比較で変異 KRASカスケードによる変化を形態的にも遺

伝子の発現においても浮き彫りにさせることが可能である (Anticancer Research, 35, 

Tsunoda et al.2015) 。そこで我々は、この癌モデルに効果を示し正常モデルには効果を

示さない薬剤を選別できる生体微少環境類似スクリーニングシステムを構築し、Pyra-

Metho-Carnil（PMC）を多くの天然物由来化合物の中から同定した（特願 2020-017307）。

さらにその標的タンパク質を PMCに磁性ナノビーズをリンカーで連結し、プルダウン

アッセイを行ったところ、ゴルジ‐小胞体のタンパク質輸送に関与する KDEL（Lys-Asp-

Glu-Leu） receptor (KDELR)を同定した。KRASはゴルジ‐小胞体間タンパク質輸送（順

行性と逆行性）を活性化していると考えられ、KDELR はタンパク質品質管理に関する

逆行性輸送に関与している。PMCは KDELRの KDEL配列認識部位に結合し、ゴルジ

‐小胞体輸送の逆行性輸送を阻害し ROSを産生する。結果的に過剰な ROSが産生され

ることで、細胞死を誘導する。また ROS の放出は自然免疫と大きくかかわっており、



実際 PMCを B細胞、T細胞が欠失し、自然免疫系が正常のマウスに投与すると非常に

高い抗腫瘍効果を示すことより、何らかの自然免疫賦活効果があるのではないかと考え

られた。 

我々は、日本人健常人由来のリンパ球を Il-2 や CD3(OKT3)刺激により培養増殖さ

せ、MHC非拘束性の NKG2Dの発現が高いＴリンパ球と NK細胞の混合細胞、すなわ

ち(cytokine activated killer: CAK) 細胞を取得し、我々が有するヒト大腸癌（コーカソイ

ド由来）スフェロイドのアロジェニック（同種異系間）共培養系を構築することに成功

した(Tsunoda et al. 2020)。本研究ではさらに、CAK細胞はその都度健常人から入手する

必要があったので、我々はヒト急性単球性白血病由来の単球モデルである THP-1 細胞

株（日本人由来）と腫瘍塊との共培養システムを構築した。 

 

 

２．研究の目的 

  当該研究では、変異 KRAS が微少環境にて制御するシグナルの全貌を３次元培養系を用いて

解明し、新たな癌の治療法を開発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 In vitro解析としては、我々が構築した癌モデル及び正常モデルを用いて、PMAにて分化誘

導した THP-1と共培養し、その中での PMCの効果を検証した。また RNA‐seqにより関与す

る分子を探索した。 

  In vivo解析としてはマウスにおける PMCへのマクロファージへの影響をフローサイトメト

リーにて検証した。 

 

４．研究成果 

１） 自然免疫系細胞と腫瘍塊の共培養システムにおけるPMCの免疫賦活効果と最も

それらの作用を反映する変異KRAS関連分子の解析 

A.活性化マクロファージと腫瘍塊の共培養系におけるマクロファージ浸潤機構の解明- 

これまでの基盤研究により、共培養系では MHC 非依存性のリンパ球は野生型

KRASの場合、腫瘍塊内部に侵入できないが、変異型 KRASの場合、スフェロイド内部

に入り込み、CAK 細胞ではさらに内部に浸潤し、Ｔ細胞側が発現する腫瘍を認識する

ための TIGITに対する腫瘍塊側のリガンドである CD155の発現が変異 KRASにより上

昇することにより免疫チェックポイントが作動していることを発見した（Tsunoda et al. 

2020）。しかし、CD155の阻害抗体では CAK細胞の腫瘍塊浸潤は抑制されず、CAKの

腫瘍塊浸潤には別の機構が存在することが示唆された。CAK 細胞はその都度健常人か

ら入手する必要があったので、我々はヒト急性単球性白血病由来の単球モデルである

THP-1細胞株を用いた腫瘍塊との共培養システムを構築した。すると CAK細胞と同様

に、THP-1 に PMA+LPS 刺激で活性化したマクロファージは変異 KRAS 陽性の腫瘍塊

に浸潤し、野生型 KRAS陽性の腫瘍塊には浸潤しないことが判明した。さらに THP-１

刺激時にはM2-like（腫瘍増殖型）マクロファージとなるが、刺激と同時に PMCを投与

すると、その浸潤が抑制され、M1-like (腫瘍抑制型) マクロファージになることが想定

された。実際の所は、PMCは THP-1細胞の分化と成熟を抑制し、共培養にて癌スフェ

ロイドの成長を阻害した。THP-1の分化誘導時の RNA-seqでは、PMCは細胞運動性お



よびサイトカイン活性に関連する遺伝子を下方制御し、特に NFκB 経路に関与する遺

伝子を抑制していることが分かった。マウスにおいても、PMC の腹腔内投与はマクロ

ファージの成熟を抑制する効果があることが判明した。これらの結果から、PMCは NF

κBシグナリングを介して腫瘍関連マクロファージを抑制しており、直接の抗癌作用と

合わせて強い抗癌作用を示すことが示唆された(論文投稿中)。 

その他の成果として KDEL受容体を阻害する新規化合物を 7500万化合物の中から

in silicoスクリーニングにより新たに同定し、KDELRを標的としたドラッグデリバリー

システム PLGA(poly(lactic-co-glycolic acid))-HALK (High Affinity Ligand for KDELR)を創

出し、これが新たな癌細胞指向性の薬物送達担体になる可能性を見出した (特許出願

済)。 
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