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研究成果の概要（和文）：NK細胞が選択的にがん幹細胞を排除するという形質に着目し、前立腺がんの予防及び
治療法構築の可能性を検討した。前立腺がんの予防法に関する検討ではホルモン依存性前立腺がん幹様細胞に対
して、NK細胞はTRAIL/DR5経路を特異的に活性化することにより、また、治療法に関する検討では、ホルモン非
依存性前立腺がん幹様細胞に対して、NK細胞は活性化受容体経路の１つであるNKG２D/MICA/MICB経路を特異的に
活性化することで、各々前立腺がん幹様細胞を除去できる可能性が示された。ただ、悪性度がより高いCRPC細胞
では免疫チェックポイントが活性化され、NK細胞の殺細胞効果が脆弱化されていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Focusing on the phenotype that NK cells selectively recognize and eliminate 
cancer stem cells, we investigated the possibility of developing prevention and treatment methods 
for prostate cancer, based on this phenotype in NK cells.  In study on prostate cancer prevention 
approach, NK cells specifically activated the TRAIL/DR5 pathway against hormone-dependent prostate 
cancer stem-like cells, and in study on treatment approach, hormone-independent prostate cancer 
stem-like cells NK cells specifically activated the NKG2D/MICA/MICB pathway, which is one of the 
activation receptor pathways, for prostate cancer stem-like cells (CRPC), respectively. These 
results strongly suggested that NK cells could specifically eliminated hormone-dependent and 
independent prostate cancer stem-like cells.  However, it was shown that immune checkpoints are 
activated in CRPC cells, which are more malignant, and the cell-killing effect of NK cells is 
weakened.

研究分野：癌病態制御学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在罹患者数が増加している前立腺がんはその予防法と並び、治療再発後のホルモン非依存性（CRPC）の前立腺
がんの治療法の開発が急務である。本研究では前立腺がん幹細胞を標的としてNK細胞が特異的にホルモン依存性
及びホルモン非依存性前立腺がん幹細胞を除去する可能性を示し、NK細胞が前立腺がん幹細胞を特異的に除去で
きるという性質に基づいた、新たな前立腺がん予防・治療法の可能性が示され、今後NK細胞のこの性質を強化す
る方法論を構築することが、新たな前立腺がん予防治療法の構築につながると推測される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年の日本において、食事の欧米化（高脂肪及び高たんぱく食化）に伴い、食事からのコレス
テロールの摂取量が増加し、コレステロールを素材に合成される男性ホルモンの血中レベルが
増加傾向にあり、この増加が一因となって、男性ホルモンが発がん促進因子として作用する前立
腺がんの発生率が爆発的に増加している。したがって、現代日本において、この増加の一途をた
どる前立腺がんの有効な予防及び治療法を構築することは急務といえる。 
 原発性の前立腺がんの治療予後は非常に高く、５年生存率は１００％に近いが、その理由とし
て、原発性の前立腺がんは悪性度が低く、抗男性ホルモン療法が非常に有効なため、前立腺がん
細胞の増殖制御がほぼ完ぺきに実施できるため、がん細胞の浸潤、転移を抑制できる。しかし、
原発性前立腺がんを治療後に再発した多くの症例では、男性ホルモンに非依存的に増加する、い
わゆる去勢抵抗性前立腺がん（CRPC）に形質が変化し、抗男性ホルモン療法に抵抗性を示すと
同時に、既存の化学療法等にも耐性を示し、治癒が困難になり、死亡リスクが増大する。さらに、
CRPC が進行し、最終段階では前立腺上皮とは全く形質が異なる神経内分泌型の形質を持つ非
常に悪性度の高いがんに移行し、より治療が困難になることが報告されている。したがって、前
立腺がんの発生制御には、前立腺がんの発生リスクを抑制すると同時に、CRPCに有効な新規治
療法を構築することが、前立腺がんの完全治癒には必要不可欠といえる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、NK細胞ががん幹細胞を比較的選択的に認識し、排除する性質を利用して、前立
腺がん幹細胞を標的とした新規前立腺がん予防及び治療法を構築できる可能性を検証すること
を目的とした。そのために、ヒト由来の NK 活性を持つ NK 様細胞株を用いて、ホルモン依存
性前立腺がん細胞株とホルモン非依存性前立腺がん細胞株から三次元培養法を用いて形成させ
た tumorsphereから分離した未分化な形質を有する前立腺がん幹様細胞と共培養し、その殺細
胞効果とその殺細胞効果に関与するシグナル系を解析し、その殺細胞効果に関与するシグナル
分子を特定し、最終的に前立腺がん幹細胞を標的とした NK 細胞を用いた前立腺がん予防及び
治療法構築の可能性を探った。 
 
３．研究方法 

NK 細胞としてヒト NK 様細胞株 KHYG-1、前立腺がん細胞としてアンドロゲン依存性ヒト
前立腺がん細胞株 LNCaP及びアンドロゲン非依存性前立腺がん細胞株 PC3を使用した。すで
に当研究室で使用実績があるがん幹細胞分離用培地を用いて、１週間 3 次元培養後に形成され
た tumorspheroid を分離し、がん幹細胞性評価として、がん幹細胞性マーカー (CD24、CD44、
CD133、SOX2、Oct3/4) の遺伝子発現レベルを qRT-realtime PCR 法で測定し、FACS解析で
CD44の細胞表層での発現を定量し、幹細胞性を確認後、実験に供した。また、各がん細胞ない
しはがん幹様細胞をそれぞれNK細胞と共培養した後の細胞生存活性をWST-8で、生細胞の確
認を CVでそれぞれ評価した。 
脱顆粒経路とは NK 細胞の活性化受容体とがん細胞の活性化リガンドが結合することで開始
される傷害経路である。そこで、各がん細胞における NK 細胞の脱顆粒経路の開始に必須であ
るNK細胞活性化リガンドの発現を FACS、qRT-real time PCRで解析した。また、NK細胞の
がん幹様細胞傷害がどれだけNK細胞活性化受容体NKG2Dに依存しているか評価するために、
中和抗体を用いて NKG2D をブロッキングした条件下で細胞生存活性の評価と生細胞数の確認
を実施した。また、脱顆粒経路による細胞死誘導を確認するために、LDH アッセイを行った。 
 デスレセプター経路とは NK細胞の殺細胞因子 TRAILとがん細胞のデスレセプター（TRAIL
受容体）が結合して開始される傷害経路である。本研究では、がん細胞ないしはがん幹様細胞の
デスレセプター発現を FACS、qRT-real time PCRで解析した。また、各細胞に TRAILを処理
し、細胞生存活性の評価と生細胞の確認を実施し、TRAIL経路の活性を評価した。 
 
４．研究成果  
 前立腺がん予防モデルとして、ホルモン依存性前立腺がん細胞(LNCaP)を用い、前立腺がん治
療モデルとして、ホルモン非依存性前立腺がん細胞（PC3）をそれぞれ用い、3次元培養法で濃
縮した 2種類の前立腺がん幹様細胞を用いて、NK細胞の前立腺がん幹様細胞傷害効果を評価し
た。また、NK細胞の前立腺がん幹様細胞傷害効果に、NK細胞 2大細胞傷害経路である脱顆粒
経路とデスレセプター経路 (TRAIL依存性) のどちらが関わるのかを解析した。。 
まず、前立腺がん予防に関する研究では、NK 様細胞株 KHYG-1が LNCaP幹様細胞を傷害
するかを評価すると同時に、その経路の解明を行った。LNCaP親細胞（LN）および LNCaP幹
様細胞（LN-stem）それぞれを KHYG-1と 24・48・72時間共培養後に細胞生存活性を測定し
たところ、LNと比較して LN-stemの方が細胞生存活性は有意に低下していた。また、CV染色
にて KHYG-1と 24時間共培養後の LNおよび LN-stemの様子を観察した所、LNは細胞が残
存していたのに対し LN-stem はほとんど細胞が残存していなかった。この 2 つの結果から、



LNCaP幹様細胞は LNCaP親細胞細胞よりもNK細胞の傷害を受けやすいことがわかった。な
ぜ NK 細胞が LNCaP 幹様細胞を優先的に傷害するのかを明らかにするため、脱顆粒経路の開
始に重要なNKG2D-NKG2DLの発現を評価した。NKG2Dは、感染またはがんなどのゲノムス
トレスの結果として細胞ストレス中に NKG2DL（MICA/B、ULBP-1/2/3/4/5/6）が誘導される
ため、形質転換細胞および感染細胞を検出・排除するための主要な認識受容体である。LNCaP
における NKG2DLの mRNA発現は、LNよりも LN-stemの方が高く、MICA/B、ULBP-1/2
も有意に高発現していた。また、FACSによるNKG2DL細胞表面発現を評価した所、MICA/B
は LN-stemに高発現していたが、ULBP-1、ULBP-2/5/6に差は見られなかった。したがって、
NKG2DとMICA/BがNK細胞の前立腺がん幹様細胞標的に関連すると推測された。次に、LN
および LN-stemそれぞれと共培養後の KHYG-1の活性化受容体のmRNA発現を解析した。興
味深いことに、LN-stem と共培養した KHYG-1 の NKG2D の mRNA 発現が、単独培養した
KHYG-1 と比較して有意に上昇していた。NK 細胞は活性化するとサイトカインを分泌し、そ
のサイトカインが他の NK 細胞や免疫細胞の機能を向上させることが知られているので、それ
により、今回も LN-stem との共培養によって産生されたサイトカインを NK 細胞が受け取り、
さらに活性化された NKG2D の発現上昇が促された可能性が示された。また、LN および LN-
stemとの共培養後の KHYG-1のNKp30、NKp44発現に変化はなかったので、NK細胞の脱顆
粒による細胞傷害は NKG2D-MICA/Bが NK細胞のがん幹様細胞標的に関わると予測できた。
そこで、NKG2Dの中和抗体を KHYG-1に施し、LNおよび LN-stemそれぞれと共培養後の細
胞生存活性を評価したが、KHYG-1をNKG2D中和抗体処理しても、LNおよび LN-stem両細
胞の細胞生存活性の低下に影響せず、MICA/Bの細胞表面発現およびmRNAとは相反する結果
となった。次に、NK細胞の LNCaP幹様細胞傷害機構におけるデスレセプター経路(TRAIL依
存性) の関与を検討した。LNおよび LN-stemに TRAILを各濃度で処理し、細胞生存活性測定
を行なった結果、TRAIL は濃度および時間依存的に LN および LN-stem の細胞生存活性を低
下させ、また、TRAIL 処理により LN よりも LN-stem の生存活性が有意に抑制された。この
TRAIL 処理により LN および LN-stem の細胞生存活性低下はアポトーシス誘導によると推測
された。これらの結果から、TRAIL処理による LNおよび LN-stemの細胞生存活性の低下はア
ポトーシスによるものであり、LN よりも LN-stem の方が TRAIL によるアポトーシスが誘導
されやすいことが判明した。この TRAILによるがん細胞間の細胞死の違いの主因は、TRAILが
結合するレセプターの違いに依存していることが知られている。TRAILはデスレセプターDR4
およびDR5に結合し、デスドメイン相互作用を介して、Fas関連タンパク質デスドメイン（FADD）
が動員され、その下流のカスパーゼカスケードの活性化を引き起こし、アポトーシス細胞死を引
き起こす。本研究で使用した LNCaP 幹様細胞では、デスレセプターである DR5 の mRNA 発
現と細胞表面発現が高くなっていた。以上のことから、LNCaP幹様細胞がNK細胞によって優
先的に傷害され、その傷害は TRAIL-DR5 を起点とするデスレセプター経路に依存することが
示された。LNCaPはこれまで、TRAIL耐性の細胞であると報告されてきたが、LNCaP幹様細
胞はNK細胞の TRAIL感受性であるという非常に興味深い結果が得られた。 
 続いて、前立腺がん治療に関する研究では、NK 様細胞株 KHYG-1 がホルモン非依存性前立
腺がん細胞（PC-3）幹様細胞を傷害するか、また、その傷害経路の解明を行なった。NK様細胞
株 KHYG-1が PC-3幹様細胞を傷害するかを評価するため、PC-3親細胞（PC）および PC-3幹
様細胞（PC-stem）を、それぞれ KHYG-1 と 12 時間共培養後に細胞生存活性を測定したとこ
ろ、PC と比較して PC-stem の方が細胞生存活性は有意に低下していた。また、CV 染色にて
KHYG-1と 24時間共培養後の PCおよび PC-stemの様子を観察した所、PCは細胞が残存して
いたのに対し、PC-stemはほとんど細胞が残存していなかった。この 2つの結果から、PC-3幹
様細胞は PC-3親細胞よりもNK細胞の傷害を受けやすいことがわかった。では、なぜNK細胞
が PC-3 幹様細胞を優先的に傷害するのかを明らかにするため、脱顆粒経路の開始に重要な
NKG2D-NKG2DL の発現とその脱顆粒の実行について評価を行なった。その結果、PC よりも
PC-stem において、MICA/B および ULBP-2 の mRNA 発現が有意に高くなっていた。また、
FACSによる細胞表面発現解析でも、PC-stemにおいてMICA/Bが高発現していることを確認
した。しかし、PC と PC-stem 上の ULBP-1 または 2/5/6 発現に差は見られなかった。したが
って、NKG2D と結合親和性が高い NKG2DL は MICA/B であり、MICA/B の発現上昇は NK
細胞による傷害への過重性に直結する可能性が示された。一方、NK細胞はパーフォリンを用い
て、標的細胞の細胞膜に孔を形成し、そこからグランザイムを注入し細胞死を誘導することが知
られているので、この経路の関与を検討するために、LDHアッセイによって、PC-3細胞に対す
るNK細胞の細胞毒性を評価した。その結果、PCと PC-stemをそれぞれ KHYG-1と共培養す
ると、PC-stemの LDH産出量が増加した。この結果から、NK細胞は、PC-stemに対して脱顆
粒（パーフォリン/グランザイム）経路によって細胞死誘導を引き起こす可能性が高まった。NK
細胞の脱顆粒による細胞傷害は NKG2D が NKG2DL を受容することでスタートする。そのた
め NKG2D-NKG2DL が NK 細胞のがん幹細胞標的に関わるとすれば、NKG2D 中和抗体によ
ってNK細胞の細胞傷害活性は弱まるはずである。そこで、NKG2Dの中和抗体を KHYG-1に
施し、PCおよび PC-stemそれぞれと共培養後の細胞生存活性を測定した（NK細胞と共培養し
ないがん細胞を control、control抗体群と共培養したがん細胞を con抗体NK、NKG2D抗体群
と共培養したがん細胞をNKG2D抗体NKと表現する）。PCでは controlと比較して、con抗体
NK群とNKG2D抗体NK群の両方で細胞生存活性の有意な低下が確認された。また、con抗体



NKと NKG2D抗体 NKの細胞生存活性に有意な差は見られなかった。一方、PC-stemでは、
controlと比較して、con抗体NKのみで生存活性の有意な低下が確認された。また、controlと
NKG2D 抗体 NK の間に有意な差は無く、NKG2D 抗体 NK と比較しても、con 抗体 NK の細
胞生存活性は有意に低下していた。NK 細胞が PC-stem に対して脱顆粒による傷害を実行する
か確かめるために、NK 細胞を PC および PC-stem それぞれと共培養後の上清中のパーフォリ
ン濃度を測定した。その結果、PCとNK細胞を共培養したときよりも、PC-stemとNK細胞を
共培養したときの培養上清の方がパーフォリンの濃度は高くなっていた。一方、TRAIL 経路の
関与は認められなかった。これらの結果から、NK 細胞は PC よりも PC-stem に対して脱顆粒
を行なう機会が多いと考えられた。以上の結果から、PC-3幹様細胞はMICA/Bを高発現するた
め NK 細胞に認識されやすく、NKG2D-MICA/B を介した脱顆粒経路による傷害を受けやすい
と考えられた。 
 以上の成果をまとめると、NK細胞の前立腺がん幹様細胞を標的とした新規前立腺がん予防及
び治療法構築の可能性が示された。 
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