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研究成果の概要（和文）：腫瘍微小環境には腫瘍関連マクロファージTAMsが存在し、癌幹細胞活性化因子を産生するこ
とで癌幹細胞の活性化や増殖に働く癌幹細胞ニッチを形成する。現在、我々はTAMsの発生を抑制する薬剤で大腸癌の化
学療法薬耐性獲得を阻止することを目指している。前立腺肥大症治療薬であり、フェニルピペラジン骨格を有するナフ
トピジルは、ヒト大腸癌HT29細胞と共培養したマクロファージ様PMA-THP-1細胞で生じるIL1B mRNA発現増加を完全に阻
害した。よって、ナフトピジルはHT29細胞が産生・分泌し、PMA-THP-1細胞にTAMs様分化を誘導するパラクライン因子
の産生や働きを阻害する薬剤であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In the tumor microenvironment, tumor-associated macrophages (TAMs) are considered 
to play a critical role in the regulation of cancer stem/initiating cells. In this study, we hypothesized 
that TAMs may be involved in the response to chemotherapy. To explore the effective drug for inhibiting 
induction of TAMs-like differentiation in normal macrophages s by cancer cells, we performed in vitro 
co-culture experiments. In in vitro co-culture of PMA-THP-1 cells with human colon cancer cell lines, 
IL1B mRNA was upregulated by co-culturing with HT29 cells. Among 4 phenylpiperazine derivatives, only 
naftopidil showed anti-proliferative activity on human colon cancer cell lines. Induction of TAMs-like 
differentiation in PMA-THP-1 cells by co-culturing with HT29 cells was completely cancelled by 
naftopidil. Our data suggested strongly that naftopidil might be effective in inhibiting induction of 
TAMs-like differentiation in normal macrophages by colon cancer cells.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 化学療法薬治療初期には効果を認めるも
のの、癌の治療継続期間中に生じる耐性の獲
得は、臨床的に非常によく遭遇する大きな問
題である。我々は癌の化学療法薬耐性獲得に
は癌幹細胞の存在だけでなく、癌幹細胞を取
り巻く微小環境（癌幹細胞ニッチ）が重要な
働きを担うと考えている。よって、癌幹細胞
ニッチを標的として、癌幹細胞の除去あるい
は癌幹細胞の未分化性を維持できれば、癌の
再発防止や浸潤・転移を含む悪性化を阻止す
ることが可能となる他に類を見ない治療法
の開発につながると期待された。 
	
 腫瘍組織にはマクロファージや好中球な
ど多くの免疫細胞が浸潤している。長い間、
これらの免疫細胞は癌細胞の排除に働くと
考えられてきたが、実際の腫瘍組織には発癌
や悪性化を促進する機能を獲得した腫瘍関
連 マ ク ロ フ ァ ー ジ  (tumor-associated 
macrophages: TAMs)が存在していることが判
ってきた。近年、DeNardo らはヒト乳癌組織
で TAMsが多く、細胞障害性Ｔ細胞が少ない
場合は腫瘍が再発するリスクが高く、乳癌に
よる死亡が多いこと、さらに術前の化学療法
薬に対する反応性も低いことを報告してい
る (DeNardo et al., Cancer Discovery, 2011)。
TAMs は癌幹細胞活性化因子を産生すること
で、癌幹細胞の活性化や増殖に働く癌幹細胞
ニッチを形成する。しかし、癌の微小環境に
おいて正常マクロファージから TAMsが発生
するメカニズム、すなわち癌細胞が特異的に
産生し、マクロファージの機能転換を引き起
こす分子の同定と、その役割は解明されてい
ない。 
	
 大腸癌は長い大腸の中でも肛門に近い直
腸と、そのすぐ奥にあるＳ状結腸での発生率
が高く、それぞれ 30%程度に上る。直腸とＳ
状結腸に癌が発生しやすい理由は肛門に近
いためと考えられる。すなわち、便が長時間
蓄積される場所のため、炎症発癌のリスクが
高くなる。事実、大腸癌における炎症発癌の
要因として、炎症性大腸疾患  (ulcerative 
colitis, Crohn’s disease) や 日 本 住 血 吸 虫 
(Schistosoma japonicum) 、 腸 内 細 菌 
(Clostridium septicum)が報告されている。局所
浸出した炎症細胞／免疫細胞（マクロファー
ジや好中球）が産生する活性酸素・活性窒素、
サイトカイン、ケモカイン、プロスタグラン
ジン、タンパク質分解酵素、抗菌ペプチドは
単独で、あるいは協調して癌幹細胞の維持や
癌細胞の増殖、浸潤・転移などを制御すると
考えられる。 
	
 これまでの癌治療では、癌細胞自身を死滅
させる薬剤や治療法の開発が進められてき
たが、癌の再発を免れないケースが少なくな
いのも事実である。その理由の１つとして癌
幹細胞の存在が考えられる。本研究課題を計
画するにあたり、我々は腫瘍組織において癌
細胞が正常マクロファージから TAMsを誘導

し、TAMs 由来の癌幹細胞活性化因子が癌幹
細胞の活性化や増殖に働くというパラクラ
インループが、大腸癌の化学療法薬耐性獲得
メカニズムの１つになると仮定した。そのた
め、癌細胞による正常マクロファージの
TAMs への機能転換を抑制できれば、癌幹細
胞の活性化や増殖に働く TAMs由来の癌幹細
胞活性化因子の産生を阻止することが可能
となり、治療抵抗性の改善や再発防止につな
がると期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 
	
 化学療法薬による治療への抵抗性、すなわ
ち耐性の獲得や再発の大きな要因として癌
幹細胞の存在が挙げられる。癌幹細胞の維持
や活性化には癌幹細胞ニッチと呼ばれる微
小環境が働いていると考えられるが、その詳
細については不明な点が多い。本研究課題で
は免疫細胞の１つ、マクロファージに着目し、
腫瘍組織に存在する TAMsが癌幹細胞ニッチ
として化学療法薬耐性獲得に関わるメカニ
ズムを解明する。すなわち、我々は大腸癌細
胞が正常マクロファージを TAMsへと機能転
換させるメカニズムを解明し、TAMs の発生
を抑制する薬剤で大腸癌の化学療法薬耐性
獲得を阻止することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
細胞株 
	
 ヒト大腸癌細胞株として HT29, HCT116, 
SW480を使用した。分化マクロファージの誘
導にはヒト単球生白血病細胞株である THP-1
を使用した。 
	
 
PMA-THP-1 細胞の作製 
 Daigneaultらの方法に従い、ヒト単球性白血
病細胞株THP-1にプロテインキナーゼCを活
性化させる phorbol 12-myristate 13-acetate 
(PMA)を４日間、作用させることでマクロフ
ァージ様 PMA-THP-1 細 胞 を 作 製 し た 
(Daigneault et al., PLoS ONE, 2010)。この時、
THP-1細胞の形態はマクロファージ様に変化
するとともに、産生されるサイトカイン、ケ
モカイン（走化因子）、増殖因子、接着因子
の発現プロファイルも変化し、マクロファー
ジ様細胞に分化誘導した。 
 
ヒト大腸癌細胞株と PMA-THP-1 細胞の in vitro 
共培養実験 
 下部のウェル内で PMA-THP-1細胞を、上部
のセルカルチャーインサート内にはヒト大
腸癌細胞株 HT29, HCT116, SW480を培養し、
PMA-THP-1 細胞における遺伝子発現変化を
リアルタイム PCR法にて解析した。 
	
 
	
 



ヒト大腸癌細胞株の in vitro 細胞増殖試験 
	
 各癌細胞株を 96 穴プレートに播種し、24
時間後からフェニルピペラジン誘導体であ
るナフトピジルとその周辺化合物（RS100329, 
BMY7378, KN-62）（すべて終濃度：10 µM）
で 72時間、処理した。生細胞数の割合は Cell 
Counting kit-8を用いて評価した。 
	
 
ヒト大腸癌細胞株と PMA-THP-1 細胞の in vitro 
３次元培養実験 
	
 HT29細胞単独、もしくは PMA-THP-1細胞
と混合した HT29 細胞をタンパク質低吸着処
理した専用プレートで一晩培養し、顕微鏡下
でスフェロイドの形態像を観察した。 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
平成２４年度	
 
	
 初年度は、基礎実験的なマクロファージ様
細胞の作製を含めた下記の2点について研究
を実施した。 
 
【検討１】 PMA-THP-1 細胞の作製 
分化マクロファージは増殖性が乏しく、株

化して性質を維持することが極めて難しい
ため、ヒト単球性白血病細胞株 THP-1をマク
ロファージへ分化誘導して使用した。本研究
課題では、この方法にて得られる THP-1細胞
由来マクロファージ様細胞を PMA-THP-1 細
胞と表記する。 
 
【検討２】 ヒト大腸癌細胞株による PMA-THP-1
細胞の TAMs 様分化誘導 
下部のウェル内で PMA-THP-1 細胞を、上

部のセルカルチャーインサート内には HT29, 
HCT116, SW480 細胞を培養し、PMA-THP-1
細胞における遺伝子発現変化をリアルタイ
ム PCR 法にて解析した。癌幹細胞活性化因
子としての働きが考えられる TAMs由来の液
性因子のうち、IL1B mRNA発現量が有意に増
加することを見出した。このとき、 IL1B 
mRNA 発現量増加の割合は共培養する癌細
胞株で異なっていた（HT29 > SW480 >>> 
HCT116）。一方、IL6, IL10, TNFA, COX2 mRNA
の発現変化は認められなかった。 
 
平成２５年度 
	
 本年度はヒト大腸癌細胞株を用いて、細胞
周期阻害作用を有するフェニルピペラジン
誘導体の薬理作用メカニズム検討を含めた
下記の 2点について研究を実施した。 
 
【検討３】 ヒト大腸癌細胞株におけるα1 アドレ
ナリン受容体の発現 
	
 HT29, HCT116, SW480細胞におけるα1ア
ドレナリン受容体サブタイプの発現パター
ンを検討した。HCT116細胞はα1a, α1b, α1c
すべてのサブタイプを、SW480細胞はα1bと
α1c のサブタイプを発現していたが、HT29

細胞においては何れのα1 アドレナリン受容
体サブタイプも発現していなかった。 

 
【検討４】 ヒト大腸癌細胞株の細胞増殖に対す
るフェニルピペラジン誘導体の薬理作用 
	
 フェニルピペラジン誘導体のうちナフト
ピジルは前立腺肥大症治療薬として使用さ
れている。ナフトピジルは HT29 細胞と
HCT116 細胞の細胞増殖を有意に抑制したも
のの、SW480細胞に対する増殖抑制作用は認
められなかった。ナフトピジル以外のフェニ
ルピペラジン誘導体 RS100329, BMY7378, 
KN-62のうち BMY7378は HCT116細胞の細
胞増殖を有意に抑制した。つまり、フェニル
ピペラジン誘導体のなかでもナフトピジル
はヒト大腸癌細胞株の細胞増殖を効果的に
抑制できる薬剤であることが判明した。【検
討３】の結果と併せて考えると、ナフトピジ
ルによる細胞増殖抑制作用は本来の標的で
あるα1アドレナリン受容体を介していない、
つまり他の細胞内シグナル伝達経路が重要
であることが示唆された。 
 
平成２６年度 
	
 本年度は、ヒト大腸癌細胞株との共培養で
正常マクロファージに誘導される TAMs様分
化をフェニルピペラジン誘導体ナフトピジ
ルが阻害できるか否かを、さらにヒト大腸癌
細胞株と PMA-THP-1細胞を in vitroで３次元
培養したときのスフェロイド形態像を検討
した。 
 
【検討５】 ヒト大腸癌細胞株によるTAMs様分化
誘導に対する阻害剤の探索 
	
 我々は初年度の検討で、下部のウェル内で
PMA-THP-1 細胞を、上部のセルカルチャー
インサート内に HT29 細胞を培養し、
PMA-THP-1 細胞における遺伝子発現変化を
リアルタイム PCR 法で解析した。この時、
HT29細胞と共培養したPMA-THP-1細胞では
IL1B mRNA 発現量が有意に増加することを
見出した。つまり、HT29 細胞が産生・分泌
す る 何 ら か の パ ラ ク ラ イ ン 因 子 が
PMA-THP-1 に作用し、PMA-THP-1 細胞が
TAMs 様分化誘導という機能転換を引き起こ
している可能性が示唆された。そこで、この
共培養実験系を活用して、HT29 細胞による
TAMs 様分化誘導という現象に対するナフト
ピジルの作用を検証した。その結果、ナフト
ピジルの添加により、HT29 細胞と共培養し
た PMA-THP-1 細胞にて観察された IL1B 
mRNA発現増加が完全に阻害された。つまり、
ナフトピジルは HT29 細胞が産生・分泌し、
PMA-THP-1 細胞に TAMs 様分化を誘導する
パラクライン因子の産生や働きを阻害する
作用があることを見出した。 
 
 
 



【検討６】 ヒト大腸癌細胞株のスフェロイド形成
に対する PMA-THP-1 細胞の影響 
	
 HT29 細胞単独で３次元培養すると球状の
スフェロイドを形成した。一方、HT29 細胞
と PMA-THP-1 細胞を混合して３次元培養す
ると、スフェロイド表面から足を延ばすよう
な形で外へ向かって腫瘍が成長していく特
徴的な形態像を示した。この時、病理組織学
的には顕著な差を認めなかった。 
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