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研究成果の概要（和文）：株化乳癌４種でアナフィラトキシンC5aの受容体(C5aR)mRNA発現がみられ、C5a刺激に
より増殖亢進がみられた。またC5aR発現腎癌細胞株RencaではC5aによる運動性形態変化が誘導され、ERKとPI3 
kinase シグナル経路を介していた。さらに、アルザス反応による癌微小環境C5a産生誘導で癌浸潤亢進がみられ
た。C5aR発現胃癌細胞株でもC5aは浸潤を亢進した。この作用はsiRNAによるC5aR発現消失やC5aR拮抗剤W-54011
で抑制され、RhoA活性化が関与していた。C5aは癌肺転移も促進した。これら癌進展効果からC5a-C5aR系標的治
療法の有効性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Anaphylatoxin C5a receptor (C5aR) was expressed in cancer cells from all 
organs examined and at various rates in organs. Several cancer cell lines also expressed C5aR. C5a 
augmented C5aR-expressing cancer cell invasion in a MMP-6 dependent manner in Matrigel chambers and 
in implanted nude mouse skin. C5a also enhanced cancer cell lung metastasis in a C5aR-dependent 
manner. By cell membrane-bound furin-like serine protease cancer cells generated C5a from C5, even 
it in plasma, augmenting their invasiveness. These C5a effects on cancer cells were inhibited by 
antibodies against either C5a or C5aR, and by a C5aR antagonist. These results indicate presence of 
a cancer cell autoactivation pathway via C5a generation and suggest availability of a new cancer 
therapy targeting the C5a-C5aR axis or the cancer protease.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
炎症と癌との cross-talkは古くから知られて

おり、炎症メディエーターケモカインの癌で
の受容体発現や産生能が示され、増殖や浸
潤・転移への関与が解明されてきている
（Nature  454: 436, 2008）。アナフィラトキシ
ン C5a はケモカインと同様に受容体（C5aR）
を介して白血球を活性化し遊走や活性酸素放
出などを引き起こすが、癌に対する作用は未
だ不明であった。申請者は、これまでにヒト
の癌組織で様々な癌細胞が種々の頻度で
C5aR を発現すること、特に大腸癌、胆管癌、
腎癌、前立腺癌では 50%以上が陽性であるこ
とを明らかにしてきた。また、胆管癌細胞株
を使って、C5aR 陽性癌は C5a 刺激により運動
性が活発化して浸潤活性が亢進すること、こ
れには癌細胞からのマトリックスメタロプロ
テアーゼ放出が関与していることを証明した
（Nitta et al, Clin. Cancer Res. 19: 2004-2013, 
2013）。癌組織での補体系活性化は、癌細胞破
壊を誘導しないながら、ヒトや実験動物で報
告されていた。申請者らは、さらに癌細胞の
furin 様プロテアーゼによる血漿中 C5 から
C5a 産生、これによる浸潤亢進を示した。 
以上より、C5a-C5aR は癌微小環境因子とし

て癌促進に働いていることが推定される。そ
こで、この系の癌促進作用をさらに解析し、
標的治療への応用を計画した。 
 
２．研究の目的 
C5a の癌促進作用を増殖、浸潤、転移につい
て解析する。特に、免疫系が働く野生型マウ
スの系で同種癌 C5a-C5aR 系の浸潤・転移へ
の効果を検討する。さらに、アルサス反応に
よって癌組織での C5a 産生を誘導し癌進展へ
の効果を調べる。また、この系を標的として、
抗 C5a 抗体、抗 C5aR 抗体および C5aR 拮抗剤
の癌進展への抑制作用を検討する。 
 
３．研究の方法 
1) ヒト株化乳癌細胞 C5aR 発現の解析： 

数種の株化ヒト乳癌細胞の C5aR 発現を定
量 的 real-time polymerase chain reaction
（quantitative RT-PCR）と抗 C5aR 抗体によ
る flow cytometry で測定する。 

2) C5a の癌細胞増殖亢進作用の測定： 
株化ヒト癌細胞をC5a存在下で24時間培養
し、Cell counting Kit-8 で細胞数を測定し、
培養前と比較する。さらに、C5a 受容体拮
抗剤W-54011を癌細胞培養内に添加し、C5a
の増殖亢進作用に対する抑制効果を調べる。 
対象：乳癌、胃癌。 

3) C5a の癌細胞転移促進作用の解析： 
ヒト胆管癌細胞株 HuCCT1 に遺伝子導入に
よってC5aRを発現させたHuCCT1/C5aRと
コントロール HuCCT1/mock を C5a で 12 時

間刺激し、ヌードマウスの尾静脈から注射
して 6 週間後に肺を採取する。パラフィン
組織標本を作成し、薄切切片を HE 染色と
抗 Ki-67 抗体による免疫染色で癌細胞巣を
同定する。切片あたりの癌細胞巣を数えて、
C5a 刺激、癌細胞の C5aR 発現に関して比較
する。 

4) アルサス反応の誘導： 
抗卵白アルブミンマウス抗体を癌細胞液に
添加して皮膚接種し、直後に尾静脈から卵
白アルブミンを注射して、受身アルサス反
応を癌接種部皮膚に惹起する。 

5) C5a 受容体発現マウス癌細胞作製： 
マウス腎癌細胞株 Renca に CMV plasmid に
挿入したマウス C5a 受容体遺伝子を Pro 
Fection Mammalian Transfection System を使
って感染させた。48 時間後、G418 添加培
養液中で 2 週間培養し、残存細胞を増殖さ
せて flow cytometryでC5aR発現を確認した。 

6) C5a の癌細胞形態変化誘導の解析： 
C5a 刺激による癌細胞形態変化を Alexa 
488-phalloidinで蛍光ラベルしたF-actinの変
化を蛍光顕微鏡で観察する。 

7) C5a の癌浸潤能亢進作用の測定：  
C5a の癌細胞浸潤能亢進効果をマトリゲル
インベージョンチャンバーアッセイで調べ
た。 

 
４．研究成果 
1) 株化ヒト乳癌細胞の C5aR 発現： 

定量的 RT-PCR で C5aR mRNA の発現を調
べると、コントロールの β アクチン mRNA
コピー数の 1000分の 1以下のレベルであっ
たが、T47D が最も多く、MDA-MB468、
MCF-7、MDA-MB453、MDA-MB231 の順で
あった。細胞膜上の発現を flow cytometry
で解析すると、MDA-MB-468 が最も強く、
MCF-7 、 ZR75-1 、 MCF-7 と 続 き 、
MDA-MB-231、MDA-MB-453、T47D では
発現がほとんど見られなかった。 

 
 
 
 
 



2) C5a の癌細胞増殖亢進作用： 
乳癌細胞 MDA-MB-468 は C5a 共存下で 24
時間培養すると、C5a 濃度 1nM、10nM と濃
度に相関して増殖が約 40%亢進し、この効
果は C5aR 拮抗剤 W-54011(1 µM)で完全に
抑制された。一方、C5aR 発現胃癌細胞株
MKN１と MKN7 では C5a による増殖亢進
作用は見られなかった。 

 
3) C5a による癌細胞の形態変化： 

Renca/C5aR 細胞は C5a 刺激後 15 分以内に
集簇した周辺の細胞で細胞膜の ruffling が
出現し、F-アクチン束は細胞接着領域で減
少した。15 分以後、細胞間の結合は緩くな
り、いくつかの細胞では lamellipodia が形成
されて細胞が伸長した形態に変化し、スト
レスファイバー形成を伴って細胞集簇から
遊離した。 
一方、Renca/mock 細胞ではこのような細胞
骨格や形態変化は見られなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

4) C5a による癌細胞浸潤亢進 in vitro： 
C5aは 10 nMでRenca/C5aR細胞の浸潤を約
6 倍亢進した。この C5a 作用は U0126(20 
µM)、PI-103(0.5 µM)で各々ほぼ完全に抑制
された。これは C5a-C5aR 系によって ERK
と PI3K kinase シグナル経路が活性化され
て浸潤が亢進したことを明らかにした。
C5aR発現胃癌細胞株MKN１とMKN7でも
C5a は浸潤を亢進した。この作用は siRNA
による C5aR 発現消失や C5aR 拮抗剤
W-54011 で抑制された。さらに、C5a 刺激
により RhoA-GDP から RhoA-GTP への変換
が亢進したことから、胃癌での C5a による
浸潤亢進作用は RhoA 活性化を介している
ことが解った。 

 

 
5) C5a の癌細胞転移促進： 

ヌードマウスに尾静脈から注射された胆管
癌細胞 HuCCT1 による肺転移巣を 6 週間後
に調べた。C5a 100nM で 1 時間刺激した
HuCCT1/C5aR 細胞は HuCCT1/mock 細胞よ
り 5 倍、C5a 無刺激 HuCCT1/C5aR 細胞より
3 倍、肺転移巣が増加した。C5a 刺激
HuCCT1/mock 細 胞 と C5a 無 刺 激
HuCCT1/mock 細胞間に肺転移の差は認め
られなかった。以上より、C5a で活性化さ
れた C5aR 発現癌細胞は肺での colonization
が促進されることが示された。 

6) 内因性 C5a による癌細胞浸潤亢進 in vivo： 
C5a による癌細胞浸潤亢進作用を動物実験
で調べた。Rence/C5aR と Renca/mock を赤
色と緑色で別々に蛍光ラベルした後混合し、
抗卵白アルブミン抗体と共に野生マウスの
皮内注射した。直後に卵白アルブミンを尾
静脈から注射して癌微小環境に補体活性化
による C5a を産生させた。1、2 日後に皮膚
を採取して癌細胞の浸潤範囲を組織切片で
計測した。Rence/C5aR が Renca/moc より有
意に広く浸潤したが、アルザス反応なしで
は両細胞の広がりに差はみられなかった。 
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