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研究成果の概要（和文）：がん抑制遺伝子RBの不活性化は、がんの悪性進展過程において頻繁に観察される。私達はこ
れまでに、特定のがん細胞において、RBの追加的不活性化によりサイトカイン分泌亢進依存的にがん幹細胞様性質が誘
導されることを明らかにした。本研究では、特にCCL2の発現亢進に着目し、その分子機構として、RB不活性化に伴う酸
化ストレス増大、それに続くJNK活性化が関与することを明らかにした。さらに、CCR2（CCL2受容体）欠損マウスへの
腫瘍移植実験およびRB欠損依存的乳がんマウスモデルの解析を行い、RB不活性化によるCCL2発現亢進が、特にGr-1陽性
血球細胞のがん微小環境中への遊走に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Inactivation of RB gene is frequently found during tumor progression and 
correlated with drug resistance or undifferentiated state in some kinds of cancer. We previously found 
that RB inactivation contributes to the acquisition of stem cell-like activity via activation of 
inflammatory signaling. But the receptors of some cytokines induced by RB inactivation such as CCL2 were 
not expressed in tumor cells themselves. Up-regulation of CCL2 secretion was dependent on ROS 
accumulation and subsequent JNK activation caused by RB inactivation. RB inactivated myofibrosarcoma 
cells highly expressed CCL2. And these cells showed higher tumorigenic activity in wild type mice but not 
in CCR2 knockout mice. Angiogenesis and infiltration of Gr-1 positive cells into tumor microenvironment 
were decreased in CCR2 knockout mice compared with wild type mice. Here we state that CCL2 induced by RB 
inactivation contributes to the formation of tumor-promoting inflammatory microenvironment.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： RB　CCL2　CCR2　Tumor microenvironment
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１．�研究開始当初の背景 
 	
 がん抑制遺伝子 RB（Retinoblastoma）は、
主に細胞周期における G1/S 期の進行を抑制
する細胞周期制御機構の中心分子である。
RAS 経路の活性化や p16 の不活性化等に起
因する RBの過剰リン酸化は、非常に多くの
ヒトがん細胞で観察される。しかし RB遺伝
子自身の変異や欠失は、網膜芽細胞腫など一
部の例を除くと、発がん過程ではなく悪性進
展�過程において集中して観察され、進行がん
における RB不活性化と薬剤耐性獲得等との
相関が報告されている。これらの現象は、RB
による細胞周期の制御だけでは十分に説明
がつかず、詳細な分子機構は未解明である。 
 	
 私達はこれまでに、p53欠損マウス由来の
筋繊維芽腫細胞において RBを追加的に不活
性化することによって、がん幹細胞様の未分
化状態（幹細胞様スフィア形成活性陽性・胚
性幹細胞特異的遺伝子発現陽性）を安定的に
誘導することに成功した。この細胞の培養上
清を、元の p53欠損腫瘍細胞に作用させたと
ころ、スフィア形成活性が陽性化した。つま
り、RB 依存的に未分化性を誘導する因子は
細胞外に放出されていることになる。そこで、
スフィア形成活性陽性・陰性細胞の全 RNA
シーケンス解析を行ったところ、IL-6, CCL2
等のサイトカイン群の発現が陽性細胞にお
いて特異的に亢進していた。特に、IL-6投与
はスフィア形成陰性細胞の陽転誘導に十分
であり、IL-6 の下流シグナルとして STAT3
が活性化し、未分化性の誘導に寄与すること
を明らかにした。逆に、培養上清によるスフ
ィア形成誘導および STAT3 活性化は、抗
IL-6抗体の添加によって阻害された。これら
の結果を踏まえ、様々な腫瘍における IL-6
分泌を測定したところ、乳がんでは、未分化
/高悪性度なものほど IL-6 分泌が亢進するこ
とが判明した。さらに、高分化型の乳がん細
胞においては、RB不活性化に伴い IL-6の分
泌が亢進し、乳がん幹細胞様細胞の誘導に寄
与することを明らかにした。 
 
２．�研究の目的 
がん抑制遺伝子 RBが哺乳類細胞周期制御機
構の中心分子であることに疑いはない。しか
し、哺乳類と類似したサイクリン群等の細胞
周期制御因子を持つ酵母がこの遺伝子を持
たず、植物も含め多細胞生物への進化ととも
にこの RB遺伝子が出現した事実には、おそ
らく深い理由がある。私達は、がんの悪性進
展�過程において、RB 不活性化が種々のサイ
トカイン・ケモカインの分泌を促進し、隣り
合う細胞や細胞外の環境への活発な働きか
けを誘導する可能性を明らかにした。 
 	
 本研究では、RB 不活性化によりサイトカ
インが誘導される分子メカニズムの解明、お
よびこれらサイトカインの分泌亢進が、実際
に炎症性微小環境の形成を介して、がん悪性
進展�に与える影響を解析することを目的と
した。特に本研究では CCL2の分泌亢進に着

目した。CCL2は RB不活性化により誘導さ
れるが、がん細胞自身に CCR2（CCL2受容
体）はほとんど発現していないため、誘導さ
れた CCL2はがん細胞自身ではなく、がん微
小環境を構成する周辺組織に対して作用し
ていると考えた。本研究の完成により、RB
の非細胞自律的な機能とその分子機構を解
明することによって、がん微小環境研究に新
展�開をもたらし、新規かつ汎用性のある制が
ん標�的分子を提案する。 
 
３．�研究の方法 
がんの転移・再発に代表されるがん悪性進展�
には、がん細胞の微小環境形成が重要なステ
ップであることが明らかになっているが、そ
の成立機構は明確ではない。本研究では、私
達が有する pp5533 欠損マウス由来がん細胞初代
培養系と乳がんマウスモデルを基盤に、RRBB の
不活性化により誘導されるサイトカイン群
が、直接的に腫瘍組織内の炎症性微小環境形
成と転移能亢進に寄与する分子機構を解明
した。 	
 
 	
 
((11)) 	
 RRBB不活性化によりサイトカインが誘導さ
れる分子メカニズムの解明 	
 
 	
 RRBB 不活性化によるサイトカイン発現亢進
の分子メカニズムを解明するために、阻害剤
スクリーニングを行った。ポジティブコント
ロールとして、サイトカイン発現の上流とし
て知られる SSTTAATT33 および NNFF--kkBB 経路に対する
阻害剤を用いた。また DDNNAA マイクロアレイ解
析を行い、RRBB 不活性化により細胞内で活性化
する細胞内シグナルを網羅的に解析した。 	
 
 	
 
((22)) 	
 RRBB不活性化ががん微小環境形成に与える
影響を解析 	
 
 	
 RRBB 不活性化により誘導されるサイトカイ
ン群の分泌亢進と SSTTAATT33 活性化が、腫瘍形成
部位における炎症性微小環境の形成および
転移能に促進的に作用するか否かを明らか
にする。まず、pp5533 欠損マウス由来の筋繊維
芽腫細胞において、RRBB 不活性化により誘導し
たがん幹細胞様細胞を、CCCCRR22 欠損マウスを始
めとするサイトカイン受容体欠損マウスお
よび野生型マウスに接種し腫瘍形成能や転
移能の比較によって、RRBB 不活性化によるがん
悪性化が、レシピエントマウスの遺伝背景に
依存するか否かを明らかにする。次に、免疫
染色法とフローサイトメトリーにより、これ
らの腫瘍形成部位へ遊走する免疫担当細胞、
線維芽細胞等の数と種類を比較、RRBB 不活性化
に伴うサイトカイン群の分泌亢進ががん微
小環境の形成および転移能に与える影響を
詳細に解析した。 	
 
 	
 
((33)) 	
 乳がんマウスモデルを用いた解析 	
 
 	
 これまでに iinn 	
 vviittrroo モデルを用いた解析
結果から、高分化型の乳がん細胞においても、
RRBB 不活性化により CCCCLL22 の分泌が亢進するこ
とを明らかにした。そこで、pp5533 欠損背景に



おいて RRBB 遺伝子欠損に依存して乳がんを形
成するモデルマウス((MMMMTTVV--CCrree;;RRbbffllooxx;;pp5533--//--))
と CCCCRR22 欠損マウスを掛け合わせた複合変異
マウスを作製した。誘導される腫瘍の大きさ
やマウスの生存曲線、病理組織学的観察によ
る腫瘍内微小環境の解析を行うことで、RRBB 遺
伝子欠損に依存して生じる乳がんに、CCCCLL22 の
分泌亢進に伴う炎症性微小環境の形成が寄
与するかを検討する。 	
 
 	
 
４．�研究成果 	
 
((11)) 	
 阻害剤スクリーニング、および DDNNAA マイ
クロアレイ解析による網羅的遺伝子発現解
析の結果、RRBB 不活性化により CCCCLL22 が誘導さ
れる分子メカニズムとして、RRBB によるミトコ
ンドリア代謝制御を介した酸化ストレス経
路および JJNNKK 経路の制御が重要であることを
見出した。 	
 
 	
 
((22)) 	
 pp5533 欠損マウス由来筋線維芽肉腫細胞を
野生型マウス皮下に同種同系移植したとこ
ろ、コントロール群と比較して RRBB 不活性化
細胞では、がん組織中における免疫担当細胞
の遊走および血管新生の亢進を免疫染色に
より確認した。 	
 
 	
 
((33)) 	
 pp5533 欠損マウス由来筋線維芽肉腫細胞を
用いて、CCCCRR22 欠損マウスを宿主として同種同
系移植を行ったところ、野生型マウスを宿主
とした場合と比較して、特に GGRR--11 陽性血球
細胞の遊走および腫瘍形成が顕著に抑制さ
れた。これらの結果から、RRBB 不活性化により
CCCCLL22 発現誘導が、炎症性微小環境の形成を促
進し、がん悪性化に寄与することが示唆され
た。 	
 
 	
 
((44)) 	
 TTCCGGAA データベース解析、ヒトがん細胞株
スクリーニング等を行った結果、pp5533 欠損マ
ウス由来筋線維芽腫細胞のみならず、ヒト乳
癌細胞株においても、RRBB不活性化により CCCCLL22
が誘導されることが明らかになった。そこで、
pp5533欠損背景下で乳腺特異的にRRBBを欠損する
ことにより乳癌を形成する MMMMTTVV--CCrree;; 	
 
RRbbffllooxx;;pp5533KKOO マウスを作製し、さらに CCCCRR22 欠
損マウスとの交配を完了した。今後、乳癌形
成あるいは悪性進展�過程における RRBB 不活性
依存的な CCCCLL22 発現亢進の役割を IInn 	
 vviivvoo で
解析予定である。 	
 
 	
 本研究は、RRBB 不活性化により誘導されるサ
イトカインが、炎症性微小環境の形成という
非細胞自律的な作用を介して、がん悪性化を
促進するという、これまでの RRBB 研究の枠を
超えた革新的な内容である。さらに、がん細
胞自身のがん抑制遺伝子変異が直接的に炎
症性微小環境形成に寄与する、という新しい
概念を提案した。（図１） 	
 
 	
 
 	
 
 	
 
 	
 

図１..RRBB によるサイトカインを介したがん悪
性化制御機構 	
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