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胃がんは世界におけるがん関連死亡の原因として 3番目に多く、胃がんの

進展調節機構を解明することは重要である。近年、さまざまながん種の進行

とがん微小環境の関係について多くの報告があり、がん微小環境は新たな治

療標的として注目されている (Hanagan& Weinberg. Cell. 2011)。がん微

小環境は、がん細胞だけでなく周囲の間質組織に存在する間葉系幹細胞、が

ん関連線維芽細胞、腫瘍関連マクロファージなどで構成されており、これら

細胞はケモカインを分泌し、がん網胞の増殖・遊走・転移を促進することが

報告されている (Reyeset al. Front Immunol. 2020)。ケモカインはサイ

トカインのサプファミリーであり、自己分泌や細胞問シグナルを介してさま

ざまな細胞応答を誘発し、がんの進行を促進すると言われている

(Nagarsheth et al. Nat Rev I皿 unol.2017）。しかし、胃がん微小環境に

おけるケモカインシグナルが胃がんの進展を制御する分子機構は未解明な点

が多い。

Rorファミリー受容体に属する Ror2は分泌性糖タンパク質胃nt5aの受容

体として機能することで非古典的 Wnt経路を活性化し、細胞の極性、移

動、増殖および分化を制御する (Endoet al. Int Rev Cell Mol Biol. 

2015; Kamizaki et al. Dev Dyn. 2021)。Wnt5aとRor2は、様々な腔痛組

織に発現し、 Wnt5a-Ror2シグナルの活性化が腫瘍の進行に寄与することが

報告されている (Enomotoet al. Oncogene. 2009; Nishita et al. Mo! 

Cell Biol. 2010; O'Connell et al. Cancer Discov. 2013)。また、膵が

んや卵巣がんでは間質組織にも Ror2が発現しており、 Ror2の発現レベル

と予後に関わりがあると報告されている (Huanget al. Int Rev Cell Mo! 

Biol. 2015; Henry et al. Dev Dyn. 2017)。

我々は、胃がん微小環境の構成細胞の一つである骨髄由来間葉系幹細胞に

おいて Wnt5a-Ror2シグナルが活性化されることで、ケモカインの一つであ

る CXCL16の発現が誘導され、間葉系幹細胞 (mesenchymalstem cell :以

下、 MSC)から分泌された CXCL16が低分化型胃がん細胞株 MKN45細胞に発

現している CXCL16受容体である CXCR6に結合し、 !IKN45細胞の増殖を促

進することを報告した (Takiguchiet al. Cancer Science. 2016)。さら

に、 MKN45細胞において CXCL16-cXCR6シグナルが STAT3の活性化を介し

て Roriの発現を誘導することにより、増殖および移動を促進することを報

告した (Ikedaet al. Cancer Science. 2020)。これらの結果から、 MSCか

ら分泌された CXCL16によって胃がん細胞における CXCL16-CXCR6シグナル

が活性化し、胃がんの進展が促進されることが示唆された。一方で、 MSCか

ら分泌された CXCL16が MSC自身の細胞表面に発現している CXCR6に結合

ー
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し、 GXGL16-GXGR6シグナルの細胞自律的な活性化を介して、別のケモカイン

の発現が誘導されることで前立腺がんや乳がんの進展が促進されるという報

告がある (Junget al. Nat Commun. 2013: Chaturvedi et al. Proc Natl 

Acad Sci USA. 2014)。そこで、本研究では MSGにおける細胞自律的なケモ

カインシグナルの活性化が胃がんの進展を制御する可能性について検討し

た。

まず、コントロール siRNAあるいは l/or2siRNAを導入した初代ヒト骨髄

由来間葉系幹細胞 (humanmesenchymal stem cell :以下、 hMSG)の馴化培

地を回収し、培地中に含まれるサイトカインについてサイトカインアレイを

用いて解析した。その結果、 Ror2の発現抑制によって GXCL16と GGL5の

発現が抑制されることが明らかとなった。また定量的 RT-PGR法を用いた解

析から、不死化骨髄由来間葉系幹細胞株である UE6E7T-12細胞でも同様に

kor2の発現を抑制すると、 CXCL/6および CCL5の発現が抑制される：：：とを

見出した。これらの結果から、 MSGにおいて Ror2シグナルが GXGL16と

GGL5の発現を誘導していることが示された。

続いて、 UE6E7T-12細胞において GXGL16および CCL5を介したシグナル

伝達経路が細胞自律的に活性化している可能性を検討するために、 UE6E7T-

12網胞における GXGL16受容体 (GXGR6)および GGL5受容体 (CCR!、

CCR3、CCR5)の発現についてフローサイトメトリー法を用いた解析を行なっ

た。その結果、 CXCR6の発現は確認されたが、 CCL5受容体の発現は確認さ

れなかった。このことから、 UE6E7T-12細胞において CXCL16-CXCR6シグナ

ルが細胞自律的に活性化している可能性が考えられた。また興味深いこと

に、 UE6E7T-12細胞において siRNAを用いて CXCLJ6の発現を抑制する

と、 CCL5の発現が抑制されることが示された。これらの結果より、 UE6E7T-

12細胞において Ror2を介したシグナルが CXCL16の発現を誘導し、

CXCL16-CXCR6シグナルが MSCにおいて細胞自律的に活性化されることで

CCL5の発現が誘導されることが示された。

CCL5は、様々ながん種の進展との関与が報告されている (Aldinucci& 

Colombatti. Mediators Inflamm. 2014)。そこで、 UE6E7T-12細胞由来の

CCL5が MKN45細胞の増殖能および遊走能の充進に関与しているか検討し

た。まず、 MKN45細胞の細胞膜上に CCL5受容体が発現するか否かについて

フローサイトメトリー法を用いた解析を行なったところ、 CCRIおよび CCR3

が MKN45細胞で高発現していることを見出した。次に、 CCL5刺激によって

MKN45細胞の増殖能が充進するか検討するために WST8アッセイを行なった

ところ、 CCL5刺激では MKN45細胞の増殖は充進しないことが明らかとなっ

た。次に Transwellを用いて CCL5刺激によって MKN45網胞の遊走能が充

進するか検討した。その結果、 CCL5刺激により MKN45細胞の遊走能が充進

することが明らかとなった。さらに、 MKN45細胞において CCR!および

CCR3をそれぞれ発現抑制すると、 CCL5刺激による MKN45細胞の遊走能の

冗進が抑えられることが見出された。これらのことから、 CCL5は CCR1お

よび CCR3を介して MKN45細胞の遊走能を充進する可能性が示唆された。

本研究により、がん微小環境を構成する MSCから Ror2シグナル依存的に

分泌される CXCL16は、細胞自律的な CXCL16-CXCR6シグナルの活性化を誘

導し CCL5の発現を誘導することが明らかとなった。さらに MSCから分泌

された CCL5が、 MKN45細胞に発現する CCR1および CCR3を介して遊走能

を充進することが明らかになった。しかし、 CCL5--cCRl/3シグナルが MKN45

細胞の遊走能を促進する分子機構や、 MKN45細胞が MSCの増殖や分化、ケ

モカイン産生能などを制御する可能性については検討できていないため、今

後さらなる解析が必要と考えられる。
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［目的］

近年、さまざまながん種の進行とがん徴小環境の関係について多くの報告があり、がん徴小閃炭は新

たな治税楼的として注目されている。がん微小環境は、がん細胞だけでなく周囲の間質紐描に存在する

間巣系幹細胞、がん1関連線維芽細胞、腫痘関連マクロファージなどで構成されており、これら細胞はケ

モカインを分泌し、がん細胞(I)増殖，追走・転移を促進する。しかし、胃がん微Ilヽ 閲坑におけるケモカ

インシグナルが胃がんの進展を制御する分子撹構は未解明な点が多い．

Rorファミリー受容体に屈する Ror2は分泌性粧タンバク質 ll"nt5aの受容体として機能することで、

細胞の極性亀移動、増殖および分化を制御する。 Wnt5a-Ror2シグナルの活性化が腫紺の進行に寄与す

ることが報告されている。また、 9玄がんや卵巣がんでは Ror2の発現ンベルと予後に関わりがあると報

告されている。

胃がん微小哀度の構成細胞の一つである甘髄山来間菜系幹組胞において ¥¥'nt5a-Ror2シグナルが活性

化されることで、ケモカインの一つである CXCL16の発現が誘導され、間槃系幹細胞 (¥15C)から分泌

された CXCI.IG が低分（じ型胃がん細胞株 l1K~45 細胞に発現している CXCL16 受容体である CXCR6 に

結合し、 IIKN45細胞の増殖を促進することが報告されている(Takiguchict nl. Cancer Science. 2016)。

さらに、 llK~015 細胞において CXCM6-CXCR6 シグナルが STAT3 の活性化を介して Rori 発現を誘達する

ことにより．増烈および移動を促進することが報告されている (Ikedaet al. Cancer Science. 2020)。

これらの結果から、 MSCから分泌された CXCl.16によって＂がん細胞における CXCI.I 6-CXCR6シグナル

が活性化し｀胃がんの進展が促進されることが示唆された。一方で、 MSCにおける自輯狂lfK的なケモカ

インシグナルの活性化を介した胃がんの進股については1月らかになっておらず｀本研究では＼ISCにお

ける細胞町it的なケモカインシグナルが円がんの進展を制御する可能性について検討した日

［方法・結果］

まず、 llSCにおいては、サイトカインアレイを用いた邪折で｀ Ror2の発現抑制によって CXCl.16と

CCl.5の発現が抑制されることが明らかとなった。また定飛的 RTサPCR泊を用いた解析でも同様［：：： Ror2

の発現抑制により｀ CXCL16とCCl.5の発現が抑1月されることが兄出された。これらの結果から、 llSCに

おいて Ror2シグナルが CXCl.16と CCl.5の発現を誘導していることが示された。

統いて` l!E6E7T-12細胞において CXCU6とCCLSを介したシグナル伝遠経路が細胞lg{It的に活性ft:

している可能性を検討し、 UE6E7T-J2細胞における CXCLl6受布体 (CXCR6)および CCl.5受布体

(CCl11, CCR3, CCl15)の発現についてフローサイトメトリー法を川いた解析を行なった。その絆果、 CXCR6

の発現が肱認され、 UE6E7T-12細胞において CXCLl6-CXCR6シグナルが細胞自律的に活性化している可

能性が考えられた口またUE6E7T-I2細胞において CXCLIGの発現を抑；1ijすると、 L℃L5の発現がりJI測さ

れることが示された。これらの詰果より｀ UE6E7T-!2細胞において Ror2を介したシグナルが CXCL16

の発現を誘導し｀ CXCL16-CXCR6シグナルがりSCにおいて細胞日律的に括性化されることで CCt5の発

現が誘；gされることが示されたロ



さらに、しE6E7T-12組胞山如） CCl.5が＼lkN・15細胞の増殖能および遊走能d)）し進に関与しているか検

,i•I した。まず、 9lkM5 れllII包 0)iIIIl包膜J：に CCl.5 受容体が発現するか否かについてフローサイトメトリー

法をIllいた解!Ji・を行なったところ、CCRIおよび CCIし3が9lkN45細胞で硲発現していることを見出した。，．

そこで、 CCl.5li•I激によって＼IKXヽ15 細胞の削殖能が冗巡するか検討したが、 CCL5 刺激では ukN·95 細胞

のJN殖1む噂しないことが191らかとなった。次に． CCl.5刺激に．tって＼lkN45細胞の遊9C能が1c進する

か検討すると、 CCl.5,I•I激：こより＼lkN45 /19胞の革走能が冗進することが明らかとなった さらに、 91KM5

細胞において． CCRIおよび CCR3をそれぞれ発現抑制すると． CCl.5刺激による 91kM5119胞の遊走能

り）加態が抑えられることが比出されたこれらの結果から、CCl.59i CCl91および CCR3を介して＼19N45

細店のi妬走能を加阻1・る99f能性がポ唆された＿

［総括l
本研究：こk9）．がん徴,j況境を11,,』父する ¥ISCから 19or2シグナル1／渾的に分泌される CXCi.16は、雑n

胞ilflt的な CXCl.16-CXCl<Gシグナルの固I:I認誘導し CCIふの梵現を誘導することが明らかとなった。

さらに ¥ISCから分泌された CCl.5が． 91kN45111胞に発現する CCRIおよび CCR3を介Lて遊足能を9.，
進することがlリ l らかになった，以 1•より、従来ほとんど行われなかったがん微9／森度を Iii成する 99Sr d] 

細胞自律(9りケモカインシグナルと¥'/がん進屎り］関係についての新たな，r也さな知見を得たものとしてJ,ffi
値ある笈討1であると、認める，．9って、屈Jt究者ば博,,（（歿学）の学位を得る肉格があると品める。
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