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間葉系幹細胞における Wnt5a-Ror2シグナ/レは、

CXCL16-CXCR6シグナル経路の活性化を介して胃癌細胞の増殖を促進する
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受容体型チロシンキナーゼRor2は、 Wnt5a受容体としてβカテニン非依存的Wntシグ

ナノレ経路を活性化するが、近年、様々な癌細胞においてWnt5aとRor2の両方またはそれ

らの一方が過剰発現していることが明らかにされている。それらの過剰発現は、 Srcファミ

リーチロシンキナーゼやJNKなど、を介したWnt5a-Ror2シグナルの恒常的な活性化を誘導

し、その結果、癌浸潤に必須なマトリ yクスメタロプロテアーゼの発現やそれに伴う浸潤

突起の形成をもたらすことも見出されている。一方、癌の進展には癌細胞だけでなく、癌

周囲の間質の存在も重要視されている。癌周囲の間質は様々な細胞や成分で構成されてい

るが、その中でも骨髄由来の開業系幹細胞 (MSCs)は癌の進展に大きく寄与していると考

えられている。 MSCsは遺伝子的に不均一な集団であるが、いずれもその細胞表面には

CD旬、 CD90、CD105を発現し、様々な成長因子やサイトカインを産生・分泌する。また、

MSCsはm目voにて癌細胞の増殖を促進させる能力や、自身が癌関連線維芽細胞(CAFs)

戸含めた様々な間葉系細胞へと分化する能力をもっている。興味深いことに、MSCsは恥泌

を発現し、その骨芽細胞分化に関与することが知られている。しかし、 MSCsにおいて

Wt5a-Ror2シグナルが、癌の進展に関与しているのかどうかは全く明らかにされていない。

本研究ではMSCsにおける Wnt5a-Ror2シグナルが未分化胃癌細胞の増殖能に与える影響

について解析した。

本研究ではルシフエラーゼを恒常的に発現しているヒト来分化胃癌細胞株阻剖45とヒ

ト初代培養骨髄由来MSCsを用いた。 MKN45細胞はWnt5aとRor2をほとんど発現して

いないが、 MSCsはこれらを発現していることを確認した。また、 MKN45細胞のルシフエ

ラーゼ活性はその細胞数と相関することを確認した。

最初に MSCsが阻到45細胞の増殖に及ぼす影響について調べるために MSCsと

MKN45細胞を同じ wellに入れ細胞同士が直接接触する条件で共培養を行った。すると 9

日目の時点で共培養した群では単培養に比べ、細胞増殖が有意に促進していた。次にMSCs

のMKN45細胞に対する細胞増殖促進作用に細胞同士の直接的な接触が必要かどうか調べ

るため、 0.4μmの孔を持つフィノレターで上下槽が区切られたTranswellを用い間接的共培

養を行った。 9日目の時点で直接的共培養と同様に阻国45細胞の単培養に比べ MSCと

の共培養でMKN45細胞の増殖は促進された。

このMSCのMKN45細胞に対する増殖促進作用にWnt5a-Ror2シグナルが関与してい

るかどうか調べるため、siRNAにより Ror2または Wnt5aをノックダウンしたMSCsを用

いて、同様に阻国45細胞との直接的または間接的共培養を行った。 Ror2および陥t5a

のいずれをノックダウンした条件においても、MKN45細胞に対する増殖促進作用は抑制さ

れ、MSCsのもつ細増殖促進作用にWnt5a-Ror2シグナルが関与していることが示された。

間接的共培養でも細胞増殖促進作用が認められたことより、細胞増殖促進に何らかの液

性因子が関与している可能性が考えられた。そこでその仮説を検証するため、液性因子が

含まれている可能性がある MSCsの培養上清を用いて、阻到45細胞の増殖が促進される

か確認した。 6日間MSCsを培養した培養上清を回収し、培地に 25%の濃度になるように



加えてMKN45細胞を培養すると、加えなかった群に比べ細胞増殖が促進された。さらに、

その液性因子の分泌にWnt5a-Ror2シグナルが関与しているかを調べるため、 Ror2をノッ

クダウンしたMSCsから回収した培養上清を用いて同様にMKN45細胞を培養した結果、

阻 &45細胞に対する増殖促進作用が有意に抑制された。そこでその液性因子を同定するた

めに、 MSCsの培養上清に含まれるケモカインを抗体アレイを用いて網羅的に解析した。

その結果、 IL-8、CCL2、 CXCL12、CXCL16の発現がRor2のノックダウンにより減弱し

た。定量的RT-PCR法を用いてこれらの因子の発現を解析した結果、CXCL16の発現がRor2

のノックダウンに伴い有意に減弱することが確認された。さらに、 ELISA法を用いた解析

からも、 Ror2または防匂t5aのノックダウンにより MSCs培養上清中のCXCL16の濃度が

低下することを確認した。よってWnt5a-Ror2シグナルにより MSCsから発現・分泌され

るCXCL16がMKN45細胞に作用し場殖を促進させることが示唆された。

次に CXCL16が実際にMKN45細胞に対して増殖促進作用を有するか確認するため、リ

コンビナントのCXGL16を培地に加えて細胞増殖に与える影響を確認すると、 CXCL16の

添加により細胞増殖の促進が認められた。また siRNAを用いてMSCsの CXCL16をノッ

クダウンすることにより、共培養で見られたMKN45細胞への増殖促進作用が抑制された。

さらに CXCL16に対する中和抗体を培地に加えることで、共培養による細胞増殖促進作用

を抑制できることが確認された。

CXCL16には膜型および分泌型が存在し、膜型の CXCL16がADAMファミリーにより

切断されて分詑型となる。分泌された CXCL16はその受容体である CXCR6に結合し、細

胞増殖を促進すると考えられる。そこでMKN45細胞における CXCR6の発現を確認する

と、島任副45細胞はMSCsに比べCXCR6が高発現している事が確認された。最後にsiRNA

を用いてMKN45細胞の CXCR6をノックダウンし、 MSCsと共培養を行うと、 CXCR6を

ノックダウンしたMKN45細胞ではMSCsによる細胞増殖促進作用が抑制された。

以上の実験より、骨髄由来のMSCsはWnt5a-Ror2シグナルにより CXCL16を発現・分

泌し、分泌されたCXCL16は未分化胃癌細胞MKN45が発現する CXCR6に結合し、細胞

内にシグナルを伝達することで、細胞増殖を促進させることが明らかとなった。

Wnt5a-Ror2シグナルがいかにして CXCL16の発現を制御しているか、 CXCL16-CXCR6

シグナルがいかにしてMKN45細胞の樽殖を促進させるのか、また、 CXCR6を発現してい

る他の癌腫に対しても MSCsは細胞噌殖促進作用を有するかなど、今後さらなる研究が必

要である。 CXCL16に対する中和抗体や、 MSCsにおける Ror2，Wnt5a、CXCL16，およ

びMKN"45細胞における CXCR6のノックダウンはいずれも共培養による MKN45細胞の

増殖の抑制することから、 Wnt5a-Ror2シグナル、 CXCL16-CXCR6シグナルはともに癌治

療のターゲットとなりうることが示唆された。
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受容体型チロシンキナーゼRor2は、Wnt5a受容体として8カテニン非依存的Wntシグナ
ル経路を活性化するが、様々な癌細胞においてWnt5a-Ror2シグナルの恒常的な活性化の

結果、浸潤に必須なマトリックスメタロプロテアーゼの発現や浸潤突起の形成元進が見出

されている。一方、癌の進展には癌周囲の間質、特に骨髄由来の開業系幹細胞 (MSCs)

の関与が注目されている。 MSCsは不均一な集団であるが、様々な成長因子やサイトカイ

ンを分泌する。また、 MSCsは血 vivoにて癌細胞の増殖を促進させる能力や自身が他の

様々な間葉系細胞へと分化する能力をもっている。 MSCsはRor2を発現し、骨芽細胞分

化に関与することが知られているが、 MSCsにおける Wt5a-Ror2シグナノレが、癌の進展に

関与しているかどうかは不明である。本研究ではMSCsにおける Wnt5a-Ror2シグナノレが

未分化胃癌細胞の増殖に与える影響を解析した。本研究ではノレシフエラーゼを恒常的に発

現したヒト未分化胃癌細胞株阻rn45とヒト骨髄由来 MSCsを用いた。阻ζN45細胞は

Wnt5aとRor2をほとんど発現していないが、 MSCsはこれらを発現している。得られた

研究結果は以下のごとくである。

MSCsがMKN45細胞の増殖に及ぼす影響を検討するため、 MSCsとMKN45が直接接触
する条件で共培養を行ったところ、 9日目の時点で共培養群では単培養群に比べ、細胞場

殖が有意に促進していた。次にMSCsとMKN45をTranswellを用い間接的共培養を行っ
た。 9日目の時点で直接的共培養と同様、 MSCとの共培養でMKN45細胞の増殖は促進さ
れた。このMSCのMKN45に対する増殖促進作用における Wnt5a-Ror2シグナルの関与

を検討するため、Ror2または Wnt5aをノックダウンしたMSCsを用いて、前述のMKN45
との直接的または間接的共培養を行った。 Ror2、Wnt5aのいずれをノックダウンした場合
もMKN45に対する増殖促進作用は抑制され、 MSCsにおける Wnt5a-Ror2シグナルが関
与していることが示された。

間接的共培養でも細胞増殖促進作用が認められ、細胞増殖促進に液性因子が関与してい

る可能性が考えられた。そこでMSCsの培養上清を用いて、 MKN45の増殖促進を確認し
たところ、MSCsを6日間培養した培養上清により細胞増殖促進が確認された。また、Ror2
をノックダウンしたMSCsからの培養上清を用いてMKN45を培養した結果、 MKN45に
対する増殖促進作用が有意に抑制された。次に液性因子の同定のために、 MSCs培養上清
に含まれるケモカインを抗体アレイを用いて網羅的に解析したところ、 IL-8、CCL2、
CXCL12、CXCL16の発現がRor2のノックダウンにより減弱した。定量的RT-PCR法に
よる解析の結果、 CXCL16の発現が Ror2のノックダウンに伴い有意に減弱すること、
ELISA解析から Ror2または Wnt5aのノックダウンにより CXCL16の濃度が低下するこ
とから、MSCsにおけるWnt5a-Ror2シグナルにより発現・分泌されるCXCL16がMKN45
に作用し増殖を促進させることが示唆された。



次に、精製(組換え)CXCL16を培地に添加し細胞増殖に与える影響を確認したところ、

CXCL16により細胞増殖の促進が認められた。またMSCsにおける CXCL16をノックダ

ウンしたところ、共培養で見られた MKN45細胞への増殖促進作用が抑制され、さらに

CXCL16に対する中和抗体により共培養での細胞増殖促進作用が抑制された。 MSCsから

分泌されたCXCL16はその受容体である MKN45上のCXCR6に結合し、細胞増殖を促進

すると考えられる。 MKN45ではMSCsに比べ CXCR6が高発現しているが、 MKN45細

胞における CXCR6のノックダウンにより、 MSCsによる MKN45の細胞増殖促進が抑制

された。以上より、骨髄由来MSCsにおける Wnt5a-Ror2シグナルにより CXCL16が発

現・分泌され、 CXCL16は未分化胃癌細胞MKN45上のCXCR6に結合し、細胞増殖を促

進させると考えられる。また、 Wnt5a-Ror2シグナ/レ、 CXC及び 16-CXCR6シグナルは

癌治療のターゲットとなりうることが示唆された。

本研究は、癌細胞の微小環境に存在する MSCsにおける Wnt5a-Ror2シグナノレがケモカイ

ンCXCL16の発現・分泌を介し、その受容体CXCR6を発現する胃癌細胞の増殖を促進す

ることを初めて明らかにしたもので、重要な知見を得たものとして価値ある業績であると

認める。よって、本研究者は博士(医学)の学位を得る資格があると認める。




