
 
 

助成番号 2324 

がん免疫抑制細胞におけるがん微小環境に応じたカリウムチャネルの機能・発現調節

の意義解明 
 

 

大矢 進 
 

名古屋市立大学大学院医学研究科薬理学分野 
 
 
概 要 

【研究目的】  がん微小環境（Tumor microenvironment：TME）では，がん関連マクロファージ（Tumor-Associated 

Macrophage：TAM），骨髄性抑制細胞，制御性 T 細胞などの免疫抑制細胞群が腫瘍内に浸潤してがん免疫監視機構を抑

制する。がん悪性化には，がん浸潤性免疫抑制細胞群の浸潤・集積が関与しており，臨床的には，がん浸潤性免疫抑制細

胞群の浸潤・集積密度が高い症例ほどがん悪性度が高く，予後が不良である。したがって，がん悪性化の原因となる TME

ネットワークを形成する非がん細胞の特性や相互作用を解明することが重要である。現在，TME に高密度に集積して免疫

監視機構を抑制するがん促進系のがん免疫抑制細胞群が，がん創薬戦略のターゲットとして期待されている。 

本研究の目的は，免疫抑制細胞における K+チャネル作用薬のがん免疫賦活薬の標的としての潜在性を明らかにするこ

とである。 

【研究方法】 ヒト急性単球白血病細胞株 THP-1 を分化調整薬 PMA で 24 時間刺激して M0マクロファージに分化させた

後，IL-4/IL-13 添加培地で 72 時間培養することにより TAM 様 M2 マクロファージに分化させた。遺伝子発現は real-time 

PCR，タンパク発現はウェスタンブロッティング，サイトカイン発現は ELISA 法により解析した。 

【結果】 THP-1 由来 M2 マクロファージにおいて，Ca2+活性化 K+チャネル KCa3.1 活性化薬 SKA-121 の腫瘍化促進性サ

イトカインの発現への影響を検討したところ，SKA-121 により IL-8 と IL-10 の転写が有意に低下した。また，TME の細胞外

K+レベルを模倣した in vitro 実験条件下において，IL-8 と IL-10 の転写および産生はともに有意に上昇し，転写活性化は

SKA-121 処置により抑制された。さらに，IL-8 と IL-10 の転写活性は，ERK 阻害剤や JNK 阻害剤の処理により有意に抑制

され，SKA-121 は，ERK や JNK のリン酸化を有意に減少させた。 

【考察】 KCa3.1 活性化薬は，ERK-CREB および JNK-c-Jun カスケードを介して IL-8 および IL-10 の転写および産生を

阻害することにより，IL-10 誘導性の腫瘍免疫監視逃避および IL-8 誘導性の腫瘍化およびがん転移を抑制する可能性が

示された。 

 

 

１． 研究目的 

がん微小環境（Tumor microenvironment：TME）では，

がん関連マクロファージ（Tumor-Associated Macrophage：

TAM），および，骨髄性抑制細胞，制御性 T 細胞などの

免疫抑制細胞群が腫瘍内に浸潤してがん免疫監視機構

を抑制する。がん悪性化には，がん免疫抑制細胞群の浸

潤・集積が関与しており，臨床的には，がん浸潤性免疫

抑制細胞群の浸潤・集積密度が高い症例ほどがん悪性

度が高く，予後が不良である 1)。したがって，がん悪性化

の原因となる TME ネットワークを形成する非がん細胞の

特性や相互作用を解明することが重要である。現在，

TME に高密度に集積して免疫監視機構を抑制するがん

促進系のがん免疫抑制細胞群が，がん創薬戦略のター

ゲットとして期待されている。 



 

 
 

カリウムチャネルは，細胞内から細胞外へのカリウムイ

オンの流出を促進することによって細胞内のカリウムイオ

ン濃度を減少させ，その結果生じる膜の過分極は細胞内

カルシウムイオン流入の駆動力を増大させ，マクロファー

ジなどの免疫細胞において細胞内カルシウムイオン濃度

の持続的な上昇をもたらす。細胞内カルシウムイオン濃度

の持続的な上昇は，免疫細胞における増殖，分化，アポト

ーシス，サイトカイン・ケモカイン・増殖因子等の発現に必

須である 2)。 

TME では，低酸素状態により細胞死が誘導され，細胞

内のカリウムイオンが漏出することで，細胞外カリウムイオ

ン濃度が上昇する。カリウムイオンのホメオスタシスに焦点

を当てたカリウムイオン駆動型がん免疫療法は，がんの治

療戦略において注目されているが 3)，腫瘍浸潤免疫抑制

細胞における細胞内カリウムイオン駆動型サイトカイン/ケ

モカイン制御のメカニズムは，解明されていない。 

本研究の目的は，カリウムチャネル作用薬のがん免疫

賦活薬の標的としての潜在性を明らかにすることである。 

２． 研究方法 

２．１ 細胞培養と分化 

ヒト単球性白血病細胞株 THP-1 を Phorbol 12-myristate 

13-acetate（100 ng/mL）で 24 時間処理することにより，M0

マクロファージに分化誘導した。培地除去後，細胞を IL-4

と IL-13（それぞれ 20 ng/mL）を添加した RPMI 1640 培地

で 72 時間インキュベートし，M2マクロファージに分化させ

た。M2マクロファージへの分化は，CD163および IL-10の

転写レベルにより確認した。 

２．２ 膜電位と細胞内カルシウム濃度の測定 

膜電位イメージング解析では，膜電位感受性蛍光色

素 DiBAC4(3)を負荷した細胞に波長 490 nm の光を照

射した。細胞内カルシウムイメージング解析では，カ

ルシウム指示薬 Fura 2-AM を用いて測定し，Fura 2 を

負荷した細胞は波長 340 nm と 380 nm の光を交互に照

射した。蛍光画像は，ORCA-Flash2.8 デジタルカメラ

（浜松ホトニクス，浜松，日本）を用いて記録し，デ

ータ収集と解析には，HCImage システム（浜松ホトニ

クス）を用いた 4)。 

２．３ リアルタイム PCR による mRNA 発現定量解析 

総 RNA 抽出および cDNA 合成を行った 4)。リアル

タイム PCR 用の遺伝子特異的プライマーは Primer 

ExpressTM software（Ver 1.5，Thermo Fisher Scientific）

を用いて設計した。リアルタイムPCRはLuna Universal 

qPCR Master Mix（New England Biolabs Japan，Tokyo，

Japan）を用い，ABI 7500 real-time PCR instrument

（Applied Biosystems）で行った 4)。 

２．４ タンパクの定量解析 

全細胞溶解液を RIPA バッファーで抽出した。等量

のタンパク質を SDS-PAGE で電気泳動した後，フィル

ターに転写した。各種一次抗体でインキュベートした

後（一晩），HRP 標識 IgG 二次抗体でインキュベート

した。ECL advance chemiluminescence reagent kit（Nacalai 

Tesque）を用い発色し，Amersham Imager 600（GE 

Healthcare Japan）を用いて可視化解析した 4)。タンパ

ク質バンドシグナルを ImageJ ソフトウェア（Ver.1.42，

NIH，USA）を用いて定量化した。 

２．５ 統計学的解析 

2 群間の検定には Student’s または Welch’s t 検定を

用い，多群の検定には，一元配置分散分析を行った後

に Tukey’s 多重比較検定を行った。危険率 5%未満を有

意差有りとした。 
３． 研究結果 

３．１ THP-1由来M2マクロファージにおけるカルシウム

活性化カリウムチャネルKCa3.1の機能発現 

THP-1 由来 M2 マクロファージにおける KCa3.1 の機能

解析を行うために，選択的 KCa3.1 活性化薬 SKA-121

（1 μM）誘発過分極反応とそれに伴う細胞内カルシウム濃

度[Ca2+]i の上昇を，DiBAC4(3)と Fura 2 シグナルを同時

に測定したところ，SKA-121 による過分極反応は，[Ca2+]i

上昇と正の相関があった（相関係数 R = 0.81，n = 14）。ま

た，選択的 KCa3.1 遮断薬である TRAM-34（1 μM）は，単

独投与では膜電位に有意な変化を及ぼさなかったが，

SKA-121 との共投与では，SKA-121 による過分極反応を

ほぼ完全に抑制した。 

３．２ THP-1 由来 M2マクロファージにおけるカルシウム

活性化カリウムチャネルKCa3.1活性化薬による IL-

10および IL-8 の転写および産生の抑制 

これまで，ヒト T 細胞リンパ腫 HuT-78 細胞におい

て，KCa3.1 の活性化により IL-10 の発現および産生が

抑制されることを報告した 5)。本研究課題では，THP-

1 由来 M2マクロファージにおいて，SKA-121（1 μM）



 

 
 

24 時間処理の IL-10，IL-8，VEGF-A，および TGF-β1

の発現への影響について検討した。 

IL-10 および IL-8 mRNA の発現レベルは，SKA-121

（10 μM）処理により，いずれも有意に抑制され（n = 4，

p < 0.01），TRAM-34（10 μM）で同時処理により有意

に回復した。TRAM-34 単独処置では，IL-10 および IL-8 

mRNA の発現レベル有意な変化はなかった。一方，

SKA-121 は，VEGF-A および TGF-β1 mRNA 発現には

影響を及ぼさなかった（n = 4，p > 0.05）。この結果と

同様に，IL-10 および IL-8 の産生は，SKA-121 処理に

より有意に減少した（n = 4，p < 0.01）。以上より，

KCa3.1 活性化薬は，IL-10 と IL-8 の転写を抑制するこ

とにより，TAM の免疫亢進と腫瘍促進を抑制するこ

とが示唆された。 

３．３ THP-1 由来 M2 マクロファージにおける高カリウム

誘発 IL-10および IL-8の発現・産生増大とそれに対

するKCa3.1活性化薬の効果 

低酸素状態の TME では，壊死したがん細胞から放出

されたカリウムイオンが細胞外領域に蓄積する 3)，6) 。

細胞内カリウムイメージング解析により，TME におけ

る平均カリウムイオン濃度は，約 29 mM であること

が知られている。THP-1 由来 M2 マクロファージを高

カリウム含有 RPMI1640 培地（最終カリウムイオン濃

度：25 mM）に 24 時間曝露したところ，IL-10 と IL-8 

mRNA発現・産生は2倍程度に増加し，転写発現（n = 4，

p < 0.01）および分泌（各 n = 4，p < 0.01）の増加が示

された。そこで，高カリウム刺激による IL-8 および IL-

10 発現・産生の増加に対する SKA-121 の 24 時間処理

の効果を調べたところ，10 μM SKA-121 処理により有

意に抑制された（n = 4，p < 0.01）。 

３．４ THP-1 由来 M2マクロファージにおける IL-10 およ

び IL-8の転写抑制におけるERK-CREB，JNK-c-Jun

カスケードの関与 

以前の研究により，IL-8 および IL-10 の発現は

ERK/JNK/p38 MAPK，PI3K/AKT/mTOR，NF-κB，カル

シニューリン/NFAT などのシグナル伝達経路によっ

て制御されていることが報告されている 7-10)。10 種類

のシグナル伝達経路阻害剤のうち，ERK1/2 阻害薬

SCH772984（1 μM）で 24 時間処理すると，THP-1 由

来 M2 マクロファージにおける IL-10 および IL-8 

mRNA 発現は抑制された。また，JNK 阻害薬 SP600125

（10 μM）により，同様に IL-10 および IL-8 mRNA 発

現は抑制された。 

次に，ウェスタンブロッティングにより，KCa3.1 活

性化薬のリン酸化 ERK1/2（P-ERK1/2），リン酸化 JNK

（P-JNK），リン酸化 c-Jun（P-c-Jun）に対す影響を検

討した。総 ERK2 に対する P-ERK2 の比率は，SKA-121

処理により有意に減少し（n = 4，p < 0.01），高カリウ

ム（25 mM）への曝露により増加した（n = 4，p < 0.01）。

同様に，全 JNK に対する P-JNK の比率も，SKA-121

処理により有意に減少し（n = 4，p < 0.01），高カリウ

ム（25 mM）への曝露により増加した（n = 4，p < 0.01）。

以上の結果より，THP-1 由来 M2 マクロファージにお

いて，KCa3.1 活性化による IL-10 および IL-8 の転写抑

制に ERK および JNK-c-Jun シグナル伝達経路が関与

することが示唆された。 

IL-8 および IL-10 遺伝子のプロモーターに結合する転

写因子同定されているが，ERK1/2-CREB 経路は，IL-8 お

よび IL-10 の転写に共通して関連する候補である。そこ

で，CREB 阻害薬 666-15（1 μM）の IL-8 および IL-10

の発現に対する効果を検討した。IL-10 と IL-8 mRNA

発現・産生は，666-15 による 24 時間処理によって有

意に減少した。また，全 CREB に対する P-CREB の比

率は，1 μM SKA-121 により有意に減少し（n = 4，

p < 0.01），高カリウム曝露によって有意に増加した

（n = 4，p < 0.01）。したがって，ERK-CREB および

JNK-c-Jun カスケードは，KCa3.1 を介した IL-10 および

IL-8 の発現制御に関与している可能性がある。 

３．５ THP-1 由来 M2 マクロファージにおける容積感

受性アニオンチャネル LRRC8A 阻害薬による

IL-10 および IL-8 の転写および産生の抑制 

THP-1 由来 M2 マクロファージにおいて，Nrf2 阻害

薬 ML385（10 μM）を 12 時間処置したところ，IL-8 及

び IL-10 の転写・産生が抑制された。しかし，SKA-121

によりリン酸化 Nrf2（P-Nrf2）の核移行は影響を受け

なかった。LRRC8A 阻害薬 endovion （NS3728）（10 μM）

を 12 時間処置したところ，IL-8 及び IL-10 の転写・産

生が抑制された（n = 4，p < 0.01）。 



 

 
 

３．６ THP-1 由来 M2マクロファージにおける IL-10 お

よび IL-8 の転写抑制における NOX2-Nrf2 シグ

ナル経路の関与 

Alexa-Fluor-488 で標識した P-Nrf2 抗体を用いて共

焦点レーザー顕微鏡により P-Nrf2 の核における局在

を観察したところ，endovion 処置により P-Nrf2 陽性細

胞の割合が有意に減少した（n = 4，p < 0.01）。また，

Nrf2 の上流シグナルを検討したところ，Akt や AMPK

ではなく，endovion による LRRC8A 阻害が NOX2

（NADPH oxidase 2）を抑制して，P-Nrf2 の核への移行

を阻害することが示唆された。 

４． 考察 

本研究では，THP-1 由来の M2 マクロファージを用

いて，Ca2+活性化 K+チャネル KCa3.1 が，TAM による

がんの転移能の亢進と TME における血管新生に関わ

る可能性があることを示した。本研究の主な結果は以

下の通りである。  

（１）THP-1 由来 M2 マクロファージにおけるプロ腫

瘍原性 IL-8 および IL-10 の発現および産生は，

KCa3.1 活性化薬処理により有意に減少した。 

（２）実験的高カリウム環境により IL-8 および IL-10

の発現および産生は亢進し，KCa3.1 活性化薬に

より有意に減少した。 

（３）IL-10 および IL-8 の転写は，ERK-CREB，JNK-

c-Jun カスケードを介して促進された。 

我々は以前，IL-10 産生 T 細胞リンパ腫，HuT-78 細

胞において，KCa3.1 活性化薬による IL-10 の発現・産

生の減少を報告した 5)。HuT-78 細胞では NF-κB シグ

ナル伝達経路が定常的に活性化しており，IL-10 転写

はTGF-β-Smad2/3シグナル伝達経路を介して制御され

ている。しかしながら TGF-β シグナル阻害により，

THP-1 由来 M2 マクロファージにおける IL-10 および

IL-8 の転写は影響を受けなかった。 

TAM は，抗炎症性サイトカイン IL-10 を放出するこ

とにより，抗腫瘍性，細胞傷害性 CD8+ T 細胞やナチ

ュラルキラー細胞の機能を妨害する 11，12)。IL-10 の転

写調節には，複数の異なるシグナル伝達経路が関与し

ている 13，14)。Native な THP-1 細胞では，IL-10 プロモ

ーターは ERK1/2 シグナル経路を通して CREB によっ

て活性化される 15)。本研究でも，ERK1/2 阻害薬また

は CREB 阻害薬の処理により，THP-1 由来 M2 マクロ

ファージにおける IL-10 の転写が抑制された。また，

この結果と一致して，KCa3.1 活性化薬により，ERK1/2

および CREB のリン酸化レベルが低下した。我々は最

近，制御性T細胞において，KCa3.1阻害薬により JNK/c-

Jun カスケードを介して IL-10 発現が亢進することを

報告した 16)。本研究では，KCa3.1 活性化薬による IL-10

の発現抑制に JNK/c-Jun カスケードが関与することが示

唆された。IL-8 は，IL-10 と同様に腫瘍の免疫抑制に重

要な役割を果たすとともに 17)，がん幹細胞能，化学療

法抵抗性，および腫瘍における血管新生血管に関与し

ている 17，18)。本研究では，KCa3.1 活性化薬は，THP-1

由来の M2マクロファージにおける IL-8 の転写を抑制

した。したがって，KCa3.1 活性化薬は，TAM における

IL-8 産生を抑制することにより，がんの遊走と転移を

防ぐだけでなく，がんの微小血管密度も低下させる可

能性がある。しかし，この仮説を証明するためには，

今後さらなる研究が必要である。IL-8 転写は，ERK 阻

害剤および JNK 阻害剤によって抑制された。また，

KCa3.1 活性化薬は，ERK1/2，JNK，c-Jun，CREB のリ

ン酸化レベルを低下させた。IL-10 と同様に，KCa3.1 活

性化薬は，ERK-CREB および JNK-c-Jun カスケードを

介して TAM の IL-8 発現・産生を阻害することにより，

TME における腫瘍化促進や幹細胞獲得を抑制するこ

とが示唆された。KCa3.1 活性化薬は，腫瘍に浸潤した

TAMから分泌される IL-8を減少させることによって，

腫瘍の新生血管形成を抑制する新しい創薬戦略とし

て期待される。 

また，IL-8 は，TME における TAM の集積に関与

する。TAM から分泌される IL-8 は，パラクリン経路

を介して，化学療法抵抗性などのがん幹細胞の性質

を持つ上皮間葉転換過程に寄与する 19)。TAM とがん

細胞間の双方向性クロストークは，TAM が IL-8 と

IL-10 を TME に分泌することを促進し，固形がんの

腫瘍化，転移，血管新生をもたらす 20)。 

Feng ら（2018）は，Nrf2 の活性化が M2マーカー（CD163

と Arg1）の発現を亢進することを報告した 21)。したがっ

て，THP-1 細胞の M2 分化に伴う IL-10 および IL-8 発

現・産生の亢進には，Nrf2 活性化が関与する可能性が

ある。実際に，THP-1 由来 M2 マクロファージでは，



 

 
 

Nrf2 の発現レベルが高く，IL-10 および IL-8 発現は，

Nrf2 阻害薬 ML385 の 24 時間処理により有意に低下し

た（n = 4，p < 0.01）。KCa3.1 活性化薬は，リン酸化 Nrf2

陽性細胞の割合を抑制しなかった。一方，IL-10 および

IL-8 発現・産生は，容積感受性アニオンチャネル

LRRC8A 阻害薬により抑制された。LRRC8A 阻害薬は，

ERK や JNK のリン酸化には影響を及ぼさず，リン酸

化 Nrf2 陽性細胞の割合を有意に減少させた。したがっ

て，Nrf2 シグナル経路を介した IL-10 と IL-8 の発現・

産生の調節には，LRRC8A が関与しており，KCa3.1 活

性化薬と同様に，LRRC8A 阻害薬により，がんの腫瘍

化，転移，血管新生，幹細胞化を抑制できる可能性が

ある。 

５． 今後の課題 

本研究では，TME における壊死がん浸潤細胞による

細胞外カリウム上昇を模倣した実験的高カリウム環

境において，IL-10 および IL-8 の発現・産生が亢進し

た。チャネルのゲーティングを積極的に調節する，強

力で選択的な KCa3.1 活性化薬が開発されているが 22)，

その臨床的・治療的重要性は依然として不明である。

本研究成果は，抗腫瘍戦略としての TAM 標的療法に

新たな洞察を与え，強力かつ選択的な KCa3.1 活性化薬

が，がん免疫療法における将来の治療応用のために有

用である可能性を示した。がん免疫療法における

KCa3.1 活性化薬の臨床応用の可能性を評価するために

は，酸性 pH，低酸素，高乳酸，低グルコースなどの

TME 条件下でのさらなる研究が必要である。また，が

ん細胞や TME 周辺に集積する免疫抑制細胞をリクル

ートさせるサイトカイン・ケモカインに関するさらな

る研究が必要であると考えている。 

本報告書において，容積感受性アニオンチャネル

LRRC8A に関する研究成果の一部を記述したが，THP-

1 由来 M2 マクロファージにおける LRRC8A を介した

IL-10 および IL-8 発現・産生の制御に関する研究成果

を原著論文としてまとめるためには，さらに実験が必

要であり，今後の課題である。 
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Summary 
 

In the tumor microenvironment (TME), immunosuppressive cells such as tumor-associated macrophages (TAM), 

myeloid-derived suppressor cells, and regulatory T cells infiltrate the tumors and suppress the tumor immune surveillance 

system.  Clinically, the density of infiltrating immunosuppressive cells is associated with high malignant grade and poor 

prognosis in cancer.  Therefore, immunosuppressive cells forming TME networks are targets for cancer drug discovery 

strategies.  The purpose of this study is to elucidate the potential of K+ channel activators in immunosuppressive cells.  

In the present study, human acute monocytic leukemia cell line THP-1 was differentiated into M0 macrophages by 

stimulation with PMA for 24 hr and then differentiated into TAM-like M2 macrophages with IL-4/IL-13 supplemented 

medium for 72 hr.  Gene expression was analyzed by real-time PCR, protein expression by Western blotting, and 

cytokine expression by ELISA.  We examined the involvement of Ca2+-activated K+ channel KCa3.1 in THP-1-derived 

M2 macrophages in expressing pro-tumorigenic cytokines.  In THP-1-derived M2 macrophages, the expression levels of 

IL-8 and IL-10 were significantly decreased by treatment with the selective KCa3.1 activator, SKA-121.  Furthermore, 

under in vitro experimental conditions that mimic extracellular K+ levels in the TME, IL-8 and IL-10 levels were both 

significantly elevated, and these increases were reversed by combined treatment with SKA-121.  Respective treatments 

with ERK and JNK inhibitors significantly repressed IL-8 and IL-10 transcriptions, and treatment with SKA-121 

significantly reduced the phosphorylation levels of ERK and JNK.  These results suggest that the KCa3.1 activator may 

suppress IL-10-induced tumor immune surveillance escape and IL-8-induced tumorigenicity and metastasis by inhibiting 

their production from TAMs through ERK-CREB and JNK-c-Jun cascades. 


