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研究成果の概要（和文）：マウス腹膜癌モデルにKRAS導入を行い腫瘍形成や腫瘍内微小環境の変化を検討した。
KRAS導入モデルでは、腫瘍形成促進とともに炎症の増悪と好中球の増加がみられた。腹膜癌進展における好中球
の関与を検討するために好中球マーカーである抗Ly6G抗体を用いて、好中球を含むLy6G陽性細胞の除去実験を行
った。その結果、好中球除去群において、腫瘍形成・腹水産生の促進を認めた。また、T細胞の分画において
は、CD8陽性T細胞の減少とCD4陽性T細胞の増加を認めた。KRAS導入がん性腹膜炎由来の好中球は、T細胞共刺激
分子であるOX40-Lを発現し、CD8陽性T細胞の増殖を促進することが解明された。

研究成果の概要（英文）：Mutant KRAS was transduced into mouse peritoneal cancer model, and tumor 
formation as well as characteristics of tumor microenvironment was observed. In the KRAS-transduced 
model, tumor formation was accelerated along with the exaggerated inflammation and increased number 
of neutrophils. In order to assess the association of neutrophils with peritoneal cancer, 
neutrophils were depleted with anti-Ly6G antibody. Depletion of neutrophils promoted tumor formation
 and production of ascites. Depletion of neutrophils decreased CD8 T cells and increased CD4 T cells
 in ascites. Neutrophils in KRAS-transduced ascites enhanced naive CD8 T cell proliferation with 
higher level of T cell costimulatory molecule, OX40-L. 

研究分野： 婦人科腫瘍

キーワード： 腫瘍内微小環境　好中球　炎症　T細胞　癌遺伝子
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１．研究開始当初の背景 

癌細胞は腫瘍内微小環境の中の様々な構

成細胞と相互作用を及ぼすことでその性質

を獲得し、また維持をしている。腫瘍細胞か

ら産生されるサイトカインや酵素によって

腫瘍内微小環境の構成成分である線維芽細

胞やマクロファージは活性化され、それぞれ、

癌関連線維芽細胞や腫瘍関連マクロファー

ジとなり、炎症性サイトカインやケモカイン

やプロテアーゼなどを産生するようになる。

結果、腫瘍内はさらに癌進展にとって好都合

な環境に変化していく。 

腫瘍細胞は種々の癌原遺伝子変異に伴い

その性質を変化させる。癌原遺伝子は、腫瘍

細胞の分裂を促進し、足場非依存的増殖を可

能にする。一方で、これら癌原遺伝子が腫瘍

内微小環境に与える影響についてはほとん

ど解明されていない。癌原遺伝子の変異によ

り、癌細胞は増殖能を獲得するだけでなく、

発現調整を経て腫瘍内微小環境を変化させ

ると考えられる。また変化した腫瘍内微小環

境は癌進展をより一層促進する可能性があ

ると考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、卵巣癌における癌原遺伝子と腫

瘍内微小環境の特徴を解明するとともに、腫

瘍内微小環境構成成分の変化を、特に発現調

整に着目して解析を行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

①C57BL/6マウス卵巣癌細胞株（ID8）に K-RAS

や c-MYC を導入した種々の ID8細胞を作成し、

それぞれを同系マウスに腹腔内投与を行い、

腫瘍形成や腹水産生を観察した。 

②①で作成した種々の ID8 細胞を、腹腔内投

与し、腹腔内の環境の変化（特に免疫担当細

胞への影響）を検討した。 

③ID8-KRAS マウスを用いて、好中球の腫瘍形

成や腫瘍内微小環境に与える影響を、好中球

除去抗体（抗 Ly6G 抗体）を用いて検討した。 

④腫瘍関連好中球の腫瘍免疫への影響を、腫

瘍内微小環境の変化から解析をした。 

また、好中球の CD8 T 細胞への働きを、in 

vitro CSFE 増殖アッセイを用いて検討した。

さらに、T 細胞共刺激分子の発現に着目して

解析した。 

⑤ID8とID8-KRASの腫瘍内微小環境において

獲得免疫に与える影響を検討した。腹水中サ

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。T 細胞からの IL10 発現を

RT-PCR で解析した。また、T細胞の機能につ

いて、特に T 細胞疲弊マーカーである Tim3

と PD-1 発現に着目して検討した。 

 

４．研究成果 

①D8 に K-RAS, c-MYC をそれぞれ導入し、

ID8-KRAS, ID8-MYC を 作 成 し た 。 ID8, 

ID8-KRAS, ID8-MYC に in vitro での増殖アッ

セイや invasion assay に明らかな差はなか

った。 

一方、in vivo の検討では、ID8-KRAS では、

腫瘍形成や腹水産生は顕著に促進された。3

者 で 比 較 を 行 う と ID8-KRAS(2-3 週

間)>>ID8-MYC(6-7 週間)>ID8(8 週間以降)で

あった（図１）。 

図１、各種細胞株における腫瘍形成 

 

②ID8-KRASによるがん性腹水ではIL-６の濃

度が他(ID8, ID8-MYC)に比べて有意に高く、

ID8-MYC の腹水においては、VEGF の濃度が有

意に高かった。また、ID8-KRAS の腹水中へは、

好中球の遊走が有意に促進されていること

がわかった（図２）。 

 

 



図２、腹水中の好中球の割合 

 

 
③D8-KRAS 腹水中での好中球の働きを解明す

るため、ID8-KRAS を用いて好中球除去実験を

行った。その結果、好中球除去群では腫瘍産

生の促進が見られた。また、腹水中の T細胞

の分画が変化し、CD8/CD4 比が減少すること

がわかった（図３）。 

図３、ID8-KRAS 腹水中 T細胞分画の変化 

 

Isotype:コントロール群 

Anti-Ly6G: 好中球除去群 

 

④次に、好中球がどのように CD8 T 細胞の維

持に関わっているかを検討するため、in 

vitro での好中球と naïve CD8 T 細胞との共

培養による CSFE 増殖アッセイを行った。そ

の結果、ID8-KRAS 腹水中の好中球は naïve 

CD8 T細胞の増殖を促進することがわかった。

また、好中球の発現解析を好中球表面マーカ

ーに着目して行った。その結果、ID8-KRAS 腹

水中の好中球では、T 細胞共刺激分子である

OX40L の発現上昇を伴うことがわかった（図

４）。 

図４、各種好中球の OX40L 発現 

N-A：腹水中好中球 

N-B：末梢血中好中球 

 

これらの結果より、ID8-KRAS 中の好中球は、

T 細胞の活性化を調節し抗腫瘍効果を有する

ことが示唆された。 

⑤次に、ID8 と ID8-KRAS の腫瘍内微小環境に

おいて獲得免疫に与える影響を検討するた

め、腹水サイトカインアレイを行ったところ、

ID8-KRAS腹水でIL10とCXCL10の著明な上昇

を認めた。このため、IL10 の産生細胞に着目

した。その結果、IL10 は T細胞から産生され

ており、ID8-KRAS 腹水中の T細胞で特にその

発現が上昇していることがわかった（図５）。 

図５、各種 CD8 T 細胞における IL10 発現 

 



また、T 細胞の疲弊マーカーである PD-1 や

Tim3 の発現解析を行った結果、ID8-KRAS 腹

水中の CD8 T 細胞では、PD-1 発現や Tim3 発

現が増強されていることがわかった。 

さらに、腫瘍細胞のトランスクリプトーム

解析より、CXCL10 の産生細胞は癌細胞である

こと、また癌細胞は IFNg 刺激により CXCL10

を発現させることを解明した。“炎症→

CXCL10発現→活性化T細胞の誘導→炎症性環

境における T細胞疲弊”が起こっている可能

性が示唆された。 
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