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研究成果の概要（和文）： 通常のマウス皮下腫瘍モデルでは、腫瘍切除後のリンパ組織における抗原特異的メ
モリーCD8T細胞の検出は難しかった。
 そこでその絶対数を増やすためOT-Iマウスの細胞をあらかじめ移入してからEG-7を皮下投与し同様の解析を行
うと、リンパ組織で抗原特異的細胞が通常の20倍程度誘導でき、さらに腫瘍切除後でもメモリー細胞が検出でき
た。このOT-I細胞のPD-1発現は、腫瘍切除前ではほぼ全部の細胞が発現していたが、腫瘍切除後は発現が低下し
ていた。IFN-g産生能は腫瘍切除前から低かったが、切除後にはさらに低くなっており、通常のメモリー細胞と
異なった状態となっている可能性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： To elucidate the generation and maintenance of Ag-specific memory CD8+ T 
cells after surgical resection of tumor, we examined the fate of OT-I cells that were transferred 
into C57BL/6 mice followed by sc challenge with recombinant EL-4 expressing OVA (EG-7) after 
surgical resection.
 We found that the memory OT-I cells was detected on 4 weeks after tumor resection. Almost all of 
OT-I cells were expressed PD-1 indicating these cells were exhausted phenotype, whereas expression 
of PD-1 on memory OT-I cells were down-regulated after tumor resection. 

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： 癌免疫アジュバント療法　免疫記憶　抗原特異的CD8T細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 腫瘍免疫応答において抗原特異的メモリーCD8T細胞が、腫瘍の再発制御に重要な役割を担っていると考えられ
るが、その産生・維持の分子機構はいまだに不明な点が多い。
 特に外科的に腫瘍切除後のメモリーCD8T細胞の産生・維持に関する研究は皆無であり、それを解明し制御する
ことは癌再発制御につながると考えられる。これまでそれを解析する有用なモデルがなかったため、我々は
ＯＴ－Ｉマウスを用いて抗原特異的CD8T細胞の動態を解析するモデルを作成した。本モデルでは腫瘍切除後にも
メモリー細胞が産生され維持されていることが確認できた。このメモリー細胞の詳細な解析が可能となり再発制
御につながる研究が可能となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

免疫系は外来性の病原菌の排除だけでなく個体内で自律性に発生する癌細胞などの変異

細胞に対しても恒常的に排除する免疫監視機構を担っている。しかし、癌細胞が免疫監視機

構を逃れ増殖、悪性化すると、それは破綻し腫瘍制御が困難となる。免疫監視機構では、抗

原特異的 CD8T 細胞が重要な役割を担っていることが知られているが、そのメモリー細胞の

産生・維持の分子機構については不明な点が多い。 

近年、病原菌感染後の抗原特異的メモリーCD8T 細胞の産生・維持の分子機構が解明されてき

た。申請者らのグループは、IL-15 トランスジェニック(Tg)マウスまたは IL-15 ノックアウト

(KO)マウスを用いたリステリア感染モデルで、抗原特異的メモリーCD8T 細胞の産生・維持にお

ける IL-15 の役割を解析し、メモリー細胞の長期維持には IL-15 が必要であることを明らかに

した(Yajima T et al., J. Immunol., 2001)。また、Dr. Ahmed または Dr. Lefrancois らのグ

ループは、IL-15 KO マウスまたは IL-15Rα KO マウスを用いた LCMV またはワクシニアウイル

ス感染モデルでも、メモリー細胞の維持にはIL-15が必要であることを報告している(Becker et 

al.J.Exp.Med.,2002, Schluns et al. J.Immunol. 2002)。これらの研究成果により抗原特異的

メモリーCD8T 細胞の維持には IL-15 が重要であることが免疫学のコンセンサスとなった。 

一方、外科的に腫瘍切除後の抗原特異的 CD8T 細胞の動態に関する研究は、ほとんどなされて

いない。腫瘍切除により腫瘍抗原がなくなった後、感染症と同様な機構でメモリー細胞が産生、

維持されている可能性が考えられる。癌の再発制御のためには、メモリー細胞の産生・維持を

検討することは重要であり、さらにその分子機構を解明することは、腫瘍切除後の再発予防の

ための新規癌免疫アジュバント療法の開発につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 

腫瘍免疫応答において抗原特異的メモリーCD8T 細胞が、腫瘍の再発制御に重要な役割を担っ

ていると考えられるが、その産生・維持の分子機構はいまだに不明な点が多い。特に外科的に

腫瘍切除後のメモリーCD8T 細胞の産生・維持に関する研究は皆無であり、それを解明し制御す

ることは癌再発制御につながると考えられる。 

本研究では、マウス腫瘍モデルを用いて腫瘍抗原特異的メモリーCD8T 細胞の産生・維持の分

子機構を解析し、癌再発を制御する新規癌免疫アジュバント療法の開発をめざす。 
 
３．研究の方法 

 C57BL/6マウスに卵白アルブミ

ン産生胸腺腫の EG.7、マウスメ

ラノーマ細胞株の B16F10 を皮下

接種し、接種後 10 日目の腫瘍結

節を切除し、以後経時的に所属リ

ンパ節または脾臓における抗原

特異的 CD8T 細胞の動態を検討す

る(図 1)。抗原特異的 CD8T 細胞

は、 OVA257-264 または TRP180-188 

H-2Kb テトラマーを用いてフロー

サイトメトリーで検討する。また

その細胞の機能を検討するため

に、OVA257-264 または TRP180-188ペプ

チド刺激後の IFN-γ産生能また
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はグランザイム B発現を細胞内染色で検討する。さらに抗原特異的 CD8T 細胞の in vivo での細

胞傷害活性を調べるためペプチドパルスしたコンジェニックマウスの脾臓細胞を標的細胞とし、

担癌マウスに経静脈的に移入後 in vivo 細胞傷害活性を調べる。in vitro でも OVA または TRP

ペプチドをパルスした EL-4（H-2b）腫瘍細胞を標的細胞として 51Cr で標識しクロム遊離試験で

細胞傷害活性を測定する。抗原特異的 CD8T 細胞の Fas の発現または Bcl-2 の発現を調べ、さら

にその細胞のアポトーシスを調べるためAnnexinVまたは活性化カスパーゼ3の発現を検討する。 

また、腫瘍により誘導される抗原特異的 CD8T 細胞の数は非常に少ないため詳細な解析が困難

なことが予想される。そこで抗原特異的 CD8T 細胞の数を増やすために OVA257-264特異的 T細胞レ

セプターTgマウスである OT-I マウスのナイーブ CD8T 細胞を単離し正常マウスに移入後、EG.7

または B16-OVA を皮下接種し上記の検討を移入した OT-I 細胞について行う(図 2)。 
 
４．研究成果 

正常マウス（C57BL/6）に、メラノーマ細胞株の B16F10 または EG.7（卵白アルブミン発現

EL.4 細胞）を皮下接種し、抗原特異的 CD8T 細胞の動態を腫瘍浸潤リンパ球、リンパ節、脾臓

細胞で解析した。B16F10 を皮下投与後の抗原特異的 CD8T 細胞を TRP2 ペプチド MHC テトラマー

で検討したが、数が少なくその動態を解析できなかったが、EG.7 で腫瘍接種後の抗原特異的

CD8T細胞の動態を解析すると数は少ないが14～21日目をピークに抗原特異的CD8T細胞が検出

できた。接種 10 日目の腫瘍結節を切除し、以後継時的にリンパ節、脾臓細胞の抗原特異的 CD8T

細胞の動態を検討したが、切除後は検出が難しかった。 

そこで、抗原特異的 CD8T 細胞の絶対数を増やすため OVA257-264 ペプチドを認識する T細胞

レセプターのトランスジェニックマウスである OT-I マウスの移入モデルで以後の解析を行っ

てみた。OT-Iマウスの脾臓細胞からCD8T細胞をAutoMACSにてネガティブセクションで単離し、

正常マウスに経静脈的に移入後、EG.7 を皮下接種し OT-I 細胞の動態を検討した。OT-1 細胞の

クローン増殖も検討するため CFSE で蛍光標識した OT-I 細胞を移入し同様に評価した。腫瘍接

種後 7日目では OT-I 細胞は腫瘍局所で検出されず、脾臓細胞、リンパ節で検出されたが細胞分

裂は起きておらず、腫瘍結節形成初期には抗原特異的 CD8T 細胞は腫瘍局所に浸潤せずリンパ組

織でもクローン増殖が起きていないことがわかった。腫瘍が増大するにつれ 14 日目、21 日目

と OT-I 細胞の分裂が起こり、局所、脾臓細胞、リンパ節でその数が増えてきているが、腫瘍は

通常モデルでの抗原特異的 CD8T細胞の誘導

OT-I細胞移入モデルでの抗原特異的 CD8T細胞の誘導
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そのまま増大し制御できていなかった。腫瘍接種 10 日目で腫瘍結節を切除し、さらに切除後

14 日目でリンパ節および脾臓における OT-I 細胞の数を検討すると切除時よりその数は減少し

ていたが検出でき、それ以後の解析が可能と判断した。まずは腫瘍切除前に、この誘導された

抗原特異的 CD8T 細胞の詳細な特徴を解析するため、腫瘍接種後の免疫チェックポイント分子の

発現を解析した。PD-1,TIM-3,LAG-3,TIGIT の発現を経時的に解析すると、腫瘍接種 14 日目で

PD-1 の発現が高く、TIGIT,TIM-3 も比較的高発現であった。この細胞の IFN-γ産生能は低く疲

弊化していると考えられた。これらの疲弊化 CD8T 細胞は以後減少しアポトーシスに陥っており

そのアポトーシスには Fas-FasL 経路が重要であることを明らかした。次に、腫瘍切除後の抗原

特異的 CD8T 細胞の動態を解析すると、抗原特異的 CD8T 細胞の PD-1 の発現が低下していた。サ

イトカイン産生能も低いままで通常のメモリー細胞と異なる状態となっている可能性があり、

切除前と後で疲弊化の状態が異なっている可能性があきらとなった。現在、さらなる解析を進

めている状況である。 
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