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研究成果の概要： 
単球，マクロファージとともに広義に樹状細胞を含む概念である腫瘍内浸潤食細胞系（腫瘍内

MPC）は，その大半が単球マクロファージに分類され，表面抗原上樹状細胞に分類できる細胞
は少ないことが分かった。また，最近報告されている骨髄球由来抑制細胞（MDSC）との異同
についての検討では，腫瘍内MPCが，強い T細胞増殖抑制能（アポトーシス誘導能）があり，
表面抗原でも CD11ｂ陽性 Gr-1陽性という定義に当てはまるため，広義のMDSCの定義にも
当てはまる可能性があったが，細かく細胞を検討した結果，７割ほどは既にマクロファージへ

分化しており，マクロファージとしての抗腫瘍活性も T細胞抑制機能と同時に併せ持つことが
分かった。他方，マクロファージへ分化していない単球の特性を維持している段階の腫瘍内

MPC には抗腫瘍免疫誘導作用があり，皮下にその細胞を樹状細胞ワクチンとして接種してか
ら頭蓋内に腫瘍を接種すると生存日数が延長することが分かった。つまり，腫瘍内に浸潤して

間もない単球分画には単球由来樹状細胞へと分化する能力があることが示唆された。ただし，

皮下，頭蓋内，肝内で腫瘍内 MPC を検討した結果では，腫瘍の接種部位が異なっても腫瘍内
MPC の特徴は明らかな差異が見られなかったが，腫瘍の種類が違うと，差異がみられた。従
って腫瘍の発育する環境というよりは，腫瘍から産生される因子による方が，腫瘍内 MPC の
分化には強く影響することが分かった。そこで，腫瘍の微小環境を免疫治療によって変化させ

てみた場合，対照群では大きく腫瘍内MPCの分化成熟に影響を及ぼしていなかった CD4陽性
細胞が，免疫治療モデルでは，腫瘍内浸潤 MPC の分化成熟に影響していることがわかった。
さらに検討をすると，免疫治療モデルでは，腫瘍内浸潤 CD4陽性 T細胞の性格が，Th２より
も Th1優位になっているからであることが分かった。 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍内浸潤樹状細胞には頭蓋内と皮下で違い

があり，頭蓋内の腫瘍から得られた樹状細胞の

方が臓器特異的 T リンパ球の誘導が得られると

いう報告が出された。（Calzascia T, et al.: 
Homing phenotypes of tumor-specific CD8 T 

cells are predetermined at the tumor site by 

crosspresenting APCs. Immunity 22: 175-184, 

2005.）また，抗原提示細胞（APC）は腫瘍内から

リンパ節内に遊走してきて活性化することも知ら

れており，腫瘍内浸潤抗原提示細胞の解析は

当時から非常に注目される領域であった。 

 
２．研究の目的 

上述のことから，脳内の腫瘍をＴ細胞に認識

させるためには，脳内の環境で抗原捕捉した

ＡＰＣでないと，脳内に浸潤する能力のあるＴ

細胞は誘導できない可能性がある。従って，

申請者は 

「脳腫瘍内浸潤抗原提示細胞を用いれば，

脳内に浸潤してゆく能力の高い活性化Ｔ細胞

を誘導できるのではないか．」との着想のもと，

マウス膠細胞腫瘍細胞株ＧＬ２６１を用いて，

以下の点の検討を試みた。 

１）「腫瘍の発育環境の与える抗原提示細胞

の分化・成熟の違いの検討」 

－腫瘍の接種臓器の違いにより腫瘍内浸潤

抗原提示細胞の表面抗原や性質に差異があ

るか． 

２）「抗原提示細胞の発育環境がＴ細胞の活

性化に及ぼす影響」 

－接種臓器の異なる腫瘍内から得られた抗

原提示細胞は，Ｔ細胞の活性化に差異を与

えるか．  

３）「腫瘍内浸潤抗原提示細胞を用いた養子

免疫療法・ワクチン療法の開発」 

－脳腫瘍内浸潤抗原提示細胞を用いた効率的

なＴ細胞活性化は治療法として成り立つか． 

 
３．研究の方法 
腫瘍は当初の GL261 だけではなく，MCA38 大
腸癌細胞株も用いた。 
腫瘍を皮下あるいは頭蓋内に接種し，その後 14
日目以降に腫瘍を取り出し，腫瘍を酵素で分散
させた後，磁気ビーズ法にてCD11ｂ陽性細胞や
F4/80 陽性細胞，CD8T細胞などを単離してﾌﾛ
ｰｻｲﾄﾒﾄﾘｰやマルチプルPCR，リアルタイムPCR，
Western blotting ， NO産生アッセイ，CFSE 
dilutionアッセイ，51Cr遊離試験など様々な手法
で検討した。 

 
４．研究成果 

１）腫瘍内浸潤CD11ｂ陽性細胞の性格の検討 

 

腫瘍内浸潤 CD11ｂ陽性細胞を単離し，その

特徴を調べた。その結果以下のようなことが分か

った。 

① 腫瘍内浸潤単核食細胞（腫瘍内浸潤

CD11b 陽性細胞）はどのような特徴があるか調

べた。腫瘍内浸潤単核食細胞（腫瘍内 MPC）は

ギムザ染色にて単球／マクロファージの形態を

示した。CD8T細胞はPECではなく腫瘍内MPC

との共培養によって増殖が抑制された。さらに腫

瘍 内 MPC の 表 面 抗 原 は

CD11b+,CD11c+,Gr-1+,IL-4Ra+で DC といより

当時の MDSC の定義に則していることが分かっ

た。よって腫瘍内MPC は MDSC として捉える事

ができた。 

② 腫瘍内 MPC は単球の分類では炎症性単球

なのか常在単球なのかを確認するためマルチプ

ルPCR法とフローサイトメトリーにて検討した。両

方の方法にて CCR2+、CX3CR1+であることが確

認できたため、腫瘍内 MPC は炎症性単球由来

の細胞であることが分かった。 

③ MCA38 及び GL261 腫瘍内から採取した腫

瘍内 MPC をリアルタイム PCR 法にてマクロファ

ージの分類である M1（古典的活性化），M2（副

活性化）に対するマーカーを調べた結果、腫瘍

内 MPC は両方のマーカーを部分的に有してい

た。さらにフローサイトメトリーで M1 マーカーの

CXCL10とM2マーカーのCD206を同時に染色

し解析したところ、腫瘍内 MPC では両方のマー

カーが同一細胞に発現されている事が確認でき

た。よって腫瘍内 MPC は M1,M2 両方の特性を

有している多面的な細胞であり，M2 型を特徴と

する TAMには分類できない事が分かった。 

④ リアルタイム PCR法と ELISA 法により腹腔内

滲出細胞と腫瘍内MPCはTGF・を強く発現して

いることがわかった。そこでTGF・は腫瘍内MPC

にどのような作用をしているのか調べるため抗

TGF・抗体で TGF・を抑制して２種類の腫瘍内

MPCを培養したところ NOがコントロールに比べ

て優位に増加した。さらにウエスタンブロッティン

グにおいても iNOSが増強しArginaseIが減弱す

ることが確認できた。よって TGF・は腫瘍内MPC

を M2 型に誘導している因子の一つと言えた。 

以上から，次のように考察できた。腫瘍内

MPC の表面抗原は CD11b+,CD11c+,Gr-1low, 



IL-4R+,F4/80+で、T細胞抑制機能を有しており

MDSC の定義に合致していたため，腫瘍内

MPC は MDSC と広い意味で分類できた。なお，

最近の分類では腫瘍内の MDSC は，腫瘍に浸

潤する前と異なり，Gr-1の発現がなくてもT細胞

抑制機能を有していれば MDSC と定義できると

報告されている。我々の解析した細胞も Gr-1 の

発現は低かったが，MDSC に分類することは問

題ないと考えられた。一方、一般的にF4/80は，

ﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞの表面抗原として用いられており，腫

瘍内の CD11b+F4/80+細胞は，表面抗原だけ

では MDSC なのか TAM なのか区別できない。

よって，MDSCというためにはT細胞抑制機能の

証明が必要で，他方TAMというにはM2型に分

化していることを示す必要がある。我々が解析し

た腫瘍内浸潤単核食細胞は T 細胞抑制機能を

有し、M1,M2 両方の特性をもった多面的な細胞

であったため、TAM とは言えず，MDSC と言え

た。 

なお，腫瘍内に浸潤する単球／マクロファー

ジを言い表す際，TAM の定義では M2 型に偏り

すぎており，定義に当てはめられず，他方 

MDSC の定義では，元来顆粒球系と単球系を包

含するものであるため，定義が広すぎる。よって

腫瘍内浸潤単核食細胞（MPC）と言い表す方が

今後は適当なのかもしれない。 

つまり，腫瘍内には未熟樹状細胞と確実にい

える細胞は少なく，多くはマクロファージへ分化

しているので，更なる詳細な検討が必要と考えら

れた。（以上発表論文２） 

 

２）腫瘍内浸潤食細胞の臓器特異性の有無 

 

免疫治療モデルを用いた。結果として， 

①GL261 と MCA38 に同一の免疫治療を施し生

存日数を検討したところ，GL261 は IL-2 単独

治療が最も長期間生存し，MCA38ではIL-2と

TNF 阻害を併用した群が最も長期間生存し

た。 

②腫瘍内浸潤CD8＋細胞（主にキラーT細胞）と

CD11ｂ＋細胞（主に単核性食細胞系細胞，脳

内ではマクロファージとマイクログリア：以下食

細胞と略す。）を回収し，腫瘍の重量と比較し

た。GL261 では，IL-2 単独群よりTNF阻害との

併用群の方がキラーT細胞及び食細胞のいず

れも腫瘍重量あたりの浸潤数は増加した。併

用群では，両細胞ともに浸潤しているものの機

能が得られていない可能性があった。 

③GL261 では IL-2 と TNF 阻害の併用でかえっ

て生存日数が延びにくかったことから，GL261

と MCA38 の試験管内での TNF や IFN・に対

する感受性を検討した。GL261 では，TNF 単

独で細胞死が誘導されたが，MCA38 では，

IFN・が共存して初めて明らかな細胞死がみら

れた。また，GL261 ではわずかだが IFN・によ

って，TNF 受容体の発現が増強された。 

④腫瘍内浸潤食細胞のTNFが遊離型か細胞表

面型かを検討した。遊離型は検出されなかっ

たが、いずれの群由来の食細胞も細胞表面型

の TNF が発現していた。 

⑤腫瘍内浸潤食細胞がマクロファージ主体かマ

イクログリア主体か捉えるために，腫瘍を脳内

だけではなく，肝内や皮下にも接種し食細胞

の分画を回収し比較検討した。食細胞の各種

ｍRNA の発現パターンは接種した腫瘍が同じ

であれば同じ傾向がみられたが、接種部位に

よる差はみられなかった。つまり，脳内だけに

限定された細胞ではなく，各臓器に共通の細

胞が主体と思われた。 

⑥さらに脳内接種時の腫瘍内浸潤食細胞の由

来を決定するために，マクロファージのマーカ

ーであるCD45 とマイクログリアのマーカーであ

る CCR3 の発現を調べた。正常肝と正常脳内

の Kupffer 細胞やマイクログリアを調べると

CCR3 は強発現していた。腫瘍内浸潤食細胞

は，皮下，肝，脳内のいずれから採取しても

CCR3陰性，CD45陽性でありマクロファージの

パターンであった。免疫染色では腫瘍内浸潤

食細胞のごく一部にCCR3が陽性となったが，

IL-2 治療でマイクログリアの浸潤割合が変化

せず，各種 mRNA の発現パターンにも影響を

与えなかった。つまり，免疫治療の有無に関わ

らず，腫瘍内浸潤食細胞はマクロファージが

大多数を占めることが判明した。 

以上より，以下のようなことが考えられた。すな

わち，腫瘍内浸潤マクロファージ（TAM）は腫瘍

内の免疫担当細胞の中で最も多数を占め，腫瘍

の浸潤，増殖，血管新生，転移形成，免疫抑制

などに広く関わっているが，マクロファージの働き

には二面性があり，親腫瘍性と抗腫瘍性の性格

がある。今回の結果から少なくとも GL261 では

TAM が細胞表面の TNF を介して腫瘍を細胞死

させる抗腫瘍性の性格があると思われたが，TNF

に感受性のない MCA38 では，TNF 阻害と IL-2

と併用した群の方が生存日数が長く，腫瘍の性

格を事前に把握して免疫治療を施すべきである

ことが 2 つの腫瘍モデルを比較することで明らか

となった。 

また，食細胞の各種ｍRNA の発現パターンは腫

瘍の接種場所の違いより，むしろ腫瘍自体の違

いに大きく影響され，さらに腫瘍内浸潤食細胞

は出生前から臓器に定住しているマイクログリア

ではなく，炎症などで局所に浸潤するマクロファ

ージが大半を占めることがわかった。ラットの報

告ではマイクログリアとマクロファージの腫瘍内

浸潤数はほぼ半数ずつであるといわれているが，



我々のマウス系では，ヒトの例と同様マクロファ

ージを主体とすることが明らかとなった。（以上発

表論文３） 

 

３）腫瘍内での食細胞の成熟過程の検討 
 
免疫治療モデルで検討した。以下のことが

分かった。 

① 皮下腫瘍径の検討：sTNFRII群の腫瘍径は
対照群と差がなかったが、IL-2 群および共導入

群は腫瘍増殖が抑制され、特に共導入群では

全例の腫瘍が退縮した。全ての遺伝子導入群

に お い て 腫 瘍 内 浸 潤 CD11b ＋ 細 胞 は

CD11b+CD11c+Gr-1+IL-4Rα+というMDSCsとし

ての表現型を有しており、CD8+T細胞と共培養

するとT細胞の増殖を抑制した。また各群の腫瘍

内浸潤CD11b＋細胞の成熟割合（ly6C陰性が成

熟，ly-6C陽性が未熟とし，成熟分画の比率を

算定）は腫瘍径と正の相関を示しているように思

われた。 

② NO産生量と細胞死について：腫瘍内浸潤
CD11b＋細胞をIFNγ存在下で 24 あるいは 48

時間間培養すると，細胞の成熟割合が高いほど

NO産生が強く誘導された。他方，未熟な細胞が

多いほど培養後に細胞が死ぬ率が高く，特に共

導入群由来CD11b＋細胞は，培養5時間目で既

にアポトーシスする細胞があることが分かった。 

③ 共培養群由来CD11b＋細胞の解析：gldマウ
スに共導入群腫瘍を接種し，腫瘍内浸潤

CD11b＋細胞の細胞死の割合を検討すると，通

常マウスの場合より有意に細胞死が抑制され，

IFN・刺激後のNO産生量も増えたが，完全には

細胞死は抑えられなかった。 

④ 他の細胞死寄与因子の検討：各群由来の
腫瘍内浸潤CD11ｂ＋細胞を食細胞の生存や増

殖にかかわるGM-CSF，M-CSF及びそれらの受

容体について解析した結果，共導入群由来の

細胞はM-CSF受容体の発現量が低く、逆に

M-CSFの発現量が多いことがわかった。また

TNF受容体をノックアウトしたマウスにIL-2 群の

腫瘍を接種すると、腫瘍内浸潤CD11b＋細胞の

M-CSF受容体は消失した。つまり共導入群での

CD11ｂ＋細胞の細胞死にはM-CSF受容体の発

現抑制が関わっている可能性が示唆された。 

⑤ 腫瘍内浸潤CD11ｂ＋細胞の成熟におけるT
細胞関与の検討：腫瘍内浸潤CD4+T細胞

（CD4+TILs）を各腫瘍群から回収し，サイトカイン

の発現パターンを解析すると，共導入群由来の

CD4+TILsはIFN-γの発現量が多く、逆にIL-13

発現量は少なく，Th1 型を示した。また，抗CD4

抗体を用いてマウスCD4T細胞を除去したマウス

では，共導入群の腫瘍内浸潤CD11ｂ＋細胞の

成熟がさらに抑制された。また，gldマウス由来抗

導入群腫瘍内浸潤CD11b＋ 細胞は，IL-4、

IL-13、あるいはGM-CSF存在下で培養すると成

熟した。 

以上より，以下のように考察することができた。す

なわち，腫瘍内に浸潤したCD11b+陽性細胞は

MDSCsとしての細胞表面の表現型や機能を備

えていたが，腫瘍内のCD11ｂ＋細胞の大半は歴

史的に今まで腫瘍随伴マクロファージ（TAM）と

呼ばれてきたため，腫瘍内浸潤CD11ｂ＋細胞を

MDSCと言い換えることはMDSCの定義の過大

解釈の可能性がある。他方我々の解析で共導

入群由来のCD11ｂ＋細胞は他群由来の細胞と

大きく性格が異なるため，マクロファージというよ

り，活性化単球の状態にあると言った方が妥当

な細胞が多く含まれると思われた。従って，現時

点では腫瘍内浸潤単核食細胞（MPC）と表現す

るのが妥当と思われた。 

今回の研究で共導入群腫瘍内浸潤MPCの成熟
が抑制されていたのは、IL-2 と可溶型TNFII型
受容体の共導入により腫瘍環境が改変され，多
数腫瘍内にCD4+TILの浸潤が誘導されたと同時
にそのThバランスがTh1 優位に偏向したためと
思われる。つまり通常、腫瘍内浸潤未熟MPCは
CD4+TILsからのGM-CSF、IL-13、IL-4 の供給
を受けることで成熟していくが、Th1 に偏向した
状態になるとCD4+TILsからのIL-13 およびIL-4
の供給が減少しMPCの成熟が抑制されたので
はないかと考えられた。（以上発表論文２） 
 
４）腫瘍内浸潤樹状細胞はどの程度あるといえる
かの検討 
 

上述の結果から，腫瘍内には表面抗原上，
樹状細胞に明確に分類される細胞は多くは含ま
れていない可能性が強いことが示唆されたが，
それをさらに確かめるために，以下の検討を行
った。研究の進捗に応じて複数回の学会発表を
行い，最終的に現在，論文投稿準備中である。
以下に内容の抜粋を記す。 

腫瘍内の単球・マクロファージ系と DC の区別を

DCの分類に従って行いその解析を行った。そ

の結果， 

①腫瘍内のCD11b+細胞，CD11c+細胞，

PDCA-1+細胞のいずれもサイトカインやケモカ

イン，それらの受容体の発現パターンは酷似し，

CD11b+CD8+細胞やCD11b+CD4+細胞，

B220+PDCA-1+細胞はいずれも 2％未満であっ

た。 

②F4/80+Ly6c-細胞は殺腫瘍効果が 40％で，

Ly6c+細胞は 25％であり，両細胞の DC関連情

報伝達分子の発現は少なく，パターンも類似し

ていた。DCは形質細胞様DC と通常型 DC

（CD4+，CD8+，両陰性など）に分けられるが，腫

瘍内にはいずれの細胞の浸潤も非常に少なく，

大半は炎症性単球とそれが成熟したマクロファ



ージであると考えられた。 

 

５）腫瘍内浸潤樹状細胞を捉えるための方法の
検討と免疫治療系の検討 
 
腫瘍内浸潤食細胞内には少数しか樹状細

胞はないが，それをどのようにして純化するかを
検討したもので，比重遠心により，低比重に分
画されるものに抗原提示能のある細胞が多く含
まれることが分かり，解析をして，最終的に，平
成21年5月の病理学会総会で大学院生の白に
よって発表した。現在，論文投稿準備中である。 
内容の抜粋を記す。 
上記４）の結果から腫瘍内の F4/80 陽性細胞の
中から抗腫瘍免疫応答能の強い細胞を精製す
る試みを行った。その結果， 
腫瘍内のF4/80＋細胞もF4/80－CD11c＋細胞
もMHCクラスII陽性であったが，各分画を各 1×
106個を２回免疫しても非免疫群と比べ腫瘍の増
殖抑制はみられなかった。（対対照群でいずれ
もp=0.1234,p=0.1001）他方F4/80＋細胞の比重
遠心で最も軽い分画から得られた細胞は全
F4/80＋細胞の５％以下であったが，それを皮
下に 2×105個で 2回免疫すると腫瘍は全例（５
匹）で完全に退縮した。【結論】通常腫瘍内浸潤
単核食細胞は免疫を抑制する分画と言われ，本
結果でも腫瘍内のF4/80＋細胞の大半は単球・
マクロファージ系であり，抗腫瘍能の誘導はみら
れないが，F4/80＋細胞の一部の低比重分画に
は抗腫瘍 
免疫能を非常に強く誘導する分画があり，未熟
な単球分画に単球由来樹状細胞としての機能
がある可能性が示唆された。低比重分画には抗
原提示能を示す細胞が多く含まれている可能性
があり意義深い。現在更なる細胞機能解析や表
面抗原の解析中である。 
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