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研究成果の概要（和文）：口腔慢性病態における負の免疫の実態解明を目指して、口腔粘膜慢性病変および口腔
扁平上皮癌における抑制性細胞の解析を行った。反復抗原刺激後の頬粘膜では、 Foxp3+レジデントメモリー制
御性 T細胞、舌下粘膜では、樹状細胞の抗原提示能抑制に関与する IL-10産生CD206+マクロファージの存在が特
徴として認められた。マウス扁平上皮癌モデルでは、同じ PD-1阻害抵抗性のがんでも、がん微少環境 (TME)に
存在するミエロイド系細胞の違いが、併用療法の効果に違いを与えることが明らかになった。また、舌と皮下接
種では、TMEへの免疫細胞プロファイルが異なることが示された。

研究成果の概要（英文）：To clarify “negative immune responses” in the state of chronic clinical 
condition, we investigated regulatory cells in the chronic mucosal lesion and squamous cell 
carcinoma in the oral cavity. We observed two unique features of regulatory cells; Foxp3+ resident 
memory regulatory T cells in the buccal mucosa after repeated antigen painting, and IL-10-expressing
 CD206+ macrophages, which negatively regulate antigen-presenting capacity of nearby dendritic cells
 in the sublingual mucosa after repeated antigen painting. The studies using PD-1 immune checkpoint 
inhibitor-resistant squamous carcinoma cell models revealed that differences of myeloid cells in the
 tumor microenvironment (TME) affected the efficacies of additional immune therapy. Furthermore, our
 results demonstrated that immune profiles in the TME between tongue and skin inoculation were quite
 different.

研究分野： 免疫学

キーワード： 免疫制御　口腔粘膜　口腔癌　免疫チェックポイント分子　制御細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔粘膜慢性炎症における制御細胞および制御分子を標的とした慢性炎症制御の可能性が示された。本研究を発
展させ、口腔癌におけるがん微少環境の免疫プロファイリングを明確にし、予後評価の指標となる免疫スコア
（バイオマーカー）を同定すれば、口腔癌治療の指針に組み入れることができ、再発・転移症例に減少に繋が
り、その社会的意義は大きい。また、免疫チェックポイント阻害剤で効果が得られない症例把握も可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
  負の共刺激分子である CTLA-4 や PD-1 免疫チェックポイント分子阻害によるがん免疫療法
は、これまでの癌治療を大きく変える有効な免疫治療法として期待されている。がん微小環境
では、負の共刺激分子に加えて、制御性 T細胞や制御性ミエロイド細胞などの種々の制御性細
胞も、局所における免疫制御に関わっており、これらが協働して「負の免疫」がさらに増幅さ
れていると思われる。口腔のがん微小環境では、特に制御性細胞の集積が強く、抗 PD-1 抗体
（ニボルマブ）が先行して保険認可された悪性黒色腫や非小細胞性肺癌と比較して、頭頸部
（口腔）癌での治療成績は芳しくない。がんにおける負の免疫の実態を把握することで、さら
に有効な治療法開発につながると思われる。また、炎症の免疫科学研究は、急性期の炎症から
慢性期の炎症の実態解明に迫ろうとしている。「負の免疫」は、慢性炎症病変においては、自己
寛容の維持と過度な免疫応答による組織傷害の防止に重要な働きをしている一方で、免疫エフ
ェクター細胞の活性を阻害して、不都合な免疫抑制を惹起していると思われる。難治性の口腔
慢性炎症性疾患である歯周病や扁平苔癬などで、なぜ細菌の排除応答が速やかに起らず慢性化
するのか、なぜリンパ球浸潤が継続し続けるのかなどの疑問に答えるために、慢性経過におけ
る口腔粘膜局所の「負の免疫」の実態を知る必要があると思われた。 
 
２．研究の目的 
 
口腔は、生命維持のための食物摂取・咀嚼という重要な機能を営んでおり、それゆえに病原

体を含む外来性抗原や食餌性抗原に常に晒されている。そのために、有害な病原体を免疫応答
により積極的に排除する抵抗性（レジスタンス）と些細な病原体を無視し不必要な免疫応答に
よる組織障害をできるだけ少なくするという寛容（トレランス）の絶妙なバランスが要求され
る器官である。本研究では、複雑な解剖学的・生理的機能から形成される口腔の「負の免疫」
の実態を分子・細胞レベルで明らかにすることを目的とした。（１）口腔粘膜の慢性病変におけ
る負の免疫動態解析 （２）口腔扁平上皮癌のがん微少環境 (TME)における負の免疫動態解析と
その制御法開発のプロジェクトを実施した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）口腔粘膜の慢性病変における負の免疫動態解析 
 
１）慢性炎症状態におけるレジデントメモリー T 細胞の解析 
 
BALB/c マウス頬粘膜に DNFB あるいは FITC ハプテン抗原を反復塗布し、粘膜上皮に浸潤する

CD45 陽性免疫細胞中の T細胞サブセットについてフローサイトメトリーで解析した。 
 
２）反復抗原塗布によって舌下粘膜で増加する CD206+細胞の性状および機能解析 
 
BALB/c マウス舌下粘膜 (SLM)への FITC あるいは卵白アルブミン (OVA)反復抗原塗布によっ

て誘導される CD11clowCD11b+CD206+マクロファージ様細胞の性状をフローサイトメーター、マイ
クロアレイ、定量 PCR 解析および免疫組織染色で実施した。また、OVA 抗原パルス骨髄由来樹
状細胞 (BMDC)を LPS 刺激したものと反復 FITC 塗布 SLM-CD206+細胞を共培養し、BMDC 上の MHC 
class II および CD86, IL-12 発現をフローサイトメトリーで解析した、この培養系に IL-10
中和抗体を添加し、その影響を確認した。 
 
３）歯肉基底上皮に過剰発現させた PD-L1 の歯周病発症への関与 
 
野生型 BALB/c と K14 プロモーター存在下に PD-L1 を過剰発現させた K14/PD-L1 トランスジ

ェニック(K14/PD-L1tg) BALB/c マウスを用いて、9-0 絹糸結紮誘導歯周炎モデルで比較した。
結紮７日後の早期の歯周組織炎症を H&E 染色による組織学的解析、TRAP 染色による破骨細胞誘
導、歯肉組織の炎症性サイトカインおよび骨代謝関連遺伝子発現で評価し、後期の７週後の歯
槽骨吸収をCT で測定した。 
 
（２）口腔扁平上皮癌の TME における負の免疫動態解析とその制御法開発 
 
１）マウス扁平上皮癌モデルでの負の免疫細胞解析と制御法開発 
 



C3H/He マウス皮膚および舌癌由来扁平上皮癌細胞株 SCCVII および NRS-1 を同系マウス皮膚に
接種する癌移植モデルで、抗 PD-L1 抗体投与効果と TME における免疫細胞分布を調べた。さら
に、合成 TLR7 アゴニストであるレシキモド (resiquimod, RQ)および CD11b+Gr-1+細胞を効率的
に除去可能なゲムシタビン(GEM)の併用効果について検討した。 
 
２）舌扁平上皮癌モデルでの TME における免疫細胞動態解析 
 
SCCVII 扁平上皮癌細胞をマウス舌側縁に接種するマウス舌癌モデルを樹立し、TME における

癌細胞 (EGFR 発現)、血管内皮 (CD31 発現)、T細胞 (CD4+Foxp3- conventional T/Tcon, CD8+ 
T/CTL, CD4+Foxp3+ regulatory T/Treg)動態の違いを、腹部皮下に接種した場合と比較検討し
た。 
 
３）ヒト舌扁平上皮癌での免疫プロファイリング解析技術の樹立 
 
ヒト舌癌手術材料 FFPE 切片を用いて、チラミド増幅法を利用したマルチプレックス免疫蛍光

染色を実施した。同一切片で６抗原を同定し、２枚の切片で 12抗原を染め分けた。定量組織イ
メージングシステムで、8種の免疫サブセットと各サブセットにおける PD-1 あるいは PD-L1
発現の評価を試みた。 
 
４．研究成果 
 
（１）口腔粘膜の慢性病変における負の免疫動態解析 
 
１）慢性炎症状態におけるレジデントメモリー T 細胞の解析  
 
頬粘膜への DNFB あるいは FITC ハプテン抗原の反復塗布によって、 CD69+CD103+のレジデン

トメモリーT細胞 (Trm)が局所に出現するが、 CD8+ Trm より CD4+ Trm の比率が多くみられ、ま
た、Foxp3+制御性 T 細胞 (Treg)比率が増強することが明らかになった。 
 
２）反復抗原塗布によって舌下粘膜で増加する CD206+細胞の性状および機能解析  
 
SLM への抗原反復塗布によって出現する CD206+マクロファージ様細胞は、

CD11b+Ly6c+F4/80+CD64+の表現型をもち、免疫寛容誘導組織マクロファージに高発現する TIM-4
分子を高く発現していた。マイクロアレイ解析では、 SLM-CD206+ 細胞は、貪食と恒常性維持
に関わる遺伝子を比較的高く発現し、新規 B7 ファミリー負の共刺激分子を発現していた。さ
らに、Fizz1, Aldh1a1, Aldh1a2 などの M2 型マクロファージに関連遺伝子がみられたが、Ym-1
と Arginase-1 の発現は低かった。CD206+ 細胞優位の状況の舌下粘膜では、OVA 抗原に対する
CD4+ T 細胞応答が抑制されており、同時に IL-10 発現 CD4+ T 細胞と Foxp3+ Treg 比率の増強が
認められた。SLM-CD206+ 細胞を OVA 抗原パルス成熟 BMDC と共培養すると、MHC class II, 
CD86, IL-12 発現低下が観察され、抗原提示能の低下が示された。この低下は、IL-10 に対する
中和抗体の添加で解除されたことから、IL-10 が CD206+ 細胞による樹状細胞の抗原提示能低下
に関与していることが示唆された。以上の結果から、反復抗原塗布によって舌下粘膜に誘導さ
れ CD206+ 細胞は、寛容誘導マクロファージの特徴をもち、近傍の抗原提示細胞の機能を抑制す
ることで、抗原特異的 CD4+ T 細胞応答を抑制している可能性が示された。舌下免疫療法の効果
発現にこの細胞が関与していることが考えられた。 
 
３）歯肉基底上皮に過剰発現させた PD-L1 の歯周病発症への関与  
 
 K14/PD-L1tg マウスの歯肉基底細胞に PD-L1 の過剰発現が免疫組織染色から確認できた。 組
織学的炎症所見、IL-1,IL-6,TNF-の炎症性サイトカインおよびは破骨細胞制御に関わる
Rankl,Opg mRNA 発現、 TRAP 染色による破骨細胞誘導によって評価された結紮後７日目の早期
の歯周組織炎症は、K14/PD-L1tg マウスで野生型マウスと比較して明らかに軽減されていた。
結紮７週後の後期における歯槽骨吸収も K14/PD-L1tg マウスで優位に抑制されていた。以上の
結果から、 PD-L1 の歯肉基底上皮における過剰発現が、歯周炎症の抑制に関与していることが
示された。 
 
（２）口腔扁平上皮癌の TME における負の免疫動態解析とその制御法開発 
 
１）マウス扁平上皮癌モデルでの負の免疫細胞解析と制御法開発 
 
 同系マウスに移植可能なマウス扁平上皮癌 SCCVII および NR-S1 は共に、抗 PD-L1 抗体単独
では腫瘍拒絶が得られない PD-1 阻害抵抗性であり、TME における CD11b+ミエロイド細胞の顕



著な浸潤と、T細胞サブセット解析では Treg の高比率浸潤と CD8+ T 細胞の低浸潤および活性
化抑制という共通の特徴が見られた。しかしながら、ミエロイド系細胞の詳細解析では、
SCCVII は、F4/80+のマクロファージ浸潤が主体で、 NR-S１は、 Ly6G+の顆粒球が主体であっ
た。SCCVII では、レシキモドの併用投与で腫瘍縮小が得られたが、NR-S1 では、その効果は見
られず、さらにゲムシタビン低濃度前投与により、腫瘍縮小が得られた。レシキモドの効果は
早期 plasmacytoid 樹状細胞 (pDC)の活性化に引き続く conventional DC の活性化であり、ゲ
ムシタビンの効果は、全身循環系および TME における CD11b+Gr-1+細胞の除去であった。以上
から、腫瘍に浸潤するミエロイド系細胞の性状評価が、免疫チェックポイント療法抵抗性癌の
併用療法の選択に役立つと考えられた。 
 
２）舌扁平上皮癌モデルでの TME における免疫細胞動態解析 
 
 これまで報告されてきた口腔がん（舌がん）の実験的マウスモデルは、接種細胞数や細胞浮
遊液の量などの観点から、実際のがんの進展とはかけ離れた不自然なモデルが殆どであった。
接種細胞数と容量を減らすこと、さらには注射法を工夫することで、より自然な宿主・免疫細
胞―がん細胞間の応答を維持した舌癌モデルが樹立できた。がん微小環境における免疫細胞浸
潤の違いを皮下接種モデルと比較したところ、腫瘍内全体に Treg)を主体とした T 細胞浸潤が
みられる皮下接種とことなり、舌接種では、 腫瘍内ではなく腫瘍境界部のみに CD8+ T 細胞お
よび Treg 主体の浸潤が認められた。本モデルは、舌がんの治療法を検討する有効なモデルにな
ると思われた。 
 
３）ヒト舌扁平上皮癌での免疫プロファイリング解析技術の樹立 
 
口腔癌の治療成績向上には、再発・転移ハイリスク症例を把握することが重要である。ま

た、免疫チェクポイント療法の有効性を事前に評価できるバイオマーカーも有用である。新規
染色および解析手法を用いて、腫瘍内および腫瘍間質の 8種の免疫細胞 (CD45+ 
leukocytes/CD8-CTL/CD4-Tcon/Treg/pan TAM/type-1 TAM/type-2 TAM/TAN)を同定し、癌細胞お
よびミエロイド系細胞上の PD-L1 発現と T 細胞上の PD-1 発現比率を同定できる測定系を完成
させた。今後、この評価系を利用して、再発・転移症例に特有の免疫プロファイリングを追求
すると共に、免疫チェックポイント療法感受性/抵抗性に関わる免疫スコアの同定を目指す。 
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