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研究成果の概要： 

術前化学療法によるヒト乳癌の腫瘍縮小効果と治療抵抗性を評価するため、樹状細胞の活性

化と autophagy に注目して乳癌細胞の質的変化を客観的に検討することを試みた。本学外科で

術前化学療法を施行された 56 例を対象として、化学療法による細胞内恒常性の破綻のため蓄積

する不要な蛋白質の分解に先立って autophagosome の形成に必須な LC3, GABA 受容体関連蛋白

質、Golgi-associated ATPase enhancer（GATE-16）また Atg3, Atg4B, Atg7, Atg16L などの因

子の発現を免疫組織化学的染色法により検討した。その結果、Grade2 と判定した 16 例中 4 例

に LC3、GATE-16、Atg4B、Atg7、Atg16L の発現を認めた。胞体内に空胞変性を伴い核の膨化を

示す高度の変性像と判定した乳癌細胞でも autophagy により生存の可能性があることが示され

たが、今回対象とした 56 例では未だ再発例や遠隔転移を伴う死亡例はなく、無病再発や生存を

指標とした評価は困難であった。一方、未成熟・成熟樹状細胞（pDC, mDC）の発現を CD1a、CD11c、

CD123、CD80、CD83、CD86 をマーカーとして検討したが、これらを発現する細胞は殆どなく、

pDC, mDC の関与を検討するためには化学療法開始後 4週間後あるいは 8週間後の生検標本を用

いるべきであろうと考えた。 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍免疫の成立には, 腫瘍特異的抗原の
未成熟樹状細胞による貪食, 樹状細胞の成

熟, 所属リンパ節への遊走, naïve T 細胞へ
の抗原提示, 殺細胞 T細胞(CTLs)の増殖, 腫
瘍への集積・攻撃といった一連のプロセスが
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必要である. 樹状細胞は, 自然免疫と獲得
免疫誘導に重要な役割を担っており, 樹状
細胞の成熟度は免疫誘導と寛容の両面に関
与する. 樹状細胞には骨髄系(mDC)とリンパ
系(pDC)が知られているが, 従来の腫瘍免疫
惹起の研究では mDC の活性化を中心に行われ
てきた. pDC は mDC に比べて抗原提示能, 摂
取能は劣ることから, 免疫寛容・抑制に関与
することが報告されている. mDC は外因性抗
原に対して免疫応答するのを主とするのに
対して, pDC は内因性抗原に対する免疫応答
を担っていると考えられる. 実際, pDC の
toll-like receptor 9 (TLR9)は細胞表面で
はなく, endosomal compartment に発現して
おり, CpG オリゴヌクレオチド(CpG ODNs)に
より活性化し, IL-12, type I インターフェ
ロン(IFNs)を放出して, Th1分化に関与する. 
また, CD40L により活性化し, メラノーマ分
化抗原のパルス刺激により, 特異的 CD8+ T
細胞を誘導することが報告されている. こ
のように, pDC の腫瘍免疫誘導への関与は正
負の報告があり, その臨床的意義は明らか
でない. 
 オートファジーによる細胞死は、細胞の栄
養飢餓状態で誘導されるが、癌細胞ではアポ
トーシス抵抗性の獲得と同時にオートファ
ジー抵抗性により、微小環境下での増殖・進
展を容易にしていると考えられる。オートフ
ァジー誘導関連遺伝子の遺伝子欠損・発現減
少が、既に固形癌で報告されているが、抗癌
剤効果での分子機構、アポトーシスとの相互
作用は十分に解明されていない。アポトーシ
ス及びオートファジー誘導経路との相互作
用では、抗癌剤による両経路の相乗的効果、
アポトーシス誘導経路欠損でのオートファ
ジー誘導による耐性の克服、あるいはオート
ファジー抑制によるアポトーシスの誘導等
のモデルが考えられる。また、固形癌微小環
境の特性である低酸素・グルコース欠乏下で
のアポトーシス・オートファジー抵抗性の解
析は、固形癌の抗癌剤耐性克服の解明と新た
な治療戦略に寄与するものである。一般的に
嫌 気 性 環 境 下 で の ATP の 減 少 は 、
AMP-activated protein kinase の活性化、
AMP/ATP 比の上昇により、通常、非アポトー
シス細胞死(オートファジー)が誘導される。
しかしながら、癌細胞における class I 
PI3K/Akt/mTor の活性化は同時にオートファ
ジー抵抗性を誘導して、抗癌剤耐性の獲得、
腫瘍の増殖・進展に関与している。また、オ
ートファジー誘導遺伝子として、Beclin 1 が
同定されており、乳癌・大腸癌での遺伝子欠
損による発現の減少が報告されている。 

一方、オートファジーは化学療法などによ
る細胞障害性の環境下において、腫瘍細胞に
おける代謝系に異常が生じ、そのために発生
した異化不全による老廃物の蓄積などに対

応してこれらの自己細胞由来の蛋白を自己
消化する仕組と理解することも可能である。
この場合、オートファジーにより腫瘍細胞は
化学療法への抵抗性を示すことになる。この
ように、オートファジーは固形癌の抗癌剤耐
性機構と薬剤による細胞死機構の両方に関
与する可能性があり、未だその意義付けは一
定ではない。 
 
２．研究の目的 
 ヒトの腫瘍系において, 腫瘍免疫誘導に
おける pDCの機能的役割とその臨床的意義を
解析する. 通常, pDC は自己抗原に対して免
疫寛容に作用する. 腫瘍周囲に集積した pDC
は免疫抑制に作用しているが, その機能は
活性化の有無により Th1 あるいは Th2 に働く. 
pDC 活性化に関与する CpG-motif は, ヒト癌
ゲノム中ではメチル化異常で知られている
が, 非メチル化 CpG island の存在も報告さ
れている. 化学療法による多量の細胞死の
誘導は腫瘍抗原の低メチル化 CpG ODNs を放
出させ, danger signal が誘導され, 腫瘍免
疫誘導に関与すると考えられる. 
 ヒト癌の化学療法におけるオートファジ
ーの臨床病理学的意義を解析する。すなわち
オートファジーを来すことにより腫瘍細胞
にとって低酸素状態や代謝不全という過酷
な微小環境を生き残るという治療抵抗性を
示す場合には、オートファジーの存在を治療
抵抗性予測因子として臨床的に応用するこ
とが可能であるか否かについての検討をす
ることが目的の一つである。一方、オートフ
ァジーが治療による腫瘍死を誘発するので
あれば、その存在は治療効果予測因子となり
得る可能性があるので、どちらをより重視で
きるのかを検討することがもう一つの目的
である。  
                    
３．研究の方法 

化学療法施行後の腫瘍縮小率と切除原発
巣での浸潤 Tリンパ球, 未成熟・成熟樹状細
胞(pDC, mDC), およびセンチネルリンパ節
(SLN)での未成熟・成熟樹状細胞(pDC, mDC)
との関係を検討する. 免疫組織染色, フロ
ーサイトメトリー法により, CD1a, CD11c, 
CD123, CD80, CD83, CD86 の発現を解析し, 
SLN では Th1, Th2 サイトカイン(IL-12, IFN-
α, IFN-γ, IL-6, IL-10, TGF-β)を RT-PCR
法で測定する. また, 腫瘍縮小効果におけ
る細胞死の形態(アポトーシス, オートファ
ジー)をTUNEL, 抗LC3抗体で染色し, 腫瘍免
疫誘導との関連を検討する。術前化学療法に
よるヒト乳癌の腫瘍縮小効果と治療抵抗性
を評価するため、autophagy に注目して乳癌
細胞の質的変化を客観的に検討することを
試みた。 
 



 

 

４．研究成果 
術前化学療法によるヒト乳癌の腫瘍縮小

効 果 と 治 療 抵 抗 性 を 評 価 す る た め 、
autophagy に注目して乳癌細胞の質的変化を
客観的に検討することを試みた。 
本学外科で術前化学療法を施行された 56 例
を対象として免疫組織化学的染色を行なっ
た。症例の内訳は組織学的治療効果判定
Grade0: 5 例、Grade1: 24 例、Grade2: 16 例、
Grade3: 11 例であった。一般的に Grade2 と
Grade3 では予後が異なるが、この中で変性し
た乳癌細胞の評価によって Grade2 と Grade3
の評価が分かれることが大きな問題である。
このため化学療法による細胞内恒常性の破
綻のため蓄積する不要な蛋白質の分解に先
立って autophagosome の形成に必須な LC3, 
GABA 受容体関連蛋白質、Golgi-associated 
ATPase enhancer（GATE-16）また Atg3, Atg4B, 
Atg7, Atg16L などの因子の発現を検討した。
その結果、Grade2 と判定した 16 例中 4 例に
LC3、GATE-16、Atg4B、Atg7、Atg16L の発現
を認めた。胞体内に空胞変性を伴い核の膨化
を示す高度の変性像と判定した乳癌細胞で
も autophagy により生存の可能性があること
が示されたが、今回対象とした 56 例では未
だ再発例や遠隔転移を伴う死亡例はなく、無
病再発や生存を指標とした評価は困難であ
る。今後は乳癌学会班研究の一環として更に
大きな症例群を対象に検討を継続する。なお、
未成熟・成熟樹状細胞（pDC, mDC）の発現を
CD1a、CD11c、CD123、CD80、CD83、CD86 をマ
ーカーとして検討したが、これらを発現する
細胞は殆どなく、pDC, mDC の関与を検討する
ためには化学療法開始後 4 週間後あるいは 8
週間後の生検標本を用いるべきであろうと
考えた。 

一方、乳癌細胞の Lapatinib に対する抵抗
性 は Phosphatase and Tensin Homolog 
Deleted from Chromosome 10 （ PTEN ）
/phosphatidylinositol-3 kinase（PI-3K）
の高値と相関することが報告されているが、
これらの因子は autophagyを促進することも
知 ら れ て お り 、 治 療 抵 抗 性 に お け る
autophagy の関与を示唆する可能性がある。
今後は PTEN や PI-3K の発現も検討する予定
である。 

加えて化学療法抵抗性を示す乳癌細胞と
して basal-like carcinoma あるいは乳がん
幹細胞も想定されるので、Cytokeratin（CK）
5/6、CK14、EGFR、c-kit、BRCA1 あるいは SOX2、
Oct4 をマーカーとしてその発現と予後との
関係を検討する。 
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