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研究成果の概要（和文）：同種CD4陽性T細胞群及びコントロールとして投与した同系CD4陽性T細胞群において、
腫瘍内から分離したドナー活性化CD4陽性T細胞におけるRT-PCRを実施し、腫瘍内投与後24時間において同種CD4
陽性T細胞群にて強いIL－２産生を認めた。 mRNAマイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析では、同種CD4
陽性T細胞群の同系CD4陽性T細胞群に対する発現比が10倍以上高い分子が119個同定された。その中で免疫調節に
関与する13分子が同定された。また、免疫調節における機能が未知であるものの同発現比が50倍以上高い8分子
が同定された。今後、同分子（群）の抗腫瘍免疫誘導への関与を精査する予定である。

研究成果の概要（英文）：Real-time RT-PCR assays revealed that the expression of IL-2 mRNA in the 
CD44hi donor CD4+ T cells of the allogeneic CD4+ T cell group dramatically increased within the 
tumor 24 h after injection, relative to 4 h after injection, while IL-2 mRNA was not increased in 
the auto- CD4+ T cell control group. Analysis of mRNA microarray detected 119 molecules that showed 
10 times higher expression in the allogeneic CD4+ T cell group compared to the auto- CD4+ T cell 
control group. Among them, thirteen molecules were identified as an immune reaction associated 
genes. Although their functions in immune reaction are unknown there are eight genes whose mRNA 
expression in the allogeneic CD4+ T cell group was more than 50 times higher than those in the auto-
 CD4+ T cell control group. We will investigate their roles and functions in an induction of 
anti-tumor specific immunity in the tumor microenvironment.

研究分野： がん免疫療法

キーワード： がん免疫療法　同種免疫反応　がんワクチン療法　CD4陽性T細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌に対する第四の治療法として細胞免疫誘療法の有効性は公知となり、腫瘍局所における腫瘍細胞と免疫細胞と
の相互作用の理解が進むにつれ腫瘍免疫微小環境（Tumor immune microenvironment: TIME）の重要性が認識さ
れてきている。我々は、同種免疫反応というこれまでにないアプローチにより、TIMEにおいて抗腫瘍免疫を誘導
することに成功し、本研究における網羅的遺伝子発現解析にて、抗腫瘍免疫誘導に関連する複数因子の同定に成
功した。これらTIMEにおける局所動態の解明及びそこから得られる知見は、新たな細胞免疫療法の開発や既存の
細胞免疫療法の効果増強に大きく資するものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

我が国における癌の罹患率・致死率は年々増加しており、既存治療に抵抗性を示す難治性癌の

予後は依然として不良である。近年、それら難治性癌に対する新たな治療法として細胞免疫療

法が注目され、多数の臨床試験により有効性が明らかにされている。一方、同じ細胞免疫療法

を実施しても期待した効果が得られる場合と得られない場合があり、抗腫瘍免疫が誘導される

メカニズムの多くは未だ不明である。  

近年、癌細胞は自己の増殖に好都合な環境を周囲の支持細胞や腫瘍内に浸潤している免疫関連

細胞と協調して作り上げていることが明らかにされ、そのような局所環境は癌免疫微小環境

(Tumor immune microenvironment: TIME)と呼ばれている。最近の報告では TIME は化学療法や

放射線療法などの既存治療に対する反応性や癌転移にも係っていることが明らかにされてい

る。癌に対する細胞免疫誘療法においても TIME は注目されているが、通常は好腫瘍性環境であ

る TIME において、腫瘍特異的細胞傷害性 T細胞が誘導されるメカニズムは不明であり、その過

程で様々な TIME 構成細胞が担っている役割も明確にされていない。これら癌特異的な抗腫瘍免

疫誘導に係る局所動態の解明及びそこから得られる知見は、新たな細胞免疫療法の開発や既存

の細胞免疫療法の効果増強に大きく資するものと期待される。  

２．研究の目的 

本研究の目的は、TIME 内の免疫担当細胞における遺伝子発現解析を通して、腫瘍特異的な細

胞傷害性 T細胞誘導に関わる因子を明らかにし、抗腫瘍免疫誘導メカニズムの解明につなげる

ことである。  

 
３．研究の方法 

我々はこれまでにメラノーマ細胞株を皮下接種した担癌マウスの腫瘍局所に、体外にて活性化

した同種 CD4 陽性 T細胞を投与することにより、腫瘍局所における炎症反応に伴って宿主の細

胞傷害性(CD8 陽性)T細胞が誘導され、強力な抗腫瘍効果を発揮し、宿主マウスが長期生存する

モデルを確立した(図 1.)。同生存マウスから分離した CD8 陽性 T細胞が同じメラノーマ細胞株

に対する特異的な増殖抑制効果を示したことから、腫瘍特異的細胞傷害性 T細胞が誘導された

ことを確認した。 更に、我々は同マウスモデルの切除した腫瘍から腫瘍細胞及び各 TIME 構成

細胞をソーティングする方法を確

立した。これにより腫瘍から分離

した TIME 内の様々な細胞別に遺伝

子発現解析を行うことが可能とな

った。尚、本モデルにおける抗腫

瘍免疫は、同種 CD4 陽性 T細胞を

用いた場合にのみ誘導され、同系

CD4 陽性 T細胞を用いた場合には誘

導されない。  
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坦癌マウスモデル: C57BL/6 マウスに B16F1 を皮下接種し担癌マウスを作成する。別の 

C57BL/6 マウスの骨髄細胞から GM-CSF, CSF, IL-4, TNFαを用いて樹状細胞(DC)を培養し活性

化した後、BALB/c マウスの脾臓から分離した CD4 陽性 T細胞と混合培養して活性化同種 CD4 陽

性 T細胞を得る。同活性化同種 CD4 陽性 T細胞を坦癌マウスの腫瘍内に直接投与することによ

り、宿主の細胞傷害性 T細胞が誘導され腫瘍は退縮する(抗癌免疫誘導群)。一方、同系 CD4 陽

性 T細胞 (C57BL/6 マウスの脾臓から分離した CD4 陽性 T細胞)を同様に活性化して投与した群

では腫瘍は退縮しない(非誘導群)。これら抗腫瘍免疫誘導群・非誘導群を用いて以下を実施。 

（１）腫瘍内投与 24時間後に腫瘍を切除し、直ちに液体窒素にて凍結した。薄切標本を作り各

種抗体による免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡（Confocal Laser Scanning 

Microscopy: CLSM）を用いて、TIME 構成細胞の腫瘍内局在を病理学的に検討した。 

（２）TIME 構成細胞における遺伝子発現解析：活性化 CD4 陽性 T細胞投与の 4時間後及び 24

時間後に腫瘍を切除し、コラゲナーゼ及び DNAse 処理後にパーコールを用いて腫瘍細胞

と TIME 構成単核細胞を分離した。続いて、TIME 構成単核細胞を蛍光抗体にて染色し、

フローサイトメーターを用いて CD8 陽性 T細胞、宿主及びドナー別 の CD4 陽性 T細胞、

マクロファージにソーティングした。 ソーティングした各 TIME 構成細胞から RNA を抽

出し、mRNA から cDNA を合成し、 同 cDNA を用いて RT-PCR 及び mRNA マイクロアレイを

用いた網羅的な遺伝子発現解析を実施した。 

４．研究成果 

（１）腫瘍内投与 24時間後の CLSM にて、ドナーCD4 陽性 T細胞の腫瘍内分布は両群共に不均

一であったが、同種 CD4 陽性 T細胞を用いた抗腫瘍免疫誘導群の方がより多くの領域に

分布し、GM-CSF を強く産生していた。同様に宿主 CD8 陽性 T細胞の腫瘍内浸潤も、同種

CD4 陽性 T細胞を用いた抗腫瘍免疫誘導群においてより多くの領域にて認められた。 

（２）近年、抗腫瘍免疫誘導における制御性 T細胞（Treg）の重要性が指摘されているため、

本モデルにおける Treg の関与を検討した。末梢血、腫瘍内共に同種 CD4 陽性 T細胞群で

Treg はやや減少するものの有意差はなく、本モデルでの抗腫瘍効果における Treg の関

与は強くないと考えられた。 

（３）腫瘍内から分離したドナーCD4 陽性 T細胞における RT-PCR にて、両群ともに IFNγ, TNF

α, IL-2 産生を認めた。特に IL−２に関しては腫瘍内投与後 24 時間において同種 CD4 陽

性 T細胞を用いた抗腫瘍免疫誘導群にてより強い産生を認めた。 

（４） mRNA マイクロアレイ：腫瘍内から分離された同種 CD4 陽性 T 細胞において、同じく分

離された同系 CD4 陽性 T細胞の mRNA に対する発現比が 10 倍以上高い分子が 119 個同定

された。その中で免疫調節に関わる 13 分子が同定された。また、免疫調節における機能

が未知であるものの上記 mRNA 発現解析の結果から、TIME における発現比が 50倍以上高

い 8分子が同定され、今後、これらの分子に関して抗腫瘍免疫誘導における腫瘍内免疫

反応への関与を精査していく予定である。 
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