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研究成果の概要（和文）：本研究では免疫チェックポイント阻害剤（ICI）の抗腫瘍効果におけるCD169陽性リン
パ節マクロファージの機能的役割をCD169-DTRマウスを用いて検証した。CD169陽性細胞を欠損させると、ICIの
抗腫瘍効果が消失したことから、ICIによる抗腫瘍作用にはCD169陽性リンパ節マクロファージが重要な役割を担
っていることを明らかにした。次に、CD169陽性リンパ節マクロファージを誘導するナリンジンは腫瘍免疫の活
性化することで抗腫瘍効果を発揮した。さらに、ICI単剤では抗腫瘍効果の乏しかった膀胱癌移植モデルにおい
ても、ナリンジンとの併用がICIの抗腫瘍効果を増強することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, the functional role of CD169-positive lymph node macrophages 
in the antitumor effect of immune checkpoint inhibitors (ICIs) was examined using CD169-DTR mice. 
deletion of CD169-positive cells abolished the antitumor effect of ICIs, indicating that CD 
169-positive lymph node macrophages play an important role in the anti-tumor effect of ICI. Second, 
naringin, which induces CD169-positive lymph node macrophages, exerted its antitumor effect by 
activating tumor immunity. Furthermore, we found that the combination with naringin enhanced the 
antitumor effect of ICI in a bladder cancer transplantation model, where ICI alone had poor 
antitumor effect.

研究分野： 泌尿器科腫瘍

キーワード： 腫瘍免疫　マクロファージ　CD169　ナリンジン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は膀胱癌のリンパ節における腫瘍免疫に着目し、リンパ節洞にてCD169陽性マクロファージの活性化を誘
導する天然化合物であるナリンジンが腫瘍免疫を賦活化することでがん治療に有効である可能性を明らかにし
た。ゆえに、本研究成果は、リンパ節洞におけるCD169陽性マクロファージを標的とした治療法が腫瘍免疫を賦
活化することで膀胱癌に対して有効であることを明らかにすると共に、既存の免疫チェックポイント阻害剤の治
療成績を向上させる可能性も明らかにしたことから、膀胱癌に対する新たな治療戦略の一助となるものと考えら
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 
 

転移性膀胱癌治療は 30 年ほどシスプラチンを主体とした化学療法のみが治療の中心であ
った。近年、新たに免疫チェックポイント阻害剤が登場し、二次治療として使用可能となっ
た。しかしながら、免疫チェックポイント阻害剤の奏効率は 20%前後であり、更なる治療法
の開発が望まれる。我々は、「免疫の関所」として働くリンパ節に着目した研究を行なってい
る。リンパ節には樹状細胞のみならず多数のマクロファージが存在しており、リンパ節に存
在する CD169 陽性マクロファージががん免疫サイクルにおいて重要な役割を担うことが明
らかとなってきた。例えば、臨床研究において膀胱癌を含めたあらゆる癌腫では、リンパ節
洞マクロファージにおける CD169 発現が高いほど、腫瘍浸潤 CD8 陽性 T リンパ球が多く、
予後が良いことが明らかとなっている[1-3]。つまり、リンパ節における CD169 陽性マクロ
ファージは CD8 リンパ球の活性化誘導を介して抗腫瘍作用を発揮すると考えられる。また、
CD169 陽性細胞を薬剤投与で欠損させることができるマウス（CD169-DTR マウス）が開発
され、がんワクチン実験で CD169 陽性細胞ががん免疫誘導に関与していることが示された
[4]。しかしながら、免疫チェックポイント阻害剤の抗腫瘍作用におけるリンパ節洞 CD169
陽性マクロファージの機能的意義については明らかになっていなかった。 

 
２．研究の目的 
 

上記の背景から、リンパ節における CD169 陽性マクロファージを増加させることによる腫
瘍免疫の賦活化が新たな癌治療戦略につながると考え、天然化合物ライブラリーを用いてヒ
トマクロファージにおいて CD169 の発現を上昇させる候補化合物としてナリンジン
（Naringin）を同定した[5]。 
本研究では、CD169 陽性マクロファージによる腫瘍免疫の賦活化に着目し、免疫チェック

ポイント阻害剤の抗腫瘍作用におけるリンパ節洞 CD169 陽性マクロファージの機能的意義
を明らかとすること、また膀胱癌に対する新たな治療戦略のひとつとして CD169 陽性マク
ロファージを誘導するナリンジンの抗腫瘍効果を検討することを目的とし、下記の基礎研究
を行うこととした。 
 CD169-DTR マウスを用いた膀胱癌皮下移植モデルに免疫チェックポイント阻害剤を投

与し、免疫チェックポイント阻害剤の抗腫瘍作用とリンパ節洞 CD169 陽性マクロファ
ージの機能的関連性を解析 

 CD169 陽性マクロファージを誘導するナリンジンの膀胱癌皮下移植モデルマウスにお
ける有効性の検討 

 
３．研究の方法 
 
(1) 抗 PD-L1 抗体療法における CD169 リンパ節マクロファージの重要性の評価：野生型マウス

（C57BL/6 マウス）および CD169-DTR マウスを用いた腫瘍移植モデルに抗 PD-L1 抗体を投与
し、腫瘍重量を比較することで抗腫瘍効果を評価した。 

(2) マウスマクロファージにおけるナリンジンの CD169 発現作用の評価：ナリンジンをマウス
腹腔マクロファージに添加し、CD169 の発現をフローサイトメトリーによって評価した。ま
た、ナリンジンをマウスへの経口投与後にリンパ節を採取し、マクロファージの CD169 発
現をフローサイトメトリーによって評価した。 

(3) ナリンジンの膀胱癌細胞株（MB49 細胞）およびマウスマクロファージに対する細胞毒性の
評価：ナリンジンを MB49 細胞ならびに腹腔マクロファージに 0, 30, 50, 100, 150, 200µM
の濃度で添加し、それらに対する直接な細胞障害性を WST8 アッセイで評価した。 

(4) 腫瘍皮下移植モデルマウスに対するナリンジンの抗腫瘍効果と腫瘍微小環境の評価：
C57BL/6 マウスに MB49 細胞を移植したモデルマウスにナリンジン投与を投与し、腫瘍重量
を非投与群と比較することで抗腫瘍効果を評価した。また、皮下腫瘍を用いて CD8 の免疫
染色を行い、腫瘍浸潤リンパ球数を測定した。さらにリンパ節、腫瘍のフローサイトメトリ
ー解析により、リンパ球の活性化（CD69, GzmB）を評価した。 

(5) 腫瘍皮下移植モデルマウスに対するナリンジンの抗腫瘍効果ならびに CD169 陽性マクロフ
ァージの抗腫瘍作用における重要性の評価：リンパ球が欠損しているヌードマウスに MB49
細胞を移植したモデルマウスにナリンジン投与を投与し、腫瘍重量を非投与群と比較する
ことで抗腫瘍効果を評価した。また、CD169 陽性細胞が欠損している CD169-DTR マウスに
MB49 細胞を移植したモデルマウスにナリンジン投与を投与し、腫瘍重量を比較することで
抗腫瘍効果を評価した。さらに、皮下腫瘍を用いて CD8 の免疫染色を行い、腫瘍浸潤リンパ
球数を測定した。 

(6) 腫瘍皮下移植モデルに対するナリンジンと抗 PD-L1 抗体の併用による抗腫瘍効果と腫瘍微
小環境における作用の評価：C57BL/6 マウスに MB49 細胞を移植したマウスにナリンジン投



与と抗 PD-L1 抗体を投与し、腫瘍重量を非投与群および抗 PD-L1 抗体単独投与群と比較す
ることで抗腫瘍効果を評価した。また、皮下腫瘍における CD8 の免疫染色を行い、腫瘍浸潤
リンパ球数を測定した。 

 
４．研究成果 
(1) 抗 PD-L1 抗体療法における CD169 リンパ節マクロファージの重要性の評価：野生型マウス

（C57BL/6 マウス）を用いた膀胱癌細胞株（MB49 細胞）の移植モデルマウスにおいては、抗
PD-L1 抗体療法はコントロール群（非投与群）と比べ、抗腫瘍効果が認められなかった
(P=0.93)。一方で、抗 PD-L1 抗体療法が奏功することが知られている大腸癌細胞株（MC38
細胞）や乳癌細胞株（E0771 細胞）を移植したモデルマウスでは、既報通り抗 PD-L1 抗体投
与において有意な腫瘍重量の減少を認めた(MC38 移植モデル: P<0.001, E0771 移植モデル: 
P<0.001)。また、同様の実験を CD169-DTR マウス用いた腫瘍移植モデルにて評価したとこ
ろ、全ての細胞株の移植モデルにて抗 PD-L1 抗体療法の効果が認められなかった (MB49 移
植モデル: P=0.69, MC38 移植モデル: P=0.48, E0771 移植モデル: P=0.26)。ゆえに、抗 PD-
L1 抗体療法の抗腫瘍効果の発現には CD169 陽性マクロファージが重要な役割を担っている
ことが示唆された。 

(2) マウスマクロファージにおけるナリンジンの CD169 発現作用の評価：in vitro 実験におい
て、ナリンジンはマウス腹腔マクロファージの CD169 の発現をタンパクレベルで有意に増
加させた(P=0.029)。また、マウスを用いた in vivo 実験においても、ナリンジンの経口投
与は、リンパ節におけるマクロファージの CD169 発現を有意に増加させた(P=0.041)。つま
り、ナリンジンはマウスマクロファージの CD169 発現を上昇させる作用があることを明ら
かにした。 

(3) ナリンジンの膀胱癌細胞株（MB49 細胞）およびマウスマクロファージに対する細胞毒性の
評価：ナリンジンは膀胱癌細胞株（MB49 細胞）に対して、200µMの高濃度であっても直接的
な抗腫瘍作用は示さなかった。また、ナリンジンは正常細胞である腹腔マクロファージに対
しても毒性は示さなかった。ゆえに、ナリンジンは腫瘍細胞ならびにマクロファージに対し
て直接的な細胞毒性を有しないことを明らかにした。 

(4) 腫瘍皮下移植モデルマウスに対するナリンジンの抗腫瘍効果と腫瘍微小環境の評価：MB49
移植モデルマウスでは、ナリンジン投与により有意に腫瘍重量の減少を認めた（P<0.001）。
また、皮下腫瘍を用いた免疫染色の結果から、ナリンジン投与群では CD8 陽性リンパ球の
浸潤が有意に増加していた（P<0.001）。さらに、フローサイトメトリーによる解析から、マ
ウスリンパ節においてナリンジン投与群ではリンパ球活性化マーカーであるCD69の発現増
加を認め、リンパ球の活性化が確認された。加えて、皮下腫瘍組織を用いたフローサイトメ
トリーによる解析によって、ナリンジン投与群では腫瘍組織内の CD8 陽性細胞において細
胞傷害タンパクであるグランザイム B の発現が有意に上昇していることを明らかにした
（P<0.001）。ゆえに、ナリンジンは腫瘍免疫を賦活化することで抗腫瘍効果を発揮すること
が示唆された。 

(5) 腫瘍皮下移植モデルマウスに対するナリンジンの抗腫瘍効果ならびに CD169 陽性マクロフ
ァージの抗腫瘍作用における重要性の評価：ヌードマウスを用いた MB49 移植モデルでの検
討では、ナリンジン投与による腫瘍重量の減少は認められなかった（P＝0.96）。ゆえに、ナ
リンジンの抗腫瘍作用は腫瘍細胞に対する直接な細胞毒性作用ではなく、T細胞に関連する
腫瘍免疫の賦活化による抗腫瘍作用であると考えられた。さらに、CD169-DTR マウスを用い
た腫瘍移植モデルにおいても、ナリンジン投与により野生型（C57BL/6）マウスにて認めら
れた腫瘍重量の減少は認められず（P＝0.52）、皮下腫瘍を用いた免疫染色においても腫瘍組
織への CD8 陽性リンパ球の浸潤増加も認められなかった（P＝0.70）。ゆえに、ナリンジンは
リンパ節における CD169 陽性マクロファージの誘導を介した腫瘍免疫の活性化により抗腫
瘍効果を発揮していると考えられた。つまり、リンパ節における CD169 陽性マクロファー
ジの活性化が膀胱癌に対する新たな治療戦略になりうる可能性が示唆された。 

(6) 腫瘍皮下移植モデルに対するナリンジンと抗 PD-L1 抗体の併用による抗腫瘍効果と腫瘍微
小環境における作用の評価：MB49 移植モデルマウスにおいて、ナリンジン単剤投与群に比
べ、ナリンジンと抗 PD-L1 抗体の併用群では有意に腫瘍重量の減少を認めた（P=0.019）。ま
た、皮下腫瘍を用いた免疫染色では、腫瘍内への CD8 陽性リンパ球の浸潤もナリンジン単
剤投与群に比べ、有意に増加していた（P=0.018）。このことから、ナリンジンによる CD169
陽性マクロファージの活性化は既存の免疫チェックポイント阻害剤の治療成績を向上させ
る可能性が示唆された。 
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