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研究成果の概要（和文）：予備検討によりin vivoマウスモデルの腫瘍を縮小する事が明らかとなっていた
M-chlorin e6 を用いた光線力学療法 (PDT) に対してさらなる検討を行ったところ、腫瘍組織内のがん促進的な
M2-TAMの割合を減少させ、腫瘍抑制的なM1-TAMの割合を増加させることを見出した。また、M-chlorin e6 PDTに
よりがん細胞表面へのCRTの表出が促進され、マクロファージによる貪食の増加が確認された。以上より、
M-chlorin e6 PDTはM2-TAMの減少を含む複数の経路による腫瘍免疫賦活化能を有する事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：M-chlorin e6 PDT decreased the proportion of cancer-promoting M2-TAMs and 
increased the proportion of tumor-suppressing M1-TAMs in the mouse tumor tissue. In addition, 
M-chlorin e6 PDT promoted the expression of CRT on the surface of cancer cells and increased 
phagocytosis by macrophages. These results indicate that M-chlorin e6 PDT  activates tumor immunity 
through multiple pathways, including the reduction of M2-TAMs.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 腫瘍免疫　光線力学療法　腫瘍随伴マクロファージ　腫瘍内微小環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PDTは局所療法で侵襲性が低いため、次世代のがん治療法として注目されている。M2-TAMが発現するマンノース
レセプターを標的とするように設計されたM-chlorin e6 PDTが直接的な抗腫瘍効果に加え、M２-TAMの減少を含
む複数の経路によって腫瘍環境を抗腫瘍的に改変する能力を有する事が明らかとなった。本研究により
M-chlorin e6 PDTの有用性やPDTの腫瘍免疫賦活化剤としての新たな可能性を示すことが出来たと考える。

※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 
 腫瘍のなかには免疫細胞や線維芽細胞、血管内皮細胞など非がん細胞が多く存在し，がん進展
に深く関与している。これらの細胞や環境を総称して腫瘍内微小環境 (TME) と呼ぶ。TME に
存在する主要な免疫細胞である腫瘍随伴マクロファージ (TAM) は、がんの進展に対して抑制的
に働く M1-TAM と促進的に働く M2-TAM に分類される。M2-TAM は TME において細胞傷害性
T 細胞 (CTL) などが担う抗腫瘍免疫を強力に抑制するだけでなく、がん細胞自身の増殖・生存
を直接支えるともに、局所の血管新生を助けることでがん進展に大きく関与する (図 1)。以上の
ことから、M2-TAM が TME から排除されることはがん寛容の破綻に重要であるとされている。 
 我々はこれまで光照射による局所的治療法である PDT に関する研究を精力的に行ってきた。
我々は M2-TAM がマンノースレセプターを発現することに着目し、光感受性物質およびがん集
積性を併せ持つ chlorin e6 にマンノースを連結させた mannose-conjugated chlorin e6 (M-chlorin e6) 
(図 2) を作製し、PDT に用いることで腫瘍マウスモデルにおける腫瘍サイズの縮小に成功して
いる。一方で、M-chlorin e6 が TME にどのような影響を与えるかは未だ明らかになっておらず、
TME の変化と腫瘍縮小との関連性も不明である。そこで本研究では、M-chlorin e6 PDT による
TME 構成細胞の割合や性質の変化について詳細に解析し、抗腫瘍免疫システムの変化を明らか
にすることを目的とした。 

 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は M2-TAM 障害作用を有する M-chlorin e6 PDT の腫瘍免疫賦活化能を検証し、
有用性を明らかにすることである。そのため本研究では、M-chlorin e6 PDT によって、腫瘍免疫
システムに深く関わりのある M1-TAM、M2-TAM、CTL および制御性 T 細胞 (Treg) の分布や機
能にどのような変化が起きるかを詳細に解析し、抗腫瘍免疫システムの変化を明らかにするこ
とを目指した。 

   
 

３．研究の方法 
 本研究では PDT 後の腫瘍組織における M1-TAM、M2-TAM、CTL、Treg、ヘルパーT 細胞 (Th)
の割合および性質の変化をフローサイトメトリーや RT-qPCR 法によって解析した。PDT のがん
細胞に対する直接効果の評価は WST-8 アッセイにより行った。がん細胞における CRT の細胞表
出はフローサイトメトリー解析により行った。マクロファージによるがん細胞の貪食率は共焦
点顕微鏡により評価した。 
 
 
 

図 2: M-clrorin e6 を用いた PDT の概要 図 1: M2-TAM のがん進展における役割 

図 3: 本研究の目的 



４．研究成果 
① M-chlorin e6 は、talaporfin sodium よりも速やかに組織外に排泄され、腫瘍への集積率が高い 
 TMEに存在するM2-TAMや細胞膜にCD206を高発現するがん細胞をターゲットとするため、
M-chlorin e6 を作製した。M-chlorin e6 の腫瘍部位における蓄積量を、他の薬剤と比較した。そ
の結果、既に臨床現場で用いられている talaporfin sodium は腫瘍部位への明確な集積は見られな
かったが、M-chlorin e6 は glucose-conjugated chlorin e6 (G-chlorin e6) と同様に腫瘍部位に正常皮
膚組織よりも高い集積性を示した。さらに、talaporfin sodium では観察時間内に完全な薬物排泄
は認められなかったが、G-chlorin e6 および M-chlorin e6 は薬物投与後 6 時間までに組織からほ
ぼ完全に排泄された。 
 
② M-chlorin e6 PDT は腫瘍の成長を抑制する 
 M-chlorin e6 PDT の治療効果を確認するために，マウス大腸がん細胞株である CT26 細胞を
BALB/c マウスに皮下投与して腫瘍モデルマウスを作製した。腫瘍がある程度大きくなったとこ
ろで、マウスに M-chlorin e6 を注射し、腫瘍に放射線を照射した。M-chlorin e6 PDT 後、2 週間
腫瘍の成長を観察した。その結果、M-chlorin e6 PDT 群では、コントロール群に比べ腫瘍体積が
有意に減少した。さらに、M-chlorin e6 PDT 群では、腫瘍重量がコントロール群に比べ有意に減
少していることを確認した。 
 
③ M-chlorin e6 PDT は M2-TAMs を選択的に損傷する 
 次に、フローサイトメトリー分析を用いて、TME における M2-TAM の割合を決定した。腫瘍
モデルマウスに M-chlorin e6 PDT を施行し、2 日後に腫瘍を摘出し、解析を行った。M-chlorin e6 
PDT 群における全腫瘍組織細胞中の CD11b+細胞の割合は、コントロール群と同等であった。ま
た、本研究で CD11b +、CD80−または CD86−、CD206−と定義した M0-TAMs の割合は、M-Chlorin 
e6 PDT群でコントロール群に比べ増加した。さらに、M1-TAM（CD11b+, CD80+ or CD86+, CD206−）
の割合は、コントロール群に比べ PDT 群で増加した。また、M2-TAM（CD11b+、CD206+）の割
合が、コントロール群に比べ PDT 群で減少した。FACSAria を用いて分取した TAM（CD11b+）
における M1 マーカー（iNOS、IL-6、TNF-α、IL-1β）および M2 マーカー（Arginase、TGF-β、IL-
10）の遺伝子発現量を RT-qPCR により評価した。代表的な M1 マーカーである iNOS の発現が
増加する傾向が見られたが、両群間において iNOS 含め解析した全ての遺伝子発現に有意差は認
められなかった。また、M-chlorin e6 PDT 群における CTL および Treg の割合は、コントロール
群と同等であった。 
 
④ M-chlorin e6 PDT はがん細胞に直接的に障害を与える 
 M-chlorin e6 と G-chlorin e6 を用いた PDT が、がん細胞に直接障害を与えるかどうかを WST-8
アッセイにより検討した。その結果、M-chlorin e6 PDT は、G-chlorin e6 PDT と同程度に CT26 細
胞の数を減少させた。また、M-chlorin e6 の IC50値は、G-chlorin e6 の IC50値とほぼ同等であるこ
とが明らかとなった。さらに M-chlorin e6 PDT は，ヒト大腸がん細胞株である HCT116 細胞に対
しても細胞毒性を示した。 
 
⑤ M-chlorin e6 PDT は、がん細胞の細胞表面の calreticulin (CRT) を増加させ、マクロファージ
によるがん細胞の貪食を活性化させる 
 以降は M-chlorin e6 PDT 処理によってがん細胞が貪食を受けやすくなるのではないかとの仮
説を元に実験を進めた。M-chlorin e6 PDT で処理したがん細胞の CRT の細胞表面への表出をフ
ローサイトメトリーで解析した。CRT の蛍光強度は、コントロール群に比べ PDT 群で有意に増
加した。続いて M-chlorin e6 PDT がマクロファージによるがん細胞の貪食を促進するかどうかを
検討するため、M-chlorin e6 PDT 処理した CT26 細胞とマウスマクロファージ細胞株である
RAW264.7 を共培養した。共培養 24 時間後、PDT 群ではコントロールと比較して貪食の割合が
有意に高かった。 
  
⑥ M-chlorin e6 PDT は CD80+CD86+マクロファージの比率を増加させる 
 24 時間の共培養後、CD80+CD86+ RAW264.7 細胞の割合をフローサイトメトリーで解析した。
その結果、CD80+CD86+細胞の割合は、コントロール群に比べ PDT 群で有意に高かった。 
 
⑦ 総括 
 M-chlorin e6 PDT が腫瘍組織内におけるがん促進的な M2-TAM の割合を減少させ、がん抑制
的な M1-TAM の割合を増加させることを見出した。一方で、PDT 後の腫瘍組織内の細胞障害性
T 細胞や制御性 T 細胞の割合には変化が見られなかった。PDT 後の時間経過で結果が変わって
くる可能性を考慮し、今後さらなる検討を行う必要がある。また、M-chlorin e6 PDT によりがん
細胞表面の CRT の表出が促進され、マクロファージによる貪食の増加が確認された。以上より、



M-chlorin e6 PDT は直接的ながん細胞障害作用に加え、M2-TAMs の減少を含む複数の経路によ
る腫瘍免疫賦活化能を有する事が明らかとなった。 
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