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研究成果の概要（和文）： 
 
 腫瘍の免疫回避機構に関わるメカニズムの一つに、腫瘍免疫療法で惹起される腫瘍特異的 T
細胞応答依存性に腫瘍のクローンから腫瘍免疫を回避するクローンが新たに出現することが世
界で初めて実証された。この腫瘍細胞は、MHC class I、TRP2、GP100、IFN-γ（反応性も含む）、
Fas の遺伝子発現は変化なく、Sytl2、GATA1, 2 の上昇、NGFR の低下などが腫瘍回避機構のバ
イオマーカーとなり得る可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 We firstly found that a new clone, which have acquired the immune evasion potentials, 
emerges from the original neoplastic clone, which is susceptible to the tumor associated 
antigens-specific T cell response. This emergence of neoplastic clone is dependent on the T 
cell response. The new neoplastic cells have no change in the expression of MHC class I, 
TRP2, Gp100, IFN-γ (including functional response to IFN-γ), and Fas, but upregulate the 
expressions of sytl2, GATA1 and 2, and downregulate NGFR, suggesting that the molecules 
may be potential biomarkers in the immune evasion of neoplasm.  
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療法、放射線療法、分子標的薬などが実地の

臨床で施行されており、特に近年の分子標的

薬の進歩は目覚ましく、進行癌症例における

予後及び QOL改善に大きく寄与している。一

方で、ＷＴ1や Survivin、NY-ESO-1といった

腫瘍で高発現する腫瘍抗原を標的としたＴ

細胞性適応免疫を誘導する特異的能動免疫

療法は、腫瘍の発生抑制（Dunn GP, et al. 

Immunity 2004;137）及び拒絶効果を発揮

（Xiang et al., J Immunol. 1999;3676）し、

個体からの悪性腫瘍の根絶に威力を発揮す

る。この応答は、長期に続く腫瘍特異的な能

動的治療力を患者に寄与し、臨床的に検出不

可能な病巣を含む広汎な転移巣（細胞）並び

に局所再発をも抑制することが可能で、これ

を集学的治療に応用することは更なる治療

成績向上に寄与すると考えられる。 

しかし、特異的能動免疫療法において腫瘍抗

原特異的Ｔ細胞応答が検出されるにも関わ

らず、同じ種類の癌でその治療効果が異った

り、初期の抗腫瘍効果が後に消失する症例が

ある。注目すべきは、同一症例で治療によっ

て縮小する腫瘍塊と増大する腫瘍塊、または

新しく病変が出現する、いわゆる「mixed 

response」を示す症例がみられる。この現象

は同一患者に存在する個々の腫瘍塊でさえ

も腫瘍免疫応答に対する感受性が異なるこ

とを示している。腫瘍は、そのゲノム不安定

性に起因する遺伝的多様性を有しており、そ

の影響が免疫療法感受性に変化を与えてい

ると考えられる。この腫瘍免疫応答回避に関

わる詳細な分子機序は未だ完全に明らかで

なく、この個々の腫瘍免疫回避機構の責任分

子の網羅的解析と責任分子同定は、特異的能

動免疫療法の効果を予測する一つのバイオ

マーカーとなるだけでなく、その機能解析に

より、その回避機構が制御可能であれば、免

疫療法を増強する補助療法となりうると考

えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、これまで我々が使用してきた

マウスメラノーマモデルを使用し、現在まで

報告のない腫瘍免疫回避機構による腫瘍特

異的腫瘍免疫応答を回避する細胞株を樹立

し、新規の腫瘍免疫回避機構を解明すると同

時に、その責任遺伝子の解析を通して、腫瘍

免疫応答回避するバイオマーカーを探索す

る。 

 

３．研究の方法 

 B16F1 メラノーマ細胞株を皮下接種し 7
日目の生着腫瘍に対し、１週おきに２回、

LPS で活性化した骨髄由来樹状細胞を腫瘍

内に投与したマウスを使用。このモデルは、

生体内に生着した B16F1 の固形腫瘍を 50％
の確率で拒絶するが、その時の腫瘍特異的細

胞傷害性Ｔ細胞応答（CTL）や拒絶マウスに

おける免疫学的特徴を解析する。 
 また、この時、拒絶されなかった腫瘍を採

取し、細胞株を作製、親株と比較することに

よって、その生物学的特性を解析する (in 
vitro 及び in vivo)。 
 親株よりクローンを作製し、このクローン

の in vivo での特徴を解析し、この腫瘍免疫

回避機構を検討する。 
 また、これらの親株（クローン）と腫瘍免

疫回避機構を獲得した腫瘍株を用いて、その

遺伝的変化をアレイ CGH、マイクロアレイ、

次世代シーケンス、リアルタイム PCR など

を用いて検討する。 
 免疫応答耐性腫瘍細胞株より cDNA を作

製し、それを親株に導入することによって各

遺伝子の機能を解析する。 
 

４．研究成果 

 腫瘍の免疫回避機構に関わる詳細な分子

機序解明のために、B16F1 メラノーマ腫瘍内

樹状細胞投与モデルを用い、特異的腫瘍免疫

応答を回避する細胞株・クローンを樹立した。   

 B16F1 メラノーマ細胞株の皮下接種、樹状

細胞療法モデルにおいて、50％のマウスは完

全拒絶をするも、残りの約 50％のマウスでは

生着した腫瘍は、一旦縮小した後に、再増殖

する免疫応答を回避する腫瘍細胞を得るこ

とができた。生着した B16F1 腫瘍塊を拒絶

せず再増殖を許容するマウスの特徴は、以下

に示すものであった。 
・ 脾臓には、生着腫瘍塊を拒絶したマウス

と同等のメラノーマ特異的（TRP-2 等）

細胞傷害性Ｔリンパ球（CTL）応答が検出

された。 

・ 再増殖する腫瘍を切除したマウスは、生

着腫瘍塊を拒絶したマウスと同じく、再

接種 B16F1 の親株細胞を拒絶した：誘導

された腫瘍免疫応答は十分で、その状況

下で再増殖してくる免疫回避腫瘍株が得

られたこととなる。 
 一方、拒絶した免疫マウスは、再接種され

た B16F1 は 100％拒絶するが、EL4 は拒絶し

なかった。拒絶応答は CD4 T 細胞、CD8 T細

胞依存性（46回の腫瘍再接種実験で確認）で

あった。 

 

 上記の免疫療法で拒絶せず再増殖してき

た腫瘍から腫瘍細胞株（B16DC と命名）を樹



 

 

立。免疫マウスに親株の B16F1と同時に再接

種すると、親株の B16F1 は拒絶されるが、

B16DC は拒絶を免れ、腫瘍が形成された。 

 

 親株の B16F1 のクローンを樹立し、上述と

同様な樹状細胞療法を施行した。この場合も、

同様な腫瘍の拒絶の確立、CTL 応答、再接種

における拒絶応答画観察された。更に、免疫

応答回避腫瘍クローンを樹立し、それを免疫

マウスに再接種したところ、親株のクローン

は拒絶されるが、腫瘍免疫耐性の出現クロー

ンは拒絶されず腫瘍塊を形成した。クローン

の内訳は以下のとおりである。 

 B16F1より 10クローンのうち 5個のクロー

ンは、naive マウスで生着、免疫マウスで拒

絶されるもので、うち 4 クローンに関して、

マウスの皮下に接種し、同様の樹状細胞療法

を施行、うち少なくとも 2つのクローン由来

の腫瘍塊は、1〜3 割の確率で、親株で観察さ

れた腫瘍増殖パターンを示した。この再増殖

した腫瘍塊より、腫瘍株、更にはそのクロー

ンを樹立、拒絶マウスに再接種したところ、

拒絶されずに腫瘍塊を形成した。PBS で治療

した群からのクローンは全て免疫マウスで

拒絶された。 

 

 獲得された免疫回避機構の責任分子の同

定の目的に、免疫マウスで拒絶されないクロ

ーン及び PBS投与群の拒絶されるクローンの

トランスクリプトーム解析をマイクロアレ

イ、次世代シーケンスで解析した。 

 

 その結果、MHC class I、TRP2、GP100、

IFN-γ（反応性も含む）、Fas の遺伝子発現は

変化なかった。 

 

 遺伝子発現パターン解析（K-means、階層

的クラスタリング解析及び fold 解析）及び

real time PCR データーから、B16F1 に低発

現で、B16F10（既に確立された腫瘍免疫に

耐性の株）及び B16DC 両者に 6 倍以上の発

現増強を認める IgSF、Sytl2、GATA1, 2 など

の遺伝子を 12 個、逆に発現が低下する NGFR

等が検出された。以下に、高発現遺伝子に関

するヒートマップ（図１）及び pathway map

（図２）を図示した。上記因子が腫瘍回避機

構のバイオマーカーとなり得る可能性が示

唆された。 
 

 

 

 

 

（図 1） 
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（図２） 

 
 

 

 アレイ CGH(Comparative genomic 

hybridization)にて、増加する 12遺伝子の

うち最大の発現を示す遺伝子について 1コピ

ー数増加を認めた。残りの 11 遺伝子につい

てはコピー数の差違を認めなかった（図３）。 

 

 

 

 

 



 

 

 

（図３） 

 
 

 各遺伝子について、B16 DC あるいは B16F10

の mRNAより PCRで標的遺伝子を増幅し、CAG

プロモーターを有する発現プラスミドベク

ターに挿入、クローニングした。このプラス

ミドを用いて B16F1に遺伝子導入し、安定細

胞株を作製した。IgSFに関しては発現上昇を

認めるも、遺伝子導入では明らかな拒絶耐性

の形質を示さなかった。 

 

 以上、腫瘍の免疫回避機構に関わるメカニ

ズムの一つに、腫瘍免疫療法で惹起される腫

瘍特異的 T細胞応答依存性に腫瘍のクローン

から腫瘍免疫を回避するクローンが新たに

出現することが世界で初めて実証された。こ

の腫瘍細胞は、MHC class I、TRP2、GP100、

IFN-γ（反応性も含む）、Fas の遺伝子発現は

変化なく、Sytl2、GATA1, 2 の上昇、NGFR の

低下などが腫瘍回避機構のバイオマーカー

となり得る可能性が示唆された。 
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