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研究成果の概要（和文）：GFP発現マウス大腸癌細胞colon26細胞を足部皮下に接種し、所属リンパ節内の免疫細胞の発
現様式、機能を検討するマウスモデルを作成した。このモデルにてmTOR阻害剤Temsirolimusにautophagy阻害剤クロロ
キンを併用することによって大腸癌抑制作用が増強されることをIn Vivoにて確認した。また、ヒト腹腔内から、強い
免疫抑制作用を有する間葉系幹細胞の性質を持つ細胞を樹立、本細胞がHypoxia, Hypoglycemiaにて著明に抑制される
ことを確認した。以上の結果から、autophagy抑制ががん治療の新たなターゲットとなりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We established a mouse model to investigate the local immune reaction in regeonal 
lymphnodes. Using this model, we found that Chloroquine, an autophagy inhibitor, significantly potentiated
 the antitumor activity of Temsirolimus in vitro and in vivo. The combination therapy triggered enhanced a
poptosis, which corresponded to an increased Bax/Bcl-2 ratio. In human, we also found that a minor subset 
of intraperitoneal free cells with CD90(+)CD45(-) phenotype vigorously grow in culture with mesothelial-li
ke morphology. Interestingly, these cultured cells were similar to mesenchymal stem cells (MSC), and were 
designated as intraperitoneal MSC (pMSC). The growth of pMSC is strongly inhibited by hypoxia or hypoglyce
mia possibly through autophagy. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 低酸素　低栄養　autophagy

外科系臨床医学消化器外科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

がんの免疫逃避現象のメカニズムは十分に

解明されていない。固形がんの組織内に浸

潤した免疫細胞は、癌細胞と同様に低酸素

や低栄養などの環境ストレスに曝されてい

るため、その反応としてオートファジーが

惹起されている事が予想される。しかし、

癌細胞に比べて、免疫細胞におけるオート

ファジーの生物学的意義についての情報は

少ない。そこで、固形がんに特有な内部環

境が、樹状細胞、Helper T 細胞、細胞障害

性Ｔ細胞の機能に如何なる影響を及ぼす

か？それがオートファジーを制御する事に

よってどう変化するか？については不明な

点が多い。 

 

２． 研究の目的 

免疫細胞が起こす個々の細胞現象を低酸素

や低栄養の環境下において再解析し、がん

に対する免疫反応が固形がんの内部環境に

よってどう変化し、どのような分子機序で

制御されているか？特に、近年様々な生物

学的現象に深く関わっていると考えられて

きているオートファジー機構がこの機序に

どう関与するか？さらに、その知見ががん

の免疫逃避機構とどう関わっているか？と

いう点を解明する。その結果、オートファ

ジー阻害剤による免疫能の変化が、固形が

んの病態、特に、薬剤の抗腫瘍効果にどう

影響を及ぼすのか?を明らかにすることを

最終目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) GFPを導入したマウス大腸癌colon26細

胞を作成し、同系のマウスへの足部皮下腫

瘍作成モデルを確立し、リンパ節細胞を採

取し、低酸素、低栄養下で培養し、その免

疫能の変化を検討する。また、様々な

Autophagyの抑制薬を用いて、免疫能の変化

、mTOR阻害剤Temsirolimusに対する感受性

に対する影響をIn vitro, In vivo両面から

検討する。 

(2) ヒト腹腔内遊離細胞のうちCD90(+)細

胞に注目し、播種患者における腹腔内免疫

抑制機構を検討する。CD90(+)細胞の低酸素

、低栄養環境における機能変化を検討し、

オートファジーがどう関与するかをIn 

vitroにて検討する。 

 

３． 研究成果 

(1) colon26皮下腫瘍作成後所属リンパ節

を採取し、その中の腫瘍細胞を同定すると

ともに、免疫細胞（リンパ球、抗原提示細

胞）のphenotypeをFACSにて測定した。担癌

マウスのリンパ節はコントロールマウスと

比べ、CD11b+Gr1＋のmyeloid derived 

suppressor cells (MDSC),およびCD19(+)B

細胞の分画が59%～120%程度に有意に増加

しており、逆にCD3(+)CD4(+)のhelper T 細

胞の比率が約1/4に低下していた。しかし、

CD4(+) CTLA-4(+)の制御性T細胞の比率に

は変化がなかった。 

次に、リンパ節から分離したCD4リンパ球

を、CD3抗体CD28抗体を用いて刺激する実験

系にて、低酸素, 低栄養の影響を検討した

。CD4(+)細胞の増殖は、0.1% O2条件で約50

％、glucose除去条件で20%程度に有意に低

下した。FACSを用いた細胞内サイトカイン

の測定では、IL-4産生細胞の比率は変化を

認めなかったが、IFN-gの発現はglucose除

去条件でほぼ完全に消失した。以上より、

低酸素, 低栄養が、腫瘍局所での細胞性免



疫能の低下をきたす誘導することが確認さ

れた。 

(2) mTOR阻害剤、Temsirolimus (TEM)は、

In vitroでcolon26細胞の増殖を抑制した

が、Autophagy inhibitor、クロロキンの併

用によってその効果は強く増強された。こ

の効果は、autophagosomeのマーカーである

LC3-IIの発現増強を伴い、クロロキンによ

るautophagyの抑制がcolon26の薬剤感受性

を増強することが確認された。また、この

抗腫瘍増強作用はIn vivoの皮下腫瘍モデ

ルでも確認され、BAX/BCL2比の増加を伴い

アポトーシス増強作用を介していることも

確認された。現在、このマウスモデルにお

けるクロロキンによる免疫能の変化を検討

中である。 

(3) ヒト腹腔内より浮遊細胞を分離、

collagen をコートした容器で培養すると、

中皮細胞の形態を有する間葉系幹細胞の性

質を持つ細胞が樹立された。この細胞は多

分化能を有し、アルギナーゼ-Iを発現し、

固相化抗CD3抗体刺激によるリンパ球の増

殖を強く抑制した。この間葉系幹細胞は、

リンパ球の1%の細胞数で有意な作用を発揮

し、10%でほぼ完全にリンパ球増殖を抑制し

た。また、ダブルチャンバーで直接接触を

避けた形で培養しても、この抑制は有意で

あった。したがって、この間葉系幹細胞は

リンパ球を抑制する何らかのサイトカイン

を介して腹腔における免疫能を負に制御す

る事によって播種の成立を促進しているこ

とが判明した。さらに、この細胞の増殖は

、Hypoxia, Hypoglycemiaにて著明に抑制さ

れ、その原因としてautophagyが関与してい

る可能性が考えられた。 

以上の結果から、autophagyの抑制は癌治療

の新たなターゲットとして有望であると考

えられた。 
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