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研究成果の概要（和文）：がん間質の免疫微小環境はがんの生物学的特性と密接な関係にある。本研究ではがん間質に
おけるEBI3分子の機能とその機序の解析を通して、免疫微小環境形成機序に迫ることを目的とする。不活化型EBI3分子
を発現するトランスジェニックマウスを作成し化学発がん系にて検討した。不活化型EBI3では野生型に比して、有意に
早期から扁平上皮乳頭腫が形成され、腫瘍形成個体数も有意に多く、EBI3が腫瘍発生抑制の微小環境形成に寄与してい
ることが示唆された。また膵がん以外のがん種組織でもEBI3発現が予後因子になり、EBI3による抗腫瘍性効果が一般的
に固形腫瘍で認められることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tumor microenvironment can determine the biological behavior of the cancer. The 
aim of the study was to investigate roles of EBI3 in the formation of anti-tumor immune microenvironment. 
We examined roles of EBI3 using our newly designed transgenic mice expressing dominant-negative inactive 
form EBI3 and analyzing tumor formation in those mice treated with chemical carcinogens. 
Carcinogen-induced tumors developed earlier and more frequently in the transgenic mice rather than wild 
type mice, suggesting that EBI3 involves in the antitumor immune microenvironment. Clinicopathological 
examinations also suggested that higher infiltration of EBI3 expressing cells into tumor tissues is a 
favorable prognosticator in various types of solid cancer other than pancreatic cancer.

研究分野： 病理学

キーワード： EBI3
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がんの重要な生物学的特性は、がん細胞、

がん間質、また両者の相互作用によって規定

される。がん間質を構成する一員として免疫

担当細胞があり、それによるがん微小環境に

与える影響は大きく、このがん免疫微小環境

が形成される分子機序を理解することは、新

たながん治療に繋がるものと確信される。 

 がん免疫微小環境は、抗腫瘍性(免疫反応

性)と好腫瘍性(免疫寛容)に大別できること

が推定され、免疫微小環境の形成を深く理解

するためには、各々の微小環境を構成する要

素、それら環境を生体内で切り替えている分

子機序の探究が重要と考えられた。そこで、

免疫微小環境を特徴付ける遺伝子発現の同

定を試みた。 

 IL-12 ファミリー分子は、IL-12, IL-23, IL-27, 

IL-35 を含み、細胞性免疫、液性免疫、炎症

性免疫、抑制性免疫といった様々な免疫環境

の形成に深く寄与しているが、ヒトがん組織

での詳細な機能はわかっていない。そこで、

免疫微小環境に関わる分子として、IL-12 フ

ァミリーおよびそのリセプターファミリー

分子に着目した。IL-12 ファミリー分子はヘ

テロ二量体構造をとり、構成する分子に共通

分子があり、構成分子の組み合わせの違いに

よって機能が大きく異なる。これら構成分子

の発現制御は独立し、各遺伝子欠損マウス解

析から既知の組み合わせ以外のヘテロ二量

体の存在や生物学的機能の存在が示唆され

ている。 

 抗腫瘍性免疫微小環境と関連性の強い遺

伝子発現を同定するため、抗腫瘍性免疫環境

の存在を良好な患者生命予後をもつがん組

織として評価し、患者生命予後と有意な関連

性を持つ、遺伝子発現をスクリーニングした。

約 120 症例の膵がん外科切除患者コホートを

用いてスクリーニングし、さらに２つの別の

膵がん外科切除患者コホート(各 100 症例以

上)を用いて、候補となった遺伝子発現を転写

レベル(定量 RT-PCR 法)・蛋白質レベル(免疫

組織化学)で測定し、その結果を検討・確認し

た。検討した遺伝子の中で、唯一 EBI3 遺伝

子発現が膵がん患者長期生存と有意な相関

のあることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 がん間質の免疫微小環境の形成機序を分

子レベルで理解することを目指す中で、本研

究では、主に膵がん間質における EBI3 分子

の機能とその機序の解析を通して、免疫微小

環境形成機序に迫りたいと考えている。 

 具体的な事項として、(1)膵がん間質にお

ける EBI3 分子の発現様式や生化学的性状、

抗腫瘍活性等の特性を把握し、EBI3 分子

が抗腫瘍免疫微小環境の単なるマーカーで

あるか、あるいは EBI3 分子自身が抗腫瘍

環境の形成に寄与するのかを検討する。 

(2)EBI3 分子の抗腫瘍活性の機序を、

dominant negative 型 EBI3 分子(ヘテロ二

量体)を発現するトランスジェニックマウ

スを作成し、化学発がん系を用いて、EBI3

分子の機能について腫瘍免疫の立場から詳

細に検討する。(3)一般的にヒトがん間質で

EBI3 分子が抗腫瘍性に働くかについて、

膵がん以外のがん種を用いた臨床病理学的

検討、を実施する。 
 
３．研究の方法 
 抗腫瘍性免疫微小環境を特徴付ける候補

分子 EBI3 の解析を通じ、免疫微小環境形

成機序に迫る。 

(I) EBI3 分子の膵がん間質における特徴：

EBI3 分子の生化学的性状・抗腫瘍活性の有

無・免疫微小環境との関連性について 

(A)使用する膵がん臨床材料(膵がん患者コ

ホート )：コホート 1, 2: 当センターで

2003-2005 年、2006-2008 年に外科切除され

た約 120、150 症例。新鮮凍結組織およびそ

こから抽出した全 RNA、ホルマリン固定パ

ラファイン包埋組織、臨床病理学的情報が
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使用可能。コホート 3: 当センターで

1990-2002 年に外科切除された約 200 症例。

ホルマリン固定パラファイン包埋組織、臨

床病理学的情報を使用可能である。更に、

新しく外科切除された新鮮な膵がん組織

(約 100 症例/年切除)を使用可能。 

(B) 膵がん間質で EBI3 分子を発現する細

胞種および状態の同定：免疫組織化学、新

鮮組織から抽出した細胞を用いたフローサ

イトメトリー法により解析する。 

(C) EBI3 分子発現と関連するがん間質免疫

微小環境： EBI3 発現細胞が存在する微小

環境はどのような特徴のある微小環境であ

るのか、局所免疫細胞浸潤や免疫関連遺伝

子発現との関係性を検討する。 

(D) 膵がん間質における EBI3 分子の生化

学的性状の同定： EBI3 分子がどのような

分子と会合し、あるいは単独で存在してい

るのかを生化学的に検討する。 

EBI3 分 子 と 会 合 する 可 能 性の あ る

IL-12/IL-6 ファミリー分子 four helical 

cytokine (IL12A, IL27A, IL6, 等)と EBI3 分

子との全ての組み合わせについて、会合の

有無を in vitro 実験系(培養細胞に遺伝子共

導入後、免疫沈降、Western blot 法により)

で検討する。また実際のがん組織から回収

される EBI3 分子を免疫沈降後に会合分子

をマススペクトロメトリーで検出する。 

(E) EBI3 分子の抗腫瘍性活性の検討：同種

腫瘍移植マウスモデル系を用いた検討：マ

ウス腫瘍細胞株(膵がん細胞 Pan02, 大腸が

ん細胞 CT-26, 他)に、EBI3 分子単独で、

EBI3 分子とそれと会合の可能性のある分

子いずれか１つと共に、あるいは EBI3 分

子と会合の可能性のある１分子をリンカー

(Cancer Res 64;1152,2004)で結合した融合分

子として、安定発現させた細胞を同種マウ

スに皮下移植後、腫瘍の生着・拒絶、成長

速度、マウス腫瘍死までの期間を検討する。

さらに、腫瘍に対する免疫学的作用につい

て、T 細胞等の除去マウスへの腫瘍細胞移

植、移植腫瘍に浸潤する免疫細胞の解析、

また T 細胞の障害活性等について解析する。 

 

(II) EBI3 分子の抗腫瘍免疫における個体レ

ベルの機能解析 

(A) Dominant negative 型 EBI3 ヘテロ二量体

(あるいは単量体)の設計：IL-6/IL-12 ファミ

リーfour-helical cyotokine の中で、それと

EBI3 との会合した二量体が膵がん間質に

発現し、最も強い抗腫瘍活性を示す

four-helical cyotokine と EBI3 との二量体を

選択し、次にそれがレセプターに結合する

が、細胞内にシグナルが入らない、dominant 

negative 変異分子を設計する。 

(B) Dominant negative 型 EBI3 ヘテロ二量体

(あるいは単量体)発現トランスジェニック

マウスの作成：dominant negative 型 EBI3 ヘ

テ ロ 二 量 体 を リ ン カ ー (Cancer Res 

64;1152,2004)でつなぎ、この融合遺伝子が

keratin 14 プロモーター(Proc Natl Acad Sci 

USA 86;1563,1989)下で発現するベクター

を構築する。トランスジェニックマウスは

外部企業に有料委託して作成し、皮膚扁平

上皮細胞での導入遺伝子発現を確認し、マ

ウス２系統以上を実験に用いる。 

(C) Dominant negative 型 EBI3 発現トランス

ジェニックマウスの解析： 

化学発がん：トランスジェニックマウスと

コントロールマウス間での発がんの違いを

比較し、腫瘍部への免疫細胞浸潤や遺伝子

発現等の宿主免疫反応の違いについても比

較 検 討 す る 。 発 が ん 系 は 、

7,12-dimethylbenzanthracene/PMA 投与皮膚

扁 平 上 皮 癌 発 が ん (J Exp Med 

201;1089,2005)、3-Methylcholanthrene 皮下注

入 後 の 線 維 肉 腫 発 が ん (J Exp Med 

191;661,2000)を用いる。尚、適切なマウス

膵化学発がんモデルの報告はない。 
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(III) EBI3 発現細胞のがん間質への浸潤と

その臨床病理学的意義の検討 

膵がんのみならず、一般的にがん間質に浸

潤する EBI3 分子発現細胞の臨床病理学的

意義について、腫瘍浸潤 EBI3 発現細胞を

免疫組織化学にて同定後、患者予後を含む

臨床病理学的情報と比較検討する。いずれ

も当センターで外科切除された症例のホル

マリン固定パラフィン包埋組織切片と臨床

病理学的情報を使用する。 
 
４．研究成果 

(I) EBI3 分子の膵がん間質における特徴：

EBI3 分子の生化学的性状・抗腫瘍活性の有

無・免疫微小環境との関連性について 

 免疫微小環境を特徴付けるサイトカイン

としてIL-12ファミリーおよびそのリセプタ

ーファミリー遺伝子の発現と膵がん患者予

後との関係を検討し、長期の患者生命予後と

統計学的に有意に関連する遺伝子発現、すな

わち抗腫瘍性免疫微小環境と深く関連する

遺伝子 EBI3 を同定した。この分子に対する

モノクローナル抗体を作成し、免疫組織化学

を実施したところ、この分子は膵がん組織中

でCD208陽性成熟骨髄性樹状細胞や一部のマ

クロファージに発現していたが、膵がん細胞

を含めてそれ以外の細胞種には発現してい

なかった。EBI3 発現細胞を含む局所膵がん組

織では EBI3 発現細胞を含まない膵がん組織

と比較して、CD8+T 細胞・M1 マクロファージ

浸潤が有意に多く制御性 T細胞・M2 マクロフ

ァージ浸潤が有意に少ない細胞性免疫の活

性化した局所免疫微小環境であること、また

EBI3 陽性細胞浸潤の多い膵がん組織であっ

た。以上から EBI3 陽性細胞と抗腫瘍性免疫

微小環境との強い関連性が示唆された。 

 EBI3 分子は in vitro 解析にて多様な

IL-12/IL-6 ファミリー分子 four helical 

cytokine (IL12A, IL27A, IL6, 等)と会合す

ることが明らかになった。そこで実際の膵が

ん組織中から EBI3 分子を免疫沈降法により

抽出後、マススペクトロメトリ—を用いた

2D-ICAL法によりEBI3分子の会合分子につい

て解析した結果、複数の分子候補が得られた。

次にそれら各会合候補分子と EBI3 分子とを

リンカーで結合させる融合分子を安定発現

する Pan02 細胞および CT26 細胞を作成し、

同種腫瘍移植モデル系により移植腫瘍の増

殖を検討した。候補分子の一部との融合分子

を安定発現した腫瘍細胞のみが腫瘍生着･増

殖が完全に拒絶された。以上からこの候補分

子と会合することで EBI3 は膵がん組織内で

抗腫瘍免疫活性を発現していることが示唆

された。 

 

(II) EBI3 分子の抗腫瘍免疫における個体レ

ベルの機能解析 

Dominant negative 型 EBI3ヘテロ二量体をリ

ンカーで結合した融合分子をコードする遺

伝子を keratin 14 プロモーター下で発現さ

せるトランスジェニックマウスを作成した。

7,12-dimethylbenzanthracene/PMA 投与皮膚

扁平上皮癌発がんの化学発がん系を用いて、

トランスジェニックマウスとコントロール

マウス間での発がんの違いを比較したとこ

ろ、野生型に比して Dominant negative 型で

は有意に早期から扁平上皮乳頭腫が形成さ

れ、最終的な腫瘍形成数も多く、一方で乳頭

腫から扁平上皮癌への発がん速度に有意な

差はみられなかった。以上から、EBI3 融合分

子は抗腫瘍免疫活性を有することが示唆さ

れた。3-Methylcholanthrene 皮下注入後の線

維肉腫発がんの化学発がん系では、野生型と

Dominant negative 型で腫瘍発生速度や腫瘍

発生数に有意な差はみられなかった。

Dominant negative 型 EBI3分子を発現する上

皮細胞と離れた皮下組織内で腫瘍が形成さ

れることで変異型分子の影響を受けなかっ

た可能性が示唆された。 

 

(III) EBI3発現細胞のがん間質への浸潤とそ
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の臨床病理学的意義の検討 

膵がん以外の複数のがん種において EBI3 分

子発現細胞浸潤の多い症例はそうでない症

例に比して予後良好であることが示された。

全てのがん種ではないが、多くのがん種にお

いてにヒトがん間質で EBI3 分子が抗腫瘍性

に働くことが示唆された。 

 

以上から、EBI3 ががん間質の抗腫瘍性免疫微

小環境の指標になるのみならず、EBI3 自身が

その形成に寄与していることが強く示唆さ

れ、またこの現象は膵がんのみならず多くの

がん種で認められる現象であることが示唆

された。 
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