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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、がん微小環境の人工的制御により腫瘍局所への免疫細胞浸潤、異所
性リンパ様組織形成を効率よく誘導する方法を開発することである。マウス移植腫瘍モデルを用いて、ケモカイ
ンCCL21・CXCL13による微小環境制御の腫瘍増殖、免疫細胞浸潤に対する影響を検討した。CCL21・CXCL13を強制
発現した細胞株をマウスに移植したところ、腫瘍の増殖速度低下、マウスの生存期間延長を認めた。また、
CXCL13・CCL21の強制発現は腫瘍局所へのＴ細胞・Ｂ細胞浸潤を誘導したが、異所性リンパ様組織は形成されな
かった。今後も、他のケモカイン・サイトカインに関して引き続き検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop the method to efficiently induce 
infiltration of immune cells and formation of ectopic lymphoid structures within tumor tissues 
through artificial modulation of tumor microenvironment. This study examined the effects of 
chemokines, CCL21 and CXCL13, on tumor growth and immune cell infiltration in murine tumor models. 
The murine tumor cell lines transfected with CCL21 or CXCL13 showed retardation of tumor growth when
 implanted into mice, resulting in prolongation of survival of tumor-bearing mice. In addition, they
 induced infiltration of T cells and B cells within tumor tissues, but did not develop ectopic 
lymphoid structures. We will further investigate the effects of other chemokines and cytokines on 
tumor growth and immune cell infiltration and identify the methods to artificially develop ectopic 
lymphoid structures within tumor tissues.

研究分野： 腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
以前より腫瘍局所へのＴ細胞浸潤の多寡

ががん患者の予後に相関すると報告されて
きたが、我々はＴ細胞のみならずＢ細胞、樹
状細胞、マクロファージ、など多彩な免疫細
胞から構成される異所性リンパ様組織
（tertiary lymphoid structure）の存在が
膵がん患者の予後改善と強く相関すること
を明らかとした。同様にがん組織に浸潤する
異所性リンパ様組織の臨床的重要性は、肺が
ん、悪性黒色腫、乳がん、大腸がん、など他
のがん種でも最近次々に報告されている。こ
うした腫瘍局所への免疫細胞の浸潤・集積は
がん免疫療法が臨床効果を発揮するための
必須要件の一つと考えられるが、元々腫瘍局
所へ免疫細胞の浸潤・集積を認める症例は限
られる。従って、がん微小環境を人工的に制
御することで、効率よく腫瘍局所へ免疫細胞
を浸潤・集積させ、異所性リンパ様組織を誘
導させうる免疫学的アプローチの開発を着
想した。 
異所性リンパ様組織は慢性感染症や自己

免疫疾患などの慢性炎症組織でしばしば観
察され、その成因として lymphotoxin などの
サイトカインやＴ細胞・Ｂ細胞遊走因子であ
る CCL21、CXCL13 などのケモカインが関与す
るとされている。一方、がん組織においても、
これら各種サイトカイン・ケモカインが免疫
細胞の腫瘍局所への浸潤・集積に関連すると
示唆する報告はあるが、異所性リンパ様組織
誘導の分子メカニズムは十分に解明されて
いるとは言えない。 
 
２．研究の目的 
ケモカイン CCL21、CXCL13 やサイトカイン

lymphotoxin- に注目し、がん微小環境の制
御により効率的に腫瘍局所へ免疫細胞を浸
潤・集積させ、異所性リンパ様組織を誘導さ
せうる方法をマウス腫瘍モデルを用いて開
発する。 
本研究は、“がん抗原特異的な免疫細胞を

いかに効率的に腫瘍局所へ浸潤・集積させる
か”という、これまでのがん免疫研究・臨床
試験で明らかとなった重要課題の解決を目
指すものである。本研究の成果は可及的早期
に臨床応用したいと考えており、がん免疫療
法発展のブレークスルーとなるものと期待
される。 
 

３．研究の方法 
マウスメラノーマ細胞株（B16-F10；

C57BL/6 マウス由来）に CCL21、CXCL13 の各
遺伝子を導入した強制発現株およびコント
ロール株（空ベクターを遺伝子導入した細胞
株）を樹立した。コントロール株および各遺
伝子の強制発現株（単独あるいは複数を混合
して）をマウスに移植し、腫瘍増殖速度およ
びがん微小環境の特性を比較・検討した。が
ん微小環境の評価として、摘出腫瘍組織にお
ける免疫細胞浸潤を免疫組織染色法により

解析した。特に、腫瘍局所に異所性リンパ様
組織を誘導するかどうかに注目した。 
なお、使用するマウス、腫瘍細胞株の種類

により解析結果が異なる可能性があるため、
他の乳腺腫瘍細胞株（4T1；BALB/c マウス由
来）を用いて同様の解析を実施した。 
 

４．研究成果 
(1) マウス腫瘍細胞株（B16-F10 あるいは
4T1）に CXCL13 あるいは CCL21 を遺伝子導入
した強制発現株（CXCL13 発現株、CCL21 発現
株）およびコントロール株を樹立した。
CXCL13・CCL21 強制発現の腫瘍増殖、腫瘍局
所での免疫細胞浸潤に対する影響を調べた。 
(2) コントロール株、CXCL13 発現株、CCL21
発現株、両者の混合（CXCL13 発現株＋CCL21
発現株）をマウス皮下に移植し、腫瘍増殖速
度を測定したところ、CXCL13 発現株、CCL21
発現株ではコントロール株と比較して、腫瘍
増殖速度が有意に低下した。また、CXCL13 発
現株と CCL21 発現株との混合（CXCL13＋
CCL21）では、CXCL13 発現株あるいは CCL21
発現株単独と比較して腫瘍増殖速度に差を
認めなかった。4T1 細胞株での結果を図１に
示すが、B16-F10 細胞株においても同様な結
果が得られた（なお、両細胞株ともに各群で
の個体差が大きかったために、同じ移植実験
を３回ずつ繰り返すことにより、再現性を確
認した）。 

 
なお、CXCL13 発現株、CCL21 発現株を移植

したマウスにおいては、肝臓および脾臓の腫
大を認めた。摘出した肝臓・脾臓組織を HE
染色および免疫組織染色で調べたところ、転
移腫瘍は認めず顆粒球の浸潤によることが
判明した。現在、そのメカニズムを探索中で
ある。 
 
(3) CCL21 発現株、CXCL13 発現株ではコント
ロール株と比較して、生存期間が有意に延長
した。B16-F10 細胞株での結果を図 2 に示す
が、4T1 細胞株においても同様な結果が得ら
れた。なお、CCL21 発現株と CXCL13 発現株と
の混合（CCL21 発現株+CXCL13 発現株）では、
CCL21発現株単独あるいはCXCL13発現株単独
と比較して生存期間に差を認めなかった（デ



ータ示さず）。 

 
(4) 摘出した腫瘍組織をホルマリン固定し
たのち、免疫組織染色（抗 CD3 抗体、抗 CD45R
抗体、抗 FoxP3 抗体）により腫瘍局所へ浸潤
するＴ細胞、Ｂ細胞、制御性Ｔ細胞を同定し
た。図３に B16-F10 細胞株(コントロール株
および CCL21 発現株)での抗 CD3 抗体を用い
た免疫染色の結果（CD3 陽性細胞は赤く染色）
を例示する。 

 
同定したＴ細胞、Ｂ細胞、制御性Ｔ細胞の

腫瘍単位面積当たりの個数を計算した（4T1
細胞株での結果を図 4に示す）。CCL21 発現株
ではコントロール株と比較して有意にＴ細
胞、Ｂ細胞の浸潤が増加していた。CXCL13 発
現株においてもコントロール株と比較して
Ｔ細胞、Ｂ細胞浸潤が増加する傾向にあった
が、個体間のばらつきが大きく統計学的な有
意差を認めなかった。制御性Ｔ細胞数におい
ては各群間に統計学的な有意差を認めなか
った。なお、異所性リンパ様組織と思われる

リンパ球の集積は認められなかった。 
 

(5) 本研究の結果、CXCL13 あるいは CCL21
の強制発現は腫瘍局所へのＴ細胞・Ｂ細胞浸
潤を誘導し、腫瘍増殖を抑制することが示唆
されたが、当初目的とした異所性リンパ様組
織は誘導しなかった。現在、サイトカイン
lymphotoxin-を強制発現したマウス腫瘍細
胞株（B16-F10 あるいは 4T1）をマウス皮下
に移植し、腫瘍増殖、腫瘍局所での免疫細胞
浸潤に対する影響（異所性リンパ様組織の誘
導できるかどうか）を検討中である。 
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