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研究成果の概要： 
メラノーマの原発巣、転移巣ともに、制御性 T細胞が認められ、なかでも微小転移巣に比べて、
肉眼的転移巣においては、foxP3のmRNAレベルが高かったことから、腫瘍量の増大に相関して、
制御性 T細胞が誘導されていることが示唆された。また、腫瘍細胞が CCL22 を産生しているこ
とから、CCL22 と制御性 T細胞の CCR4 発現の interaction が、腫瘍局所における Treg 誘導の
メカニズムと考えられた。いっぽう、in vitro 抗原ペプチド刺激により、TGFβの産生が認め
られた。未熟 DCで刺激した場合に増強した。これらの反応は、患者に比べて、健常人では TGF
βの産生はほとんど認められなかったことから、メラノーマ患者では、免疫抑制的サイトカイ
ンの産生が起こりやすい病態が示唆された。以上の結果から、抗原特異的免疫療法においては、
刺激にもちいる樹状細胞の成熟度やペプチドの選択を慎重に行うことの重要性が明らかとなっ
た。 
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１．研究開始当初の背景 
癌患者における免疫抑制状態については，

様々な検討がなされているが，近年注目され

ているのが制御性 T 細胞である。Sakaguchi

らが報告した CD4+CD25+制御性 T 細胞はマウ

スにおいて見出され，末梢免疫寛容において

自己反応性リンパ球の除去を行う中心的な

役割を果たし，その機能異常やイニシエータ

ー遺伝子欠損により自己免疫性疾患を発症

することが知られている。（１）癌における

制御性 T細胞：癌との関わりにおいては，腫

瘍拒絶モデルにおいてanti-CD25抗体を用い

て制御性 T細胞を除去することによって，抗

腫瘍効果が増強するという現象が報告され
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た。これまでに，制御性リンパ球が抗原提示

細胞によるサイトカインの産生分泌を抑制

したり，共刺激分子の発現をダウンレギュレ

ートすることや，エフェクターT 細胞の増殖

抑制，サイトカイン産生分泌の抑制などを通

して，腫瘍に対する免疫応答を妨げることが

分かっている。ヒトにおいても，メラノーマ，

卵巣癌，肺癌，など固形腫瘍や血液系腫瘍に，

CD4+CD25+ T 細胞が高頻度に検出されたと報

告されている。また，研究代表者である木庭

らは，メラノーマ患者から樹立した自己腫瘍

認識 T細胞の中に，CD4+CD25+ 制御性 T細胞

が存在し，エフェクター細胞の抗腫瘍効果を

妨げることを見出した(Immunity, 2004)。当

然ながら，この現象から懸念されることは，

抗原特異的な免疫療法において，エフェクタ

ー細胞のみならず制御性 T 細胞が誘導され，

その結果，十分な治療効果が得られないとい

うことである。（２）抗原刺激によって誘導

される制御性 T細胞：研究代表者である木庭

らは，新規の癌精巣抗原である LAGE-1 を認

識する T細胞が，制御性リンパ球優位である

ことを見出した。いっぽう，LAGE-1 との相同

性を有する癌精巣抗原である NY-ESO-1 を認

識するT細胞はエフェクター細胞優位であっ

た(Immunity, 2004)。この現象から，抗原に

よって誘導されるT細胞のサブセットが異な

る可能性が考えられるが，どの腫瘍抗原が制

御性リンパ球を誘導しやすいか，網羅的に調

べた研究はこれまでに報告されていない。

（３）制御性 T細胞が腫瘍局所にリクルート

されるメカニズム：Curiel やは，卵巣がんの

癌性腹水中の MDC/CCL22 が高レベルであり，

腹水中の制御性 T 細胞が CCR4 陽性であるこ

とを報告した(Nat.Med, 2004)。MDC/CCL22 は

CCR4 のリガンドであり，腫瘍細胞や腫瘍浸潤

マクロファージ，樹状細胞が産生する

MDC/CCL22 と制御性 T 細胞の表面に発現する

CCR4 のインタラクションによって，制御性 T

細胞が腫瘍局所に遊走し，局所にとどまると

いう可能性が示唆されている。このほか，リ

ンパ腫の腫瘍細胞中にCCR4+ 制御性T細胞が

存 在 す るこ と や， また 肺 癌に お ける

MDC/CCL22 のレベルが高いことが報告されて

いるが，メラノーマに存在する制御性リンパ

球の CCR4 の発現やメラノーマ組織における

MDC/CCL22 のレベルを調べた報告は未だない。  

以上の学術的背景をふまえ，がん患者におけ

る制御性 T細胞の頻度や，そのリクルートメ

ントに関わる分子を調べることによって，制

御性T細胞をコントロールすることが可能に

なれば，今後の免疫療法の開発／改良にとっ

て大変意義深く，また，制御性 T細胞が誘導

されやすい腫瘍抗原を網羅的に調べること

は，抗原特異的な免疫療法に直接役立つ重要

な情報となりえると考え，本研究の着想に至

った。 
 
２．研究の目的 
（１）腫瘍浸潤リンパ球の中に含まれる腫瘍

抗原特異的リンパ球の存在と，制御性 T細胞

の存在と機能。腫瘍抗原特異的リンパ球の抗

腫瘍能を抑制すること。 

（２）同一患者においては，原発病巣，転移

リンパ節，転移なし所属リンパ節における，

制御性 T細胞の存在と頻度。 

（３）これまでに同定されている腫瘍抗原で

末梢血リンパ球を刺激し，誘導されるリンパ

球のサブセット。 

（４）制御性 T 細胞が CCR4 と CCL22 の相関

によって，腫瘍局所にリクルートされること。 
 
３．研究の方法 
（１）メラノーマ組織に浸潤する制御性 T細

胞を調べるために、以下の３つの実験を行っ

た。 

①メラノーマ組織をもちいて免疫組織化学

的に foxp3 陽性細胞を検討した。 

②メラノーマ組織から RNA を抽出して foxp3

の mRNA 発現を調べた。 

③メラノーマ患者組織から採取した腫瘍浸

潤リンパ球に含まれる制御性T細胞をフロー

サイトメトリーで解析した。 

（２）メラノーマから同定された複数の腫瘍

抗原ペプチドでリンパ球を in vitro で刺激

することにより、どのような免疫学的な変化

が現れるかについて、以下のことを調べた。 

①抗原特異的T細胞の誘導について、ELISPOT

法で調べた。 

②刺激後のリンパ球に含まれる制御性T細胞

をフローサイトメトリーで解析した。 

③刺激後のリンパ球によるサイトカインの

産生を ELISA 法で調べた。 

メラノーマから単離された MHC クラス 1拘束

性の抗原ペプチドのから、MAGE1 A2, MART1 A2, 

gp100 A2, tyrosinase A2, MAGE1 A24, gp100 

A24, tyrosinase A24, MAGE3 A24 の合計８つ

を選び、メラノーマ患者および健常人のリン

パ球刺激に用いた。刺激に際して、抗原提示

細胞として末梢血単球由来樹状細胞を用い

た。 

（３）制御性 T細胞のリクルートとして、腫

瘍由来の CCL22 と CCR4 の関連を調べるため

に、腫瘍細胞から産生される CCL22 を ELISA

法で調べた。 
 



 

 

４．研究成果 
（１）メラノーマにおける制御性 T細胞の頻

度：foxP3 の免疫組織化学な解析の結果、メ

ラノーマの原発巣１２例と母斑５例では、原

発巣では低発現が５例、中等度発現５例、高

発現２例であったのに対して、母斑組織では

５例全例が低発現であった。リンパ節転移に

ついても検討したところ、転移のあるリンパ

節においては、１７例中３例が低発現、４例

が中等度発現、１０例が高発現であったのに

対し、転移のないリンパ節においては、１６

例中７例が低発現、７例が中等度発現、２例

が高発現を示した。このうち高発現の２例は

いずれも腫大したリンパ節に認められた。以

上の結果から、メラノーマの組織には制御性

T細胞が高率に存在することが示された。 

 
いっぽう、foxP3のmRNA発現をreal-time PCR
によって解析したところ、リンパ節転移にお
ける foxP3 発現は、肉眼的転移において、よ
り発現が高かったことから、腫瘍細胞の量に
依存して制御性T細胞の頻度が高いことが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、腫瘍浸潤リンパ球に含まれる CD25 高

発現 foxP3 陽性細胞の頻度は 0.7%から 2.4%

であり、患者ごとにばらつきが見られた。 
 
２）抗原刺激によるリンパ球のフェノタイプ

と機能の変化 

メラノーマから単離された MHC クラス 1拘束

性の抗原ペプチドのから、MAGE1 A2, MART1 A2, 

gp100 A2, tyrosinase A2, MAGE1 A24, gp100 

A24, tyrosinase A24, MAGE3 A24 の合計８つ

を選び、メラノーマ患者および健常人のリン

パ球刺激に用いた。刺激に際して、抗原提示

細胞として末梢血単球由来樹状細胞を用い

た。 

①ELISPOT解析の結果、ペプチド特異的なIFN

γの産生細胞が検出された。 

②刺激後のフローサイトメトリー解析をお

こなったところ、CD25 高発現 foxP3 陽性細胞

の頻度に、ペプチド間での有意差は認められ

なかった。 

③刺激後のリンパ球を OKT3 で刺激し、培養

上清中に産生されたサイトカインをELISA法

で調べたところ、いくつかのペプチドによっ

て TGFβの産生が認められた（図）。いっぽう、

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 などの産生は認め

られなかった。 

 
 

（３）腫瘍細胞から産生される CCL22 を調べ

るために、腫瘍から腫瘍細胞とリンパ球を採

取し、それぞれを培養して産生される CCL22

を ELISA 法でしらべたところ、腫瘍細胞由来

の CCL22 が有意に高値であった。（図） 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

まとめ： 
•メラノーマの原発巣、転移巣ともに、制御
性 T細胞が認められ、なかでも微小転移巣に
比べて、肉眼的転移巣においては、foxP3 の
mRNA レベルが高かったことから、腫瘍量の増
大に相関して、制御性 T細胞が誘導されてい
ることが示唆された。 
•腫瘍細胞がCCL22を産生していることから、
CCL22 と制御性 T細胞の CCR4 発現の
interaction が、腫瘍局所における Treg 誘導
のメカニズムと考えられた。 
•in vitro 抗原ペプチド刺激により、TGFβの
産生が認められた。未熟 DCで刺激した場合
に増強した。 
•患者に比べて、健常人では TGFβの産生はほ
とんど認められなかった。 
•メラノーマ患者では、免疫抑制的サイトカ
インの産生が起こりやすい病態が示唆され
た。 
 
結語として、メラノーマの微小環境において
は、メラノーマ細胞そのものが制御性 T細胞
の誘導に深く関わっていることが明らかと
なった。また、抗原特異的免疫療法において
は、刺激にもちいる樹状細胞の成熟度やペプ
チドの選択を慎重に行うことの重要性が明
らかとなった。 
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