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研究成果の概要（和文）：本研究において癌微小環境における腫瘍形成の促進に寄与する

protumor 免疫制御機構の解明を遂行した。その結果、腫瘍内環境による IL-17 産生T 細胞の

分化、活性化機構を見いだすとともに、IL-17 が血管新生を介して腫瘍増殖を促進することを

明らかにした。また CD133 陽性癌幹細胞は TGF-の産生を介して Treg を誘導し、抗腫瘍 CTL

による免疫監視機構を抑制することで高い造腫瘍能を示すことを明らかとした。今後、癌幹細

胞を介した免疫抑制機構の排除により、protumor 免疫環境を打破することで、Th1 免疫導入に

よる antitumor 免疫応答を促し、より効果的な癌治療法、再発予防の確立が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：In the present research, we investigated the mechanisms of protumor immune 

regulation in tumor microenvironment. As a result, we found that  T cells were predominant 

IL-17-producing cells in tumor-bearing host, which promoted tumorigenesis through the angiogenesis. 
In addition, we demonstrated that the tumor-initiating capacity of CD133

+
 cells was blocked by 

depleting Treg, which were induced in TGF--dependent manner, suggesting that CD133
+ 

cancer 

initiating cells suppress CTL-mediated immunosurveillance. In the near future, overcoming the 

protumor immunity caused by cancer stem cells, which induces effective tumor-antigen specific Th1 

cells, would be a promising strategy for cancer immunotherapy and prevention of recurrence. 
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１．研究開始当初の背景 

 癌細胞には宿主免疫監視機構によって認

識される癌抗原が存在し、癌特異的 CTL によ

って拒絶されることが 1990 年代に Boon 博士

らによって証明された。我々もこれまで癌特

異的な Th1免疫の活性化によって癌特異的な

抗腫瘍免疫が誘導され、癌を拒絶できること

をマウス動物実験モデルで実証してきた。し

かし、発癌剤等によって誘発された癌幹細胞

は宿主に存在する antitumor 免疫応答を逃避

して増殖、腫瘤形成、転移をして宿主を死に

至らしめる。「なぜ宿主対癌幹細胞免疫が存
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在するにも関わらず癌幹細胞は増殖できる

のか？」この質問に対する科学的解答を出す

ことができなければ再発阻止をも可能にす

る癌免疫治療の開発は不可能である。そのた

めには、発癌微小環境に混在する宿主対癌幹

細胞 Protumor/Antitumor 免疫応答の制御機

構を明らかにしなければならない。これまで、

世界中で発癌過程における宿主 antitumor 免

疫応答については多くの研究がなされてき

ているが、発癌初期における宿主対癌幹細胞

protumor 免疫応答に関する研究は非常に少

ない。 

 これまでに癌幹細胞は抗癌剤、放射線に耐

性であることが証明されており、癌幹細胞を

標的とした癌免疫療法は非常に有効である

と考えられる。上述の癌幹細胞を取り巻く

protumor 免疫応答機序の同定結果をふまえ、

protumor 免疫応答制御、および申請者が提唱

する Th1 免疫主導癌細胞/ワクチン療法を融

合した次世代型癌免疫療法の開発が望まれ

ている。 
 

２．研究の目的 

 発癌微小環境では、癌の根幹を成す癌幹細

胞の増殖を促す protumor 免疫応答と、癌幹

細胞を拒絶する antitumor 免疫応答が同時に

存在する。この Protumor/Antitumor 免疫の

バランスによって癌が発生するか拒絶され

るかが決定されると考えられるが、その詳細

は未だ究明されていない。そこで本研究にお

いては、①宿主免疫応答が存在する生体内に

おける癌幹細胞の性状を明確にした上で、②

発癌過程において癌幹細胞の増殖を促進す

る宿主対癌幹細胞 protumor 免疫制御機構の

解明、③癌幹細胞が転移能を有した非癌幹細

胞に分化する機構の解明に関する研究を行

う。また、④放射線療法や化学療法に耐性な

癌幹細胞を標的とした新規免疫療法を確立

するために、癌幹細胞に発現する癌抗原機能

分子の同定や抗体の作製を行う。本研究によ

って、宿主対癌幹細胞 protumor/antitumor

免疫制御機構が明らかにし、癌の再発をも阻

止できる画期的癌免疫治療の開発を目指す。 
 

３．研究の方法 

 発癌微小環境における宿主 protumor 免疫

制御機構とそれに伴う癌幹細胞の維持、増殖、

分化制御機構に至る生理的環境下における

一連の発癌現象を解明するため、マウス生体

内評価を主軸とした研究を展開する。申請者

が確立した発癌マウスモデルを用い、宿主免

疫応答を反映した癌幹細胞動態を解明する。

また、治療標的となる癌幹細胞分化を制御す

る機能性分子の同定、機能性抗体の作出、あ

るいは癌幹細胞特異的癌抗原分子の同定を

行う。上記、癌幹細胞の機能性/特異抗原、

protumor 免疫制御技術による治療効果を癌

治療モデルにて評価することによって、真に

効果的な革新的癌免疫療法を確立する。 

 そこで、まずはじめに免疫不全マウス、野

生型(WT)マウスに癌幹細胞、非癌幹細胞を皮

内接種した後の、腫瘍組織像、炎症細胞浸潤、

血管新生を組織学的に検討する。また、腫瘍

内環境におけるサイトカインプロファイル

を検出し、癌幹細胞による免疫微小環境形成

の制御について解明する。さらに、幹細胞と

しての特性を規定する機能的分子を指標に

癌細胞の幹細胞性を評価し、これらの分子の

発現を蛍光レポーター遺伝子導入、フローサ

イトメトリー等を用いて検出することで生

理的環境下における癌幹細胞の維持、増殖、

分化を明確にする。 

 引き続き、発癌初期の慢性炎症局所、なら

びに腫瘍組織内における IL-17 産生T 細胞

の腫瘍増殖促進機構の解明を行う。担癌モデ

ルマウスへの IL-17 産生誘導因子に対する阻

害抗体の投与実験、ならびに組換えサイトカ

インを用いた試験管内培養系によって腫瘍

内微小環境下における液性因子の関与を解

析する。また、TCR や副刺激分子の阻害試

験によって細胞間相互作用についても解析

を加え、分子レベル、細胞レベルの多面的な

解析を行う。次いで、IL-17 産生T 細胞によ

る protumor 機構について、野生型マウス、

IL-17KO マウスを用いて担癌マウスを作製し、

抗腫瘍免疫の活性化を指標とした免疫学的

解析に加えて、組織学的解析や分子生物学的

解析を行う。さらに、腫瘍組織内からT 細

胞を単離し、免疫抑制能、細胞傷害活性を評

価し、担癌マウスモデルへの移入実験によっ

て生体内における腫瘍形成への関与につい

ても明らかにする。IL-17KO マウス、あるい

は抗TCR 抗体を用いた発癌モデルマウスに

おいて、発癌率を指標に IL-17 産生T 細胞

の発癌への関与を証明する。また、WT、

IL-17KO マウスにおける慢性炎症部位の上皮

組織の肥厚、炎症性細胞の浸潤、血管新生等

の組織学検討、炎症関連遺伝子の発現差異の

網羅的解析を通し、IL-17 による protumor 免

疫制御機構を詳細に明らかにする。IL-17 の

標的となる炎症関連遺伝子の同定ができた

場合、過剰発現、ノックダウン実験によって

腫瘍形成機能の証明を行う。  

 次に、癌幹細胞が担癌生体の Treg を中心

とした強固な免疫抑制機構 (protumor 免疫

応答)に寄与している可能性を実証する。癌



幹細胞、および非癌幹細胞の皮内接種によっ

て各種担癌マウスを作製し、腫瘍組織内、癌

所属リンパ節における Treg の出現率につい

て Foxp3を指標にフローサイトメトリーにて

検討する。また、癌幹細胞における TGF-活

性化能の影響について、抗 TGF-抗体、TGF-

シグナル阻害剤によって解析を行う。次いで、

活性型 TGF-への変換に関与する分子の発現

を網羅的に解析し、癌幹細胞における TGF-

活性化能を規定する分子の同定を行う。同定

した分子について、過剰発現、ノックダウン

実験系によって生体内での機構を解明し、癌

幹細胞による protumor 免疫抑制の分子メカ

ニズムを明らかにする。 

 また、「癌幹細胞は自ら産生する TGF−によ

って分化し、癌細胞の浸潤、転移に寄与する」

という作業仮説を実証する。具体的には、組

換え TGF-添加による癌幹細胞の分化促進、

および抗 TGF-抗体、阻害剤、shRNA などに

よる癌幹細胞の分化抑制を検討する。次いで、

分化した非癌幹細胞の細胞浸潤能、転移能に

ついて in vitro、in vivo 両方の実験系にて

検討する。免疫不全マウス、野生型マウスの

担癌マウスモデルや、抗 CD8 抗体、Treg 除去

抗体の投与による腫瘍形成率を検討し、非癌

幹細胞の免疫感受性の原因となる免疫担当

細胞を明らかにする。最終的に生理的な

protumor免疫環境におけるTGF-や同定した

新規分子による癌幹細胞分化制御機構を解

明する。 

 癌幹細胞を標的とするため、癌幹細胞に対

するモノクローナル抗体の作成、DNA アレイ

によって癌幹細胞特異的抗原の同定を行う。

治療効果の評価系として、Th1 細胞治療、

CpG-ODN によるワクチン治療モデルを用いて

抗腫瘍効果を検討する。また、放射線治療や

抗癌剤治療と、癌幹細胞標的治療の併用効果

を検討する。特に、抗癌剤、放射線治療治療

後に残存した癌細胞、あるいは再発腫瘍にお

ける癌幹細胞の存在率を検討し、癌幹細胞標

的治療の効果を明確にする。さらに、非癌幹

細胞の免疫感受性機構、癌幹細胞の分化制御

抗体を開発し、癌幹細胞の分化促進と免疫療

法による併用治療についても検討を加える。

上記の治療系において、より抗腫瘍効果の高

い免疫療法の確立を行い、癌幹細胞を標的と

した antitumor免疫応答の誘導機序を解明す

る。 

 

４．研究成果 

 

 本申請者らは、2010 年度、癌微小環境にお

いて腫瘍形成の促進に寄与する protumor 免

疫制御機構の解明に関する研究を遂行した。

IL-17 ノックアウトマウスを用い、IL-17 が

血管新生を介して腫瘍増殖を促進すること

を見いだした。腫瘍内浸潤リンパ球の詳細な

解析より、腫瘍組織内では、主にT 細胞に

よって IL-17 が産生されており、癌所属リン

パ節や脾臓では IL-17産生は変化しないこと

から腫瘍内環境による IL-17 産生T 細胞の

分化、活性化が示唆された。また、皮膚がん

の解析より、皮膚常在性T 細胞ではなく、

浸潤、集積するT 細胞が IL-17 を産生する

ことが確認された。腫瘍内微小環境において、

特に TGF-、IL-6、IL-23 が IL-17 産生T 細

胞の分化、活性化を担うこと、腫瘍内浸潤T

細胞はTCR による抗原認識、NKG2D を介した

副刺激によって IL-17を産生することを明ら

かとした。腫瘍内浸潤T 細胞は細胞傷害活

性を失っており、IL-17 産生を介して腫瘍増

殖を促進する protumor T 細胞として機能し

ていることを明らかとした。 

 癌の根源を成す癌幹細胞による腫瘍内微

小環境形成を検討するため、我々が樹立した

皮膚扁平上皮癌細胞株より癌幹細胞マーカ

ーとして知られる CD133陽性細胞と陰性細胞

を単離し、その性状解析を行った。CD133 陽

性、CD133 陰性癌細胞を野生型マウスに皮内

接種したところ、CD133 陽性癌細胞の方が、

腫瘍形成能が高く癌幹細胞を含む細胞群で

あることを確認した。さらに、Mv1lu 細胞を

用いた TGF-のバイオアッセイ法によって、

CD133 陽性癌細胞が高度に活性型 TGF-を産

生していることも見いだした。このような性

質は複数の扁平上皮癌細胞株で確認された

ことから、CD133 陽性癌細胞の TGF-産生能

を規定する分子、腫瘍形成能への関与とその

機構解明が必要と考えた。  

 2011 年度においては、発癌過程の炎症局所

におけるサイトカイン発現パターンを遺伝

子発現解析によって検討した。その結果、メ

チルコラントレン接種 30 日後においても、

IL-17 や IL-1β、IL-6、TNF-αなどの炎症サ

イトカインの発現が確認されたことから、慢

性的な炎症応答が発癌の引き金となってい

ることが示唆された。そこで、IL-17 の発癌

への関与を検討するため、野生型 (WT)マウ

スと IL-17KO マウスへメチルコラントレンを

接種し、発癌率を比較したところ、IL-17KO

マウスで WT マウスに比較し、癌の発生が有

意に遅延し、扁平上皮癌の発生率が低下する

ことが明らかとなった。したがって、γδT

細胞から産生される IL-17は発癌の促進に寄

与していることが示された。  

 また、我々が樹立したマウス皮膚扁平上皮



癌細胞株において、癌幹細胞の性質を精査す

るため、幹細胞としての特性を規定する機能

的分子 (ALDH、Oct4、Nanog)を指標に癌細胞

の幹細胞性を評価した。遺伝子発現解析の結

果、ヒト癌細胞において癌幹細胞マーカーと

して報告のある Oct4 遺伝子の発現が CD133+

細胞で高いことが確認されたことから、Oct4

を介して自己複製能などの幹細胞としての

性質を保持している可能性が示唆された。さ

らに、CD133 陽性癌幹細胞における高い TGF-

β産生能に着目し、癌幹細胞、および非癌幹

細胞の皮内接種によって各種担癌マウスを

作製し、腫瘍組織内、癌所属リンパ節におけ

る Treg の出現率について Foxp3 を指標にフ

ローサイトメトリーにて検討したところ、

CD133 陽性癌幹細胞を接種したマウスにおい

て、Treg が有意に増加していることを見いだ

した。 

 前述の通り、これまで我々が樹立した扁平

上皮癌細胞株において、CD133 陽性癌幹細胞

が TGF-を抗産生し、担癌生体内において

Treg を効果的に誘導することを明らかにし

てきた。そこで、2012 年度において、癌幹細

胞の免疫逃避機構に関する詳細な検討を担

癌マウスモデルを用いて実施した。まず、

CD133陽性癌幹細胞のTreg誘導機序を検討す

るため、CD133 陽性癌幹細胞の担癌マウスへ

抗 TGF-抗体を投与し、Foxp3 の発現を指標

に Treg の割合を評価した。CD133 陽性癌幹細

胞の担癌マウスでは、CD133-非癌幹細胞の担

癌マウスに比較し、より多くの Treg が誘導

されたが、この Treg の増加は抗 TGF-抗体に

よって著しく抑制された。また、抗 TGF-抗

体の投与によって造腫瘍能の低下も認めら

れた。そこで、CD133 陽性癌幹細胞が TGF-

を介した Treg の誘導によって抗腫瘍免疫か

ら逃避している可能性を検証するため、Treg

を特異的に除去する抗 FR4 抗体を CD133 陽性

癌幹細胞の担癌マウスへ投与した。その結果、

Tregの除去によってCD133陽性癌幹細胞の造

腫瘍能が低下し、この効果は抗 CD8 抗体によ

る CTL の除去によって阻害された。すなわち、

CD133 陽性癌幹細胞は TGF-の産生を介して

Treg を誘導し、抗腫瘍 CTL の誘導、機能を抑

制することで高い造腫瘍能を示すことを明

らかとした。 

 また、生体内における癌幹細胞の維持、増

殖に関わる炎症応答について、WT マウスと

IL-17KO マウスにおける炎症性サイトカイン

発現を比較した結果、WT マウスに比べて

IL-17KO マウスにおいて、IL-1や IL-6 など

の炎症性サイトカインの発現が有意に減少

することを明らかとした。 

 本研究成果により、今後、癌幹細胞特異癌

抗原ワクチンの構築を実施するとともに、癌

幹細胞の分化誘導機能の制御や癌幹細胞に

よる免疫抑制機構の排除、さらに EMT 阻害に

よ る 癌 転 移 の 抑 制 に よ り 癌 幹 細 胞 の

protumor 免疫環境を打破することで、Th1 免

疫導入による antitumor 免疫応答を促し、よ

り効果的な癌治療法、再発予防の確立が期待

される。 
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