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研究成果の概要（和文）：ヒト慢性骨髄性白血病細胞(K562)を放射線照射後、初回免疫するとK562 に対する免疫寛容
は成立するが、ヒト前立腺癌細胞(PC-3)に対する免疫寛容は成立せず、移植後拒絶される事を、定量的に明らかにした
。また成魚になると、初回移植のヒト悪性腫瘍に対して免疫寛容が成立することを明らかにした。次にこのヒト悪性腫
瘍免疫寛容の成立に必要なヒトがん細胞側遺伝子と悪性腫瘍免疫寛容ネットワークを形成する遺伝子クラスターを探索
する事により、ヒト悪性腫瘍免疫寛容機構の解明を試みた。宿主の免疫システムの分化過程と初回免疫時期の対応関係
を解析し、ヒト悪性腫瘍免疫寛容機構における候補遺伝子を検討した。

研究成果の概要（英文）：Immune suppression in host animals is an essential precondition for xenograft 
success because the host immune system has a tendency to reject implanted cancer cells. We developed a 
novel zebrafish model based on two-round cancer cell xenotransplantation that achieved cancer-specific 
immunological tolerance without immunosuppression. We irradiated human cancer cells to abolish their 
proliferative abilities and implanted them into young zebrafish. These cells lasted for 2 weeks. Three 
months after the first xenotransplantation, the same zebrafish were implanted with nonirradiated cell 
lines. These cancer cells proliferated and exhibited metastasis without immune suppression. We conducted 
dual RNA-seq of the tumour with its surrounding tissues and identified several regulatory genes in 
zebrafish that are involved in immunity were altered with immunotolerance. In conclusion, this xenograft 
method has potential as a platform for anti-cancer drug discovery.

研究分野： 薬理ゲノミクス
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍免疫とは癌細胞に対する免疫機構であ
り、宿主の免疫機構による認識を受け、排除
される。この原理を利用したがん免疫細胞療
法が、ようやく臨床的治療法として注目され
ているが、まだ数多くの課題を残しており、
充分な治療効果が達成されていないのが現
状である。 
 
２．研究の目的 
我々は、全く新しい腫瘍免疫寛容モデルを創
出（特願 2012-234617）し、このモデルの制
御機構を解明する事により、独自の腫瘍免疫
寛容モデルによるケミカルスクリーニング
システムを構築し、低分子化合物による腫瘍
免疫療法の基盤を確立する。具体的には、１）
悪性腫瘍免疫寛容の成立に必要な抗原分子
と悪性腫瘍免疫寛容ネットワークを形成す
る遺伝子クラスターの探索、２）独自に創成
した悪性腫瘍免疫寛容モデルによる免疫抑
制が不要なヒト癌移植ケミカルスクリーニ
ングによる悪性腫瘍免疫治療機構の解明を
試みる。 
 
３．研究の方法 
独自に創成しているヒト悪性腫瘍免疫寛容
モデルを活用し、ヒト悪性腫瘍免疫機構の全
容解明とヒト悪性腫瘍免疫制御薬の探索研
究を計画する。具合的には、平成２５年度、
この免疫寛容が成立するヒトがん細胞側と
宿主側の条件を明らかにする。すなわち、ヒ
トがん細胞側の細胞画分や遺伝子操作によ
る免疫寛容成立の分子機構を解析する。さら
に、ヒトがん細胞種による交差反応や遺伝子
発現解析から責任遺伝子を抽出する。一方、
宿主側の因子解析として、初回免疫条件や免
疫寛容成立因子等を、トランスクリプトーム
解析および遺伝子介入実験から検討する。平
成２６年度は、このモデルを活用したケミカ
ルスクリーニングにより、新規ヒト悪性腫瘍
免疫制御薬を探索し、得られたヒット化合物
の作用機構とヒト悪性腫瘍免疫機構の関係
を解明する。 
(1)ヒト悪性腫瘍免疫寛容機構におけるヒト
悪性腫瘍側の因子解析 
①ヒトがん細胞の種類に対する選択的免疫
寛容成立機構解析 
現時点では、ヒト慢性骨髄性白血病細胞
（K562）を放射線照射後、初回免疫すると
K562 に対する免疫寛容は成立するが、ヒト前
立腺癌細胞(PC-3)に対する免疫寛容は成立
せず、移植後拒絶される事が明らかになって
いる。さらにヒト肝がん細胞を放射線照射後
に初回移植免疫後、免疫寛容を確認できてい
る。そこで、ヒト慢性骨髄性白血病幹細胞や
他の白血病細胞での、初回免疫細胞と免疫寛
容細胞の選択性がどこまでの範囲で成立し
ているのかを解析し、各細胞株におけるトラ
ンスクリプトーム解析とsiRNAノックダウン

により、免疫寛容関連遺伝子を解明する。 
②ヒトがん細胞、ヒト正常細胞およびマウス、
ゼブラフィッシュ細胞に対する免疫寛容機
構 
我々が見出した異種細胞免疫寛容機構が、ど
の範囲までの異種を認識するか、あるいは同
種移植免疫寛容は成立するかを検討し、それ
ぞれの免疫寛容機構関連遺伝子を探索する。
具体的には、免疫寛容が明確に成立する異種
と、不明確な場合あるいは同種移植に対応す
るトランスクリプトーム解析とsiRNAノック
ダウンにより、免疫寛容関連遺伝子を解析す
る。 
③初期免疫抗現量（移植細胞数）、細胞画分、
組み替え抗原分子のヒト悪性腫瘍免疫寛容
における役割を解析する。 
ヒト悪性腫瘍免疫寛容遺伝子として、従来か
ら知られている腫瘍特異抗原(TSA)、腫瘍関
連抗原(TAA), TGF-β,IL-10 等の抑制性サイ
トカインなどに加え、本研究のトランスクリ
プトーム解析より候補遺伝子を抽出する。 
(2)ヒト悪性腫瘍免疫寛容機構における宿主
側の因子解析 
①ヒト悪性腫瘍免疫寛容機構と宿主発生プ
ロセスとの関係解析 
宿主（ゼブラフィッシュ）の免疫システムの
分化過程と初回免疫時期の対応関係を解析
し、最も効率の良いヒト悪性腫瘍免疫寛容成
立を、明らかにする。さらに、ヒト悪性腫瘍
免疫寛容が成立しない発生時期や初回免疫
による持続期間を解明する。一方、初回免疫
の抗原量、回数、間隔、期間等の至適化を試
みる。 
(3)独自に創成したヒト悪性腫瘍免疫寛容モ
デルを活用し、既存のケミカルライブラリー
による悪性腫瘍免疫寛容活性スクリーニン
グを実施し、免疫寛容促進薬や免疫寛容抑制
薬を探索する。このスクリーニングは、独自
に開発したトランスジェニック透明ゼブラ
フィッシュ（特願 2012-235286）を使用して、
９６穴マイクロプレートによりハイスルー
プットに実施する事が可能となっている。 
①放射線照射し増殖能が抑制されたヒト慢
性骨髄性白血病細胞(K562)を約 200 個、受精
後４８時間齢のゼブラフィッシュに移植す
ると、７日後にはK562細胞は縮小していく。
さらに３ヶ月齢まで飼育し、２回目の移植を
Kusabira-Orange 蛍光タンパク質を強制発現
した K562 細胞を約 5000 個腹腔内へ移植する。
この２回目移植後２１日目に、K562 細胞増殖、
腫瘍血管新生、遠隔転移を９６穴マイクロプ
レートでの全自動ライブ in vivo イメージン
グにより、定量解析する。この事が可能にな
るのは、独自に開発したトランスジェニック
透明ゼブラフィッシュ（特願 2012-235286）
によるものである。 



②ケミカルライブラリーとしては、既存の医
薬品ライブラリーに加え、免疫抑制薬および
免疫刺激薬等を中心に、広範に実施する。 
(4)本研究によるケミカルスクリーニングに
よりヒットしたヒト悪性腫瘍免疫寛容阻害
薬や促進薬の作用機序を解析し、平成２５年
度に明らかになったヒト悪性腫瘍免疫寛容
関連遺伝子クラスターとの関係を明らかに
する。 
①本研究のヒト悪性腫瘍免疫寛容モデルに
おいて２回目に移植されたがん細胞増殖を
抑制する化合物を、ヒト悪性腫瘍免疫寛容阻
害薬として選択する。 
②本研究のヒト悪性腫瘍免疫寛容モデルに
おいて２回目に移植されたがん細胞増殖を
促進する化合物を、ヒト悪性腫瘍免疫寛容促
進薬として選択する。 
③本研究によるケミカルスクリーニングに
よりヒットしたヒト悪性腫瘍免疫寛容阻害
薬や促進薬の作用機序を解析するため、高速
DNA シークエンサーにより２回目の移植部位
における遺伝子発現プロファイルを明らか
にする。哺乳類モデルの場合高速 DNA シーク
エンサーによる短いシークエンスでは種差
判別が困難な時があるが、ゼブラフィッシュ
の場合は、塩基配列の相同性が約７割しか無
いため、ヒト悪性腫瘍細胞由来遺伝子発現か
宿主ゼブラフィッシュ由来遺伝子発現かが
同一の検体から明確に判別でき、ヒトがん細
胞—宿主相互作用の同時解析が実現する事も、
本研究の大きな特徴である。 
④ヒト悪性腫瘍免疫寛容阻害薬投与時の遺
伝子発現からヒト悪性腫瘍免疫寛容促進薬
投与時遺伝発現を差引き抽出して、ヒト悪性
腫瘍免疫寛容遺伝子として、その役割を解明
する。 
 
４．研究成果 
悪性腫瘍免疫寛容の成立に必要な抗原分子
と悪性腫瘍免疫寛容ネットワークを形成す
る遺伝子クラスターの探索、独自に創成し
た悪性腫瘍免疫寛容モデルによる悪 性 腫 瘍
免疫治療機構の解明を試みた。すなわちヒト
慢性骨髄性白血病細胞(K562)を放射線照射
後、初回免疫すると K562 に対する免疫寛容
は成立するが、ヒト前立腺癌細胞(PC-3)に対
する免疫寛容は成立せず、移植後拒絶される
事を、定量的に明らかにした。そこで、まず
ヒト慢性骨髄性白血病細胞(K562)を放射線
照射後、初回免疫すると K562 に対して成立
す る免疫寛容におけるトランスクリプトー
ム解析により、免疫寛容関連遺伝子を探索し、
いくつかの候補遺伝子を見出した。独自に創
成した悪性腫瘍免疫寛容モデルは、まず放射
線照射により増殖能を低下させた種々のヒ
ト悪性腫瘍細胞を、発生初期の免疫システム
が未分化状態にあるゼブラフィシュ稚魚に

移植すると、ほとんど消失するが、次に成魚
になると、初回移植のヒト悪性腫瘍に対して
免疫寛容が成立することを明らかにした。本
研究では、このヒト悪性腫瘍免疫寛容の成立
に必要なヒトがん細胞側遺伝子と悪性腫瘍
免疫寛容ネットワークを形成する遺伝子ク
ラスターを探索する事により、ヒト悪性腫瘍
免疫寛容機構の解明を、試みた。宿主の免疫
システムの分化過程と初回免疫時期の対応
関係を解析し、ヒト悪性腫瘍免疫寛容機構に
おける候補遺伝子を検討した。 
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黒柳淳哉、張貝貝、宮部雅幸、田中利男 
第 24 回日本循環薬理学会（2014.12.5）山形
テルサ 
⑥ゼブラフィッシュによる新しい網膜保護
機構解析 
西村有平、梅本紀子、田中利男 
第 34 回日本眼薬理学会（2014.9.13-14）長
良川国際会議場 
⑦遺伝子ノックアウトゼブラフィッシュを
用いたニコチンの発達神経毒性評価 
西村有平、村上宗一郎、 芦川芳史、 笹川翔
太、 川端美湖、 梅本紀子、 有吉美稚子、 張 
貝貝、 島田康人、 田中利男 
第 41 回日本毒性学会（2014.7.2-4）神戸コ
ンベンションセンター 
⑧医薬品の生殖発生毒性評価のためのパラ
ダイムシフト 
田中利男 
第 41 回日本毒性学会（2014.07.03）神戸コ
ンベンションセンター 
⑨ゼブラフィッシュを用いたBBB機能イメー
ジング 
西村有平、梅本紀子、田中利男 
第 9回トランスポーター研究会年会シンポジ
ウム II（2014.6.14-15）名古屋市立大学大学
院薬学研究科 
⑩HSP90 阻害薬の網膜毒性に関するシステム
ズ薬理学 
西村有平、笹川翔太、村上宗一郎、川端美湖、
張貝貝、梅本紀子、島田康人、山田裕一郎、
金丸千沙子、木村和哉、井上智彰、千葉修一、
田中利男 
第 9 回日本ケミカルバイオロジー学会
（2014.6.11-13）大阪大学 豊中キャンパス 
⑪ゼブラフィッシュを用いた医薬品の発達
神経毒性のシステムズ薬理学 
西村有平、村上宗一郎、芦川芳史、笹川翔太、
梅本紀子、川端美湖、張貝貝、島田康人、田
中利男 
第 87 回日本薬理学会年会(2014.3.19-21)東
北大学萩ホール・仙台国際センター 
⑫食餌性ゼブラフィッシュとヒト臨床肥満
の統合トランスクリプトーム解析による新
規内蔵脂肪制御遺伝子 MXD3 の発見 
島田康人、黒柳淳哉、張貝貝、有吉美稚子、
梅本紀子、西村有平、田中利男  
第 87 回日本薬理学会年会(2014.3.19-21)東
北大学萩ホール・仙台国際センター 
⑬ゼブラフィッシュを用いた医薬品の安全
性評価 
田中利男 
第 117 回基礎研究部総会(2014.2.20)京都リ
サーチパーク 
⑭新規腫瘍血管新生制御遺伝子 ZMYND8 の発
見と臨床応用 

島田康人、黒柳淳哉、梅本紀子、張貝貝、西
村有平、田中利男 
第 43 回 日 本 心 脈 管 作 動 物 質 学 会
(2014.2.15-16)神戸国際会議場 
⑮中枢神経系のゼブラフィッシュ安全性シ
ステムズ薬理学 
田中利男 
第 5 回日本安全性薬理研究会学術年会
(2014.2.14-15) 東京大学弥生講堂  
⑯ゼブラフィッシュを用いた網膜毒性評価 
西村有平 
第 28 回 比 較 眼 科 学 会 基 礎 部 研 究 会
(2013.12.7)大日本住友製薬㈱大阪研究所 
⑰僧帽弁閉鎖不全症モデルゼブラフィッシ
ュを用いた新規心不全治療標的遺伝子 ECI2
の発見 
島田康人、臧黎清、有吉美稚子、梅本紀子、 
西村有平、田中利男 
第 23回日本循環薬理学会(2013.12.5-6)福岡
大学メディカルホール 
⑱Arp1 遺伝子のノックダウンによる視細胞
形成障害は、繊毛症による視細胞変性と類似
する 
西村有平、今鉄男、笹川翔太、中村祐基、梅
本紀子、黒柳淳哉、島田康人、田中利男 
第 36回日本分子生物学会年会(2013.12.4-6) 
神戸ポートアイランド 
⑲ゼブラフィッシュによる定量的システム
ズ薬理学 
田中利男 
第 46回筑波実験動物研究会(2013.11.8)文科
省研究交流センター 
⑳新しい網膜変性疾患モデルの創成と機能
解析 
西村有平、今鉄男、笹川翔太、中村祐基、村
上宗一郎、川端美湖、梅本紀子、張貝貝、黒
柳淳哉、島田康人、田中利男 
第 124 回日本薬理学会近畿部会(2013.11.1) 
京都ガーデンパレス 
㉑ターゲットバリテーションとシステムズ
薬理学 
田中利男 
Shikoku Synphony 研究会(2013.7.27)ホテル
クレメント徳島 
㉒希少疾患と創薬 
田中利男 
ゲノム創薬フォーラム第 33 回談話会
(2013.7.25)東大医科研講堂 
㉓ゼブラフィッシュを用いた新しい発達神
経毒性評価システム 
西村有平、島田康人、田中利男 
第 53 回 日 本 先 天 異 常 学 会 学 術 集 会
(2013.7.21-23)千里ライフサイエンスセン
ター 
㉔新しい定量的遺伝子ノックダウン法を用
いたシステムズ薬理学 
梅本紀子、西村有平、島田康人、山中裕貴子、
岸誠也、 伊藤早紀、岡森加奈、中村祐基、
黒柳淳哉、張孜、 田中利男 
第 123 回日本薬理学会近畿部会(2013.7.12) 



ウインクあいち 
㉕食餌性肥満ゼブラフィッシュを用いた脂
肪肝治療薬探索のシステムズ薬理学研究 
島田康人、平光正典、片桐孝夫、張貝貝、黒
柳淳哉、有吉美稚子、梅本紀子、西村有平、
田中利男 
第 123 回日本薬理学会近畿部会(2013.7.12) 
ウインクあいち 
㉖摂食制御遺伝子/化合物の in vivo ハイス
ループットスクリーニング 
島田康人、張貝貝、有吉美稚子、梅本紀子、
西村有平、田中利男 
第 8 回 日 本 ケ ミ カ ル バ イ オ ロ ジ ー
(2013.6.19-20)東京医科歯科大 
㉗ゼブラフィッシュを用いたHSP90阻害薬の
網膜毒性発現機構解析 
西村有平、梅本紀子、張孜、川端美湖、張貝
貝、黒柳淳哉、島田康人、山田裕一郎、金丸
千沙子、木村和哉、井上智彰、千葉修一、田
中利男 
第 40 回日本毒性学会学術年会(2013.6.18) 
幕張メッセ千葉 
㉘食餌性肥満ゼブラフィッシュを用いたエ
リオシトリンの抗脂肪肝作用メカニズムの
システムズ薬理学研究 
島田康人、平光正典、片桐孝夫、植田智希、
張貝貝、有吉美稚子、梅本紀子、西村有平、
田中利男  
第 77回日本生化学会中部支部会(2013.5.25) 
名古屋大学 
 
〔図書〕（計 1 件） 
Cancer Call Signaling Methods and 
Protocols 
Yasuhito Shimada,Yuhei Nishimura,Toshio 
Tanaka 
2014 総ページ 3-260（pp223-238）Springer 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 3 件） 
名称：がん細胞阻害薬、がん幹細胞検出用プ
ローブ 
発明者：田中 利男,島田 康人,西村 有平,
新藤 太一,渡邉 耕平,野本 毅,宮崎 健 
権利者：キヤノン株式会社,国立大学法人三
重大学 
種類：特許 
番号：特願 2013-222025 
出願年月日：2013/10/25 
国内外の別： 国内 
 
名称：養殖魚類、畜産動物、ペット動物の内
臓脂肪蓄積を抑制する素材、及び該素材を用
いた動物用飼料 
発明者：田中 利男,島田 康人,國永 史生,
椎名 康彦,高橋 義宜 
権利者：株式会社マルハニチロ水産,国立大
学法人三重大学 
種類：特許 
番号：特願 2014-026583 

出願年月日：2014/2/14 
国内外の別： 国内 
 
名称：イメージング用小魚管理装置及びそれ
に用いられる小魚用イメージングプレート 
発明者：田中 利男,島田 康人,梅本 紀子,
小幡 勝,橋本 正敏 
権利者：橋本電子工業株式会社,国立大学法
人三重大学  
種類：特許 
番号：特願 2014-150299 
出願年月日：2014/7/24 
国内外の別： 国内 
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