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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん幹細胞（造腫瘍細胞）はそれ自身が炎症性サイトカイン
（TICIF-1）を産生し、その作用により周囲のマクロファージを老化様および免疫抑制性表現型に誘導すること
が明らかになった。通常、“細胞老化”によって生じる表現型（SASP）といえば炎症遷延性の現象を想起させる
が、今回の結果から、細胞老化によりもたらされる表現型は細胞種により異なる可能性が示唆された。TICIF-1
はSASP因子の一つとして知られるが、SASP因子は直接的に腫瘍形成に貢献しているのではなくMφを抑制性表現
型へと導くことで免疫健常動物における腫瘍発生母地の形成に貢献している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that cancer stem cells itself produce inflammatory 
cytokines, TICIF-1. TICIF-1 induced cellular senescence-like phenotypes and immunosuppressive 
phenotype into the surrounding macrophages. Commonly, SASP is known as inflammatory phenomena, 
however, our results suggested that senescence-associated phenotypes are different depending on cell
 types. 
TICIF-1 is known as one of the SASP factors and it is suggested the correlation with tumorigenesis. 
 On this point, Our results suggested that TICIF-1 induce macrophages into immunosuppressive 
phenotype, eventually, it contributes to tumorigenesis in immunocompetent animals.

研究分野：腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
腫瘍組織中に存在するがん細胞は均一な
細胞集団であると長らく考えられていた。し
かし近年、腫瘍組織中に存在するがん細胞は
多様性に富んでおり、生体に移植した際に腫
瘍組織を形成するいわゆる「がん幹細胞」と、
腫瘍組織形成能をもたない細胞の両者が存
在することが示されてきた（本稿では、生体
内で腫瘍形成能を有するがん細胞を便宜的
に「がん幹細胞」と呼ぶ）。 
 生体内で腫瘍を形成し、個体を死に至らし
めるがん幹細胞とは何か。この問いに答える
ために多くの腫瘍学研究が行われてきた。そ
れらの研究の中で、がん細胞のもつ「造腫瘍
性」の解析は多くの場合、免疫不全マウスを
用いて行われてきた。しかし、実際に問題と
なるヒトのがんのほとんどは、正常な免疫系
を有する個体から発生する。私は、個体を死
に至らしめる「がん」という事象の発生過程
において、がん細胞と免疫系との相互作用は
決して無視できないという考えのもと研究
を進めてきた。 
 実際に下記のような事例がある。免疫不全
動物である SCID マウスを用いた解析にて、
ヒト悪性黒色腫細胞中に含まれるがん幹細
胞の割合はおよそ 109万個中に 1個と見積も
られた。しかしその後、より重度の免疫不全
マウスである NOD-SCID/IL2Rc ノックアウト
マウスを用いた解析が行われ、およそ 9個中
に1個ががん幹細胞として見積もられること
が示された（Quintana E, Nature. 2008）。
これらの研究の主題は、単純に「がん幹細胞
の存在頻度」を明らかにすることであったが、
がん細胞を移植した個体の免疫学的背景に
よってがん幹細胞の検出頻度が大きく異な
るということが読み取れる。つまり、生体内
における腫瘍の形成という現象は、がん細胞
と免疫細胞の相互作用の結果もたらされた
事象であると考えることができる。これまで
に、CD133 をはじめとする様々なマーカーに
てがん幹細胞が同定可能とされてきたが、免
疫学的に正常な個体内において造腫瘍能を
発揮する「がん幹細胞」について再考する必
要があると考えた。 
これまでに申請者は、マウスグリオブラスト
ーマ幹細胞株および非幹細胞株を用い、野生
型マウス個体内に存在する免疫細胞との相
互作用に着目して解析を進めてきた。その過
程で、グリオブラストーマ幹細胞株（以下、
がん幹細胞株と呼ぶ）のもつ特異な免疫反応
性を複数見出してきた（Wada H. Unpublished 
data）。中でも、がん幹細胞株は免疫細胞に
「細胞老化」を誘導している可能性を示唆す
る興味深いデータを得た。例えば、がん幹細
胞株による刺激でマクロファージ（M）は細
胞分裂の停止、細胞サイズの増大、-ガラク
トシダーゼ染色陽性といった細胞老化様の
フェノタイプを示すことを見出している。実
際に遺伝子発現解析を行うと p19Arf、p21 の

発現が上昇し、細胞老化様の状態にあると考
えられた。また、そのような状態にある M
がIL-10をはじめとする免疫抑制分子を発現
することも見出している。よって、Mにおい
ては細胞老化関連シグナル系が免疫抑制性
表現型となるような機能変化を誘導し、ひい
ては造腫瘍性に貢献している可能性がある。 
  
 
２．研究の目的 
 
本研究は、がん幹細胞による免疫細胞の老
化誘導現象および免疫細胞老化によりもた
らされる機能変化を細胞生物学的、分子生物
学的に同定し、その意義を明らかにすること
を目的とする。  
 本研究の達成により、「免疫学的に正常な
個体内にては免疫細胞老化を誘導しうるが
ん細胞こそが真のがん幹細胞である」という
定義づけが可能となれば、免疫細胞老化の分
子メカニズムを標的とする新しい概念に基
づくこれまでにないがん治療法の開発が可
能になると期待している。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では人工がん細胞（p53 KO マウスの
神経幹細胞にH-RasL61を遺伝子導して作出）
を用いた（北大・遺伝子病制御研究所、近藤
亨教授から供与）。サブクローニングにより
複数株が樹立され、各株は in vitro では共
に類似の増殖性を示したが、免疫系を有する
マウス脳内に接種したところ、ある亜株は致
死性であり（造腫瘍株（TIC））、別の亜株は
非致死性であった（非増腫瘍株（nTIC））（Hide 
T, Cancer Res. 2009 及び未発表データ）。こ
れらの亜株の差異に着目し、造腫瘍細胞が誘
導する免疫細胞老化について検討した。 
具体的には、下記の項目について検討した。 
（１） TIC と免疫細胞との相互作用により
生じる免疫細胞の変化 

（２） 造腫瘍細胞との相互作用により生じ
た老化免疫細胞の免疫抑制能の評価 

（３） 造腫瘍株との相互作用により生じる
免疫細胞老化誘導の分子メカニズム 

 
 
４．研究成果 
 
（１） TIC と免疫細胞との相互作用により生
じる免疫細胞の変化 
 TICまたはnTICを重度免疫不全マウスであ
る NOD/SCID に移植したところ、どちらのケ
ースでもマウスは死亡した。一方、免疫を有
するマウスへの移植ではTICを移植されたマ
ウスは死亡したが、nTIC では殆どが腫瘍死す
ることなく生存し続けた。また、TIC/nTIC の
腫瘍局所に免疫細胞が顕著に浸潤していた。
この結果から、in vivo にて TIC/nTIC は免疫



細胞と何らかの相互作用をすると考えられ
た。そこで TIC/nTIC と脾臓細胞を共培養し
解析したところ、nTIC との共培養でマクロフ
ァージ（Mφ）が顕著に増殖したのに対し、
TIC との共培養では Mφ は増殖抵抗性であっ
た。TIC 上清で Mφを培養すると、nTIC 上清
で培養したものに比べ扁平でサイズの大き
い細胞が誘導されていることが観察され、そ
れらは-ガラクトシダーゼ（-Gal）陽性で
あり、サイクリン依存性キナーゼ阻害タンパ
ク質（CDKi）の遺伝子発現が高まっていた。
これらの結果から、TIC は Mφ に細胞老化様
の表現型を誘導することが示唆された。また
TIC-Mφ では免疫抑制遺伝子の発現が増強し
ていた。 
(２) 造腫瘍細胞との相互作用により生じた
老化免疫細胞の免疫抑制能の評価 
 免疫抑制遺伝子を高発現する TIC-Mφの免
疫抑制能について解析した。TIC/ｎTIC と脾
臓細胞の共培養（この中に Mφが含まれる）
において、T 細胞の活性化レセプター発現が
減弱していることを見出した。TIC 腫瘍組織
でも、同様の現象が認められた。また活性化
レセプター発現の減弱したT細胞は抗原刺激
によるサイトカイン産生が著明に低下して
いた。 
(３) 造腫瘍株との相互作用により生じる免
疫細胞老化誘導の分子メカニズム 
解析の結果、TIC は nTIC に比べ少なくとも
４種類のサイトカイン（TIC-related immune 
cell factor (TICIF)-1～-4）を選択的に高
発現していることが明らかになった。
TICIF-1～4のうちTICIF-1の除去により老化
Mφが有意に減少したことから、TICIF-1 に着
目し、TICIF-1 の KO 株（TIC-TICIF1-KO）を
作製した。尚、TICIF-1 は炎症性サイトカイ
ンの一つである。 
Mφ を TIC-TICIF1-KO 細胞またはその対照細
胞（TIC-Mock）と共培養したところ、TIC-Mock
に比べ TIC-TICIF1-KO との共培養で-Gal 陽
性細胞が有意に減少した。また TIC-Mock-Mφ
は扁平で細胞サイズが大きく、細胞老化様の
形態を呈したが、TIC-TICIF1-KO-Mφ は突起
状の仮足を有し、TIC-Mock-Mφとは著しく異
なる形態であった。また、TIC-TICIF1-KO-Mφ
では CDKi の発現、免疫抑制遺伝子の発現が
著明に減少した。従って、TICIF-1 は Mφ に
細胞老化様及び免疫抑制性の表現型を誘導
することが示唆された。 
（４）免疫学的に健常な動物において Mφ老
化を誘導するTICIFは TICの造腫瘍能を規定
するか 
 最後に、免疫健常動物においてTICIFはTIC
の造腫瘍能を規定するかを検討した。
TIC-MockまたはTIC-TICIF1-KOを免疫不全動
物（NOD/SCID）に移植したところ、どちらの
条件においても全マウスが死亡し、その生存
期間に差はなかった。よって、免疫不全動物
においては、TIC-TICIF1-KO は TIC-Mock と同
様に in vivo 腫瘍形成能を有することが示さ

れた。次に、免疫学的に健常な動物（C57BL/6）
にて同様の検討を行ったところ、TIC-Mock 移
植マウスではほぼ全匹のマウスが死亡した
のに対し、TIC-TICIF1-KO を移植したマウス
は約 6割のマウスが 400日を超えて生存し続
けた。これらの結果から、TICIF1 は免疫健常
マウスにおけるTICの造腫瘍能において重要
な役割を果たしていることが明らかとなっ
た。 
 
がん微小環境にて、がん細胞の放出するサ
イトカインによって周囲の線維芽細胞が細
胞老化を起こし、炎症性サイトカインを分泌
する“細胞老化関連分泌表現型（SASP）”を
介して炎症環境を形成し腫瘍発生に貢献し
ていることが示唆されている。我々は、造腫
瘍細胞はそれ自身が炎症性サイトカインを
分泌する細胞であり、Mφに細胞老化様のフ
ェノタイプを誘導することを見出した。更に
この細胞老化様フェノタイプを呈する Mφは、
老化線維芽細胞で見られるような炎症遷延
性ではなく、免疫抑制性の分子を高発現して
いた（Wada H. Unpublished data）。通常、“細
胞老化”によって生じる SASP といえば炎症
遷延性の現象を想起させるが、我々の研究結
果から、細胞老化によりもたらされる表現型
は細胞種により異なる可能性が示唆された。
また、SASP 因子は直接的に腫瘍形成に貢献し
ているのではなく Mφを抑制性表現型へと導
くことで免疫健常動物における腫瘍発生母
地の形成に貢献している可能性が考えられ
た。今後、TICIF-1 による Mφの老化と免疫
抑制能の獲得が相互に直接リンクしている
のかあるいは独立した事象であるのかを明
らかにし、新たながん治療法の開発へとつな
げたい。 
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