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研究成果の概要（和文）：cGAMPの腫瘍内活性化によるマクロファージの腫瘍内浸潤にはSTING/IRF3/IRF7経路を
介してI型IFNsが誘導されることが重要であることが示唆された。次に、骨髄キメラマウスを用いた解析によっ
て、腫瘍内の骨髄球形細胞以外にも血管内皮細胞や間質細胞によって産生されるI型IFNが重要であることが示唆
された。以上のことから、cGAMPによってSTINGを介して腫瘍内を活性化することによってI型IFNsが誘導され活
性化マクロファージが大量に腫瘍内浸潤し、抗腫瘍免疫応答が活性化されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：STING contributes to anti-tumor immunity through sensing tumor-derived 
genomic DNAs in the tumor-bearing host. Although injection of STING ligands into tumor sites shows 
anti-tumor effects via inducing type I IFNs and activating immune system, precise events caused in 
the tumor remain to be assessed. We found that CD11b+ Ly6C+ cells were found to robustly accumulate 
into the tumor site after intratumoral injection of STING ligand, cGAMP in the 4T1 mouse model. The 
accumulating subsets were positive for F4/80 and Ly6C but not Ly6G, macrophage phenotypes. The 
accumulating macrophages in the tumor site were also confirmed in the other mouse models. In 
STING-deficient mice, intratumoral cGAMP treatment did not induce macrophage accumulation. The 
functional analyses revealed that the macrophages showed activities of phagocytosis and TNFa 
production. These results demonstrate that the accumulating macrophages into the tumor site by STING
 stimulation contribute to the anti-tumor immunity.

研究分野： tumor immunology, pathology

キーワード： STING　macrophages
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１．研究開始当初の背景	
	
STING（Stimulator	of	interferon	genes）
は細胞質内に存在する DNA 等の核酸を感知す
るセンサーであり、ウイルス感染の際に I型
IFN の産生を誘導することによって効果的な
抗ウイルス免疫の惹起に寄与していること
が知られていた。しかし、本申請者は、脳腫
瘍のマウス自然発癌モデルを用いて、STING
の機能欠損マウスは野生型マウスに比べて
脳腫瘍の形成が早いだけではなく、形成され
た腫瘍内における免疫抑制性細胞の割合も
高いことを明らかにした。さらに、この知見
をもとに STING リガンドである c-di-GMP
（cylclic	diguanylate	monophosphate）が
癌の治療剤になるかを検討するために、マウ
ス脳室内にグリオーマ細胞を移植し、
c-di-GMP の腫瘍内投与について検討した結
果、腫瘍内に効果的なエフェクターT 細胞を
集積させ、腫瘍増殖を抑制することを明らか
にした（Ohkuri	T	et	al.	Cancer	Immunol	Res	
2014）。STING リガンドによる抗腫瘍免疫活性
化機能に関してさらなる研究を行った結果、
申請者は、STING リガンド投与後 10 時間とい
う早期の段階において、CD11b+Gr-1mid 細胞群
が腫瘍内に集積し始めることを発見し（下
図）、この細胞群は CD11b+F4/80+Ly6Chigh 活性

化マクロファージであることを見出してい
る。これは、STING リガンドの腫瘍内投与に
よって最初に見られる大きな変化であり、3
種類の癌細胞株を用いた移植モデルで同様
に見られることから、腫瘍内集積マクロファ
ージと抗腫瘍効果の間には何らかの因果関
係があると予想される。更に申請者は、STING
リガンドを投与する前にマクロファージを
除去すると、STING の抗腫瘍効果が見られな
くなるという知見も得ている。つまり、腫瘍
内で STING リガンドが引き起こす活性化反応
が積極的にマクロファージを腫瘍内に呼び
込み、集積してきたマクロファージが何らか
の作用を示すことによって、結果的に抗腫瘍
免疫応答を引き起こしていることが推測さ
れる。以上のことから、STING リガンドの腫
瘍内投与によって引き起こされる一連の現
象について、その分子メカニズムを明らかに
することにより、より効果的で画期的な抗腫
瘍免疫活性化法の開発へ繋げることが可能
になると期待される。	
	
２．研究の目的	
そこで本研究では、組織学的並びに分子学
的手法を用いて、STING リガンドの腫瘍内投
与によって集積するマクロファージの生物
学的性状を解析するとともに、マクロファー

ジの腫瘍内集積に関与する分子メカニズム
を解明し、腫瘍内に集積した活性化マクロフ
ァージがどのように抗腫瘍効果に寄与して
いるかを以下の点を中心に明らかにする。	
	
３．研究の方法	
(1)	①	BALB/c マウスに同系統由来の乳癌細
胞株である 4T1 細胞を皮内接種し、5 日後に
cGAMP およびコントロールとして溶媒である
PBS を腫瘍組織内に直接投与した。投与前、
投与２、４、１０、１６、２４時間後に腫瘍
組 織 を 回 収 し 、 腫 瘍 組 織 内 の
CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の割合をフローサ
イトメーターを用いて解析する。	
② cGAMP の 腫 瘍 内 投 与 に よ る
CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の腫瘍内集積が
STING 依存的であるかを STING 欠損マウスを
用いて検討する。このマウスは C57BL/6 系統
であるため、腫瘍株は同系統由来のメラノー
マ細胞株である B16F10 細胞を用いる。	
	
(2) ① cGAMP に よ っ て 集 積 す る
CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の形態学的解析を
行うために、cGAMP 投与後の腫瘍組織を回収
し、セルソーターを利用して単一細胞群を分
取する。分取した細胞をサイトスピンし、デ
ィフクイック染色し顕微鏡観察を行う。また、
抗原提示能を有するかを検討するために、フ
ローサイトメーターを用いて MHC	class	I お
よび class	II の発現量を解析する。	
②	CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の貪食能を検
討するために、cGAMP と共に蛍光ビーズを腫
瘍内に投与し、16〜24 時間後に腫瘍内に浸潤
してきた CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群を回収し、
Ly6 を蛍光標識後にサイトスピンし蛍光顕微
鏡で Ly6C 陽性細胞内に蛍光ビーズが検出さ
れるか解析する。	
③	CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の抗腫瘍効果
に寄与する分子の遺伝子発現量を検討する
ために、セルソーターを利用して細胞群を単
離し、抽出した mRNA から Ifnb、Cxcl10 など
の遺伝子発現量をリアルタイム qPCR によっ
て解析する。	
	
(3)	①cGAMP による CD11bmidGr-1midLy6C+細胞
群の腫瘍内浸潤のメカニズムを明らかにす
るために、CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の細胞
表面に発現されているケモカインレセプタ
ーをフローサイトメーターを用いて解析す
る。	
②陽性であることが認められたケモカイン
レセプターに対するシグナルを阻害する抗
体を用いて、cGAMPによるCD11bmidGr-1midLy6C+

細胞群の腫瘍内浸潤を阻害できるかを明ら
かにするために、それらに対する阻害抗体を
マウスに腹腔内に投与した後に cGAMP を腫瘍
内投与し CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の腫瘍内
浸潤割合を解析する。	
③	さらに、STING の下流には STAT6 があり
STAT6依存的にCCL2や CCL20が産生されると
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いう報告があることから、STAT6 欠損マウス
を用いて cGAMP による CD11bmidGr-1midLy6C+細
胞群の腫瘍内浸潤が認められるか検討する。	
	
４．研究成果	
(1)	①STING リガンドである cGAMP を腫瘍内
に直接投与することによって投与後 24 時間
までに時間依存的に CD11bmidGr-1midLy6C+の細
胞群が腫瘍内に集積することを確認した（下
図）。	

②、cGAMP 投与による CD11bmidGr-1midLy6C+

細胞群の腫瘍内集積は STING 機能欠損マウス
では認められなかったことから、STING 依存
的であることが確認された（下図）。	
	

(2)	①CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群を形態学的
に解析するために、セルソーターを利用して
単一細胞群を分取しサイトスピン後、ディフ
クイック染色した結果、この細胞群は単球・
マクロファージ系の細胞であることが確認
された。また、フローサイトメーターを用い
た解析によって、T 細胞に対する抗原提示に

必須な MHC	
class	I お
よび class	
II を発現し
ていること
が確認され
た（左図）。
このことか
ら 、 cGAMP
によって腫
瘍内に集積
する細胞群
は抗原提示
細胞になり

うることが示唆された。	
②	cGAMP と蛍光ビーズを同時に腫瘍内投与
した。FITC 標識された抗 Ly6C 抗体を用いて
染色した腫瘍内浸潤細胞をサイトスピンし、
蛍光顕微鏡で解析した結果、蛍光ビーズを含
む Ly6C 陽性細胞が検出された（下図）。	
このことから、cGAMP によって腫瘍内に浸潤

する CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群は、貪食能を
有していることが示唆された。	
	
③	CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の抗腫瘍効果
に寄与する分子の遺伝子発現量を検討する
た め に 、 セ ル ソ ー タ ー で 単 離 し た
CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群から RNA を抽出し
リアルタイム qPCR によって Ifnb、Cxcl10 な
どの遺伝子発現量を解析した。その結果、対
照群（腫瘍内に PBS を投与した後に存在する
同じ細胞マーカーをもつ細胞群）に比べて
Ifnb1、Mx1、Cxcl10、および Cxcl11 の発現
量が有意に高いことが確認された（下図）。	
以上のことから、cGAMP によって集積する

CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群は抗腫瘍免疫応答
を惹起する M1 様の単球・マクロファージ系
細胞であることが示唆された。	
	
(3)	①cGAMP による CD11bmidGr-1midLy6C+細胞
群の腫瘍内浸潤のメカニズムを明らかにす
るために、細胞群の細胞表面に発現されるケ
モカインレセプターを解析した結果、CCR2 お
よび CCR6 を発現していることが確認された。
CXCR2 は発現していなかった（下図）。	

	
②	CCR2およびCCR6のそれぞれのリガンドで
ある CCL2 および CCL20 に対する中和抗体を



マウス腹腔内に投与して検討した結果、
cGAMP による CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群の腫
瘍内浸潤を阻害できなかった（下図）。	

このことから、これらのケモカイン・ケモカ
インレセプターシグナルを利用していない
ことが示唆された。	
③	STAT6 欠損マウスを用いた検討において
も、cGAMP による CD11bmidGr-1midLy6C+細胞群
の腫瘍内浸潤が認められたことから、STING
によって活性化されるシグナル伝達経路の
うち IRF3 もしくは IRF7 の関与が示唆された。	
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