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研究成果の概要（和文）：ヘルパーT細胞へ抗原提示をする血管内皮細胞の遺伝子発現の特徴を、培養血管内皮
細胞の解析によって明らかにした。そして、このような血管内皮細胞で発現が変化するmiRNAに注目し、腫瘍免
疫反応の場に特徴的な血管内皮細胞の指標となるかを検証した。マウス腫瘍モデルから得られた血管内皮細胞で
も正常組織の血管内皮細胞と比べて同様の変化を示すものがあった。腎細胞がん患者の血漿でも変化が示唆され
るものがあった。このようなmiRNAは腫瘍免疫反応の指標となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In the tumor microenvironment, endothelial cells (ECs) can present tumor 
antigens to helper T cells. Gene expressions were compared in cultured ECs after stimulation to 
induce antigen presentation. miRNAs which were differentially expressed after stimulation were 
identified. The expressions of these miRNAs were analyzed in mouse tumor model. Some miRNAs were 
differentially expressed between ECs from tumor and normal tissues. The quantities of miRNAs in 
plasma samples of cancer patients were also analyzed. These miRNAs may be candidates for markers of 
immunoreactions against tumors.

研究分野： 免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫療法は、近年注目されている治療法であり、その効果や有効性を測定する指標が必要である。本研究
は、免疫反応の進行する場に特徴として、ヘルパーT細胞に抗原提示をする腫瘍組織内血管内皮細胞の存在に注
目した。そして、このような血管内皮細胞の遺伝子発現の特徴を明らかにし、それを指標として腫瘍に対する免
疫反応を検出することを試みた。今後の研究の発展によって、新たな視点からがん免疫反応をモニターできる可
能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
T 細胞による腫瘍細胞の排除には、腫瘍特異的キラーT 細胞（cytotoxic T lymphocyte, CTL）だ
けでなく、ヘルパーT（TH）細胞も重要である。我々は、マウス腫瘍免疫モデルにおいて、腫瘍
組織内血管内皮細胞が主要組織適合遺伝子複合体（MHC）クラス II 分子を発現していることと、
それが抗原特異的 TH 細胞の腫瘍内浸潤と T 細胞による腫瘍排除に重要であることを示してい
る。一方、正常組織の血管内皮細胞の多くは MHC クラス II 分子を発現しておらず、血管内皮
細胞の抗原提示活性は、免疫反応の進行している場に特徴的な現象である。このような血管内皮
細胞を理解することは、T 細胞の活性化による腫瘍免疫療法のより効果的な使用のために重要で
ある。さらにこのような血管内皮細胞の特徴を検出することで、腫瘍免疫反応のモニターに応用
できる可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究目的は、正常組織の血管内皮細胞と比較して、腫瘍組織の抗原提示活性のある血管内皮細
胞の表現型や遺伝子発現の違いを明らかにすることである。そして、その違いを目印として、免
疫反応の進行している場の検出法を開発することである。このような血管内皮細胞の存在は、抗
原特異的 TH細胞が組織内へ浸潤して免疫反応をしていること、つまり腫瘍免疫療法が有効であ
ることを示唆する。本研究では、血漿から検出可能な miRNA に注目した。腫瘍内の血管内皮細
胞が発現する miRNA を解析することで、免疫療法の有効性に関する情報が得られることを期
待する。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞 
培養ヒト臍帯血管内皮細胞（HUVEC）は LONZA 社より購入し、EGM-2 培地にて培養した。モデル
抗原として卵白アルブミン（ovalbumin, OVA）を発現する T細胞リンパ腫細胞株 E.G7 は、5% FCS
を含む DMEM 培地で培養した。OVA 特異的 CTL は、OT-1 トランスジェニックマウスの脾細胞を、
γ 線照射した E.G7 と培養することで作製した。OVA 特異的 TH細胞は、DO11.10 トランスジェニ
ックマウスの脾細胞を、OVA323-339ペプチド存在下で培養した。 
 
(2) マウス腫瘍内血管内皮細胞の分離 
マウスの皮下に、E.G7 細胞を移植した。10日後、OVA 特異的 CTL または TH細胞を、尾静脈から
移植した。その１週間後にマウスを安楽死させ、腫瘍組織を摘出した。腫瘍を切り刻んでコラゲ
ナーゼで消化したのち、血管内皮細胞を抗 CD31 抗体の磁気ビーズで濃縮して、さらにセルソー
ターで CD31+ CD45− 細胞を分離した。正常組織の血管内皮細胞は、尾の真皮をコラゲナーゼで処
理し、同様の方法で分離した。 
 
(3) 患者血漿 
腎細胞癌患者の血漿は、高知大学医学部附属病院泌尿器科にて治療中の患者から提供を受けた。
比較対象のため、健常者の血漿も用いた。研究計画の学内倫理審査を受け（承認番号 31-102）、
同意を得られた患者及び健常者から採取した。血漿を分離後、-80ºC で凍結保存した。 
 
(4) MHC 分子の細胞表面発現 
HUVEC を 100 U/mL ヒトインターフェロンガンマ（IFNγ）存在下で 1〜3日間培養し、トリプシ
ン EDTA処理して細胞懸濁液を得た。細胞を蛍光標識した抗 MHC クラス I分子抗体または抗 MHC
クラス II分子抗体で染色し、フローサイトメーターで解析した。 
 
(5) RNA精製 
HUVEC を IFNγ存在下で培養し、72時間後に miRCURY RNA isolation kit (EXIQON)で RNA を精
製した。マウス血管内皮細胞からの RNA精製は、RNAzolRT (Molecular Research Center)を使用
した。血漿からの RNA の精製は、NucleoSpin miRNA plasma (Takara)を使用した。 
 
(6) マイクロアレイによる遺伝子発現解析 
マイクロアレイによる解析は、Affymetrix のシステムを用いた。miRNA 解析は、Total RNA を
FlashTag biotin HSR RNA labeling kitでラベルし、GeneAtlasを用いて GeneChip miRNA 4.1 
Array stripで検出した。mRNA の解析は、GeneChip WT PLUS Reagent Kitでラベルし、GeneAtlas
を用いて Hu Gene 2.1 ST Arrayで解析した。 
 
(7) リアルタイム PCRによる RNA の定量 
miRNA のリアルタイム PCRによる定量は、Mir-X miRNA qRT-PCR TB Green kit (Clontech)と
StepOne Plus リアルタイム PCR システム(Thermo Fisher Scientific) を用いた。一部の miRNA
については、TaqMan Advanced miRNA Assays (Thermo Fischer Scientific)でも解析した。mRNA
の定量は、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO) で cDNA を合成し、KOD SYBR qPCR Mix 
(TOYOBO) で検出した。 
 



４．研究成果 
(1) HUVEC を用いた血管内皮細胞の遺伝子発現の解析 
腫瘍組織内のおける血管内皮細胞の MHC クラス II分子の発現には、IFNγ が重要である。ヒト
血管内皮細胞で IFNγ刺激と抗原提示に関連して発現が変動する遺伝子を探索するため、HUVEC
を用いた。 
HUVEC を IFNγ 存在下で培養すると、MHC 分子の細胞表面発現が上昇する。MHC クラス I分子は
IFNγ 添加後１日目から発現が見られるが、MHC クラス II 分子の発現には３日程度必要である
ことがわかった（図１）。 
HUVEC を IFNγ 存在下で 72時間培養し、RNA を精製した。miRNA と mRNA 発現を、マイクロアレ
イを用いて定量し、IFNγ非存在下で培養した細胞の遺伝子発現と比較した。mRNA の解析から、
抗原提示に関係する遺伝子の上昇が見られ、IFNγによる血管内皮細胞の抗原提示活性の上昇が
示唆された（図２）。miRNA の解析から、血管内皮細胞の抗原提示活性の上昇に伴って発現が上
昇する miRNA と減少する miRNA を同定した（図３）。これらの miRNA のターゲットとなる遺伝子
の候補を検索し、マイクロアレイによる mRNA 発現解析の結果と比較したが、miRNA による遺伝
子発現の制御を示す結果は得られなかった。 

 
(2) マウス腫瘍モデルを用いた腫瘍内血管内皮細胞の遺伝子発現 
HUVEC で同定された、T 細胞への抗原提示活性のある血管内皮細胞に特徴的な遺伝子の候補につ
いて、マウスの腫瘍モデルを用いて血管内皮細胞で発現の変化が見られるのかを解析した。マウ
スに移植した E.G7 の腫瘍組織から、血管内皮細胞を磁気ビースとセルソーターを用いて分離し、
遺伝子発現をリアルタイム PCRで解析した。 
mRNA の解析では、正常組織内の血管内皮細胞と比較して、腫瘍内血管内皮細胞では MHC クラス
II分子や CD74の発現が高かった。これにより、腫瘍内血管内皮細胞の MHC クラス II分子発現
亢進が遺伝子レベルで確かめられた（図４）。 
並行して、腫瘍内血管内皮細胞における miRNA の発現解析を行なった。HUVEC で IFNγによる発
現変動が確認された miRNA のうち、２つは腫瘍内血管内皮細胞で正常組織の血管内皮細胞と比
較して同様の変化が見られた（図５）。腫瘍内血管内皮細胞の特徴を表す遺伝子である可能性を
示唆する。血漿に含まれている miRNA の定量も試みたが、十分な RNA 量を得ることが困難であ
り、このような変化を検出することはできなかった。 

 
(3) 腎細胞がん患者の血漿の解析 
がん患者で、免疫療法などによって腫瘍免疫反応が起こると、それによって血管内皮細胞 MHC ク
ラス II分子の発現を含む変化が起こると考えられる。それに伴い miRNA の発現変動が起こり、
それが血漿中の miRNA に反映されている可能性がある。これを検証するため、腎細胞癌患者１０
人（うち、４人はチェックポイント阻害療法に反応している）と、健常者９人の血漿に含まれる
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図４ マウス腫瘍内⾎管内⽪細胞では、正常組織の⾎管内⽪
細胞と⽐較して、MHCクラスII分⼦の遺伝⼦発現が⾼かった。
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図５ HUVECでIFNγによって発現が上昇したmiRNAのうちの１
つ (Gene 1)は、マウス腫瘍内⾎管内⽪細胞で、正常組織に⽐べて
発現が⾼かった。 HUVECでIFNγによって発現が減少したmiRNA 
(Gene 2)は、マウス腫瘍内⾎管内⽪細胞で発現が低かった。
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図２ HUVECをIFNγ存在下で

培養すると、抗原提⽰経路に関係

する遺伝⼦発現が上昇する。

図３ HUVECをIFNγ存在下で

培養することで、有意に発現が変

動するmiRNAを同定した（FC>2, 

p<0.05, で⽰す）。
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miRNA を解析した。血漿に含まれる微量な miRNA の検出技術や各群のばらつきが大きいことなど
の課題があり、統計的に有意な結果は得られていないが、チェックポイント阻害療法に反応を示
した患者で高い傾向のある遺伝子がある（図６）。今後さらに解析を進め、このような遺伝子が
免疫療法の効果と関係していることを明らかにしていきたい。 
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図６ 腎細胞がん患者の⾎漿のmiRNAの解析。ICI responder (Resp.)で、健常
者 (HC) や他の患者 (Other) と⽐べて、発現が⾼い傾向があるmiRNA (Gene 
1,3,4) があった。
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