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研究成果の概要（和文）：申請者が同定した、新規Damage-associated molecular pattern（DAMP）が腫瘍微小
環境（tumor microenvironment; TME）を制御し、がん増殖を促進するメカニズムを同定した。一連の解析によ
り、新規DAMPは自然免疫受容体であるToll-like receptor 2（TLR2）を介してCXCL1ケモカインを誘導すること
を明らかにした。さらに、このCXCL1が強力な免疫抑制活性をもつ骨髄由来免疫抑制細胞をTMEにリクルートし、
抗腫瘍免疫応答を抑制することで、がん増殖を促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have identified a mechanism by which a novel damage-associated molecular 
pattern (DAMP), identified by the applicant, regulates the tumor microenvironment (TME) and promotes
 cancer growth. Through a series of analyses, we found that the novel DAMP induces CXCL1 chemokines 
via the innate immune receptor Toll-like receptor 2 (TLR2). Furthermore, we found that CXCL1 in turn
 recruits myeloid-derived suppressor cells, which have potent immunosuppressive activity, to the TME
 and suppresses the anti-tumor immune response thereby promoting tumor growth.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： がん微小環境　DAMPs　骨髄由来免疫抑制細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりがん細胞より放出される新規DAMPが、TMEを制御しがん増殖を促進するメカニズムの概要が明らか
になった。申請者は新規DAMPが、CXCL1/2を誘導し、MDSCを誘導することで抗腫瘍免疫応答を抑制し、がん増殖
を促進することを明らかにした。また、ヒト検体の解析により、ヒトにおいても新規DAMPがTME制御によりがん
進展を促進している可能性が示唆された。本研究は近年進展が著しい、自己由来分子によるTME制御メカニズム
に新たな視点を提供したものと考えられる。今後、新規DAMP中和抗体の抗腫瘍効果の検討を進めることで、新規
DAMPの治療標的としての役割が明らかになることが期待される

※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 
近年、がんの増殖を制御する重要な因子として、がん微小環境（Tumor microenvironment; TME）
が注目されている（Nat. Immunol.; 10: 1014-22, 2013）。がん周囲の微小環境において、サイ
トカインや種々の増殖因子などにより、抗腫瘍免疫応答抑制や、血管新生の促進など、がんの増
殖、転移に有利な環境がもたらされる。TME においては、多様な免疫細胞が癌の増殖に寄与して
いるが、中でも、骨髄由来免疫抑制細胞（Myeloid derived suppressor cells；MDSCs)と呼ばれ
る、骨髄由来の未熟な骨髄球系細胞集団は、IL-10、TGF-などの免疫抑制性サイトカインや PD-
L1 などの免疫チェックポイント分子を発現することで、T細胞や NK細胞による抗腫瘍免疫応答
を強力に抑制することが知られている。 
一方、細胞障害関連分子（Damage-associated molecular patterns；DAMPs)は傷害を受けた細

胞や死細胞から放出される自己由来分子群であり、Toll-like receptors（TLRs）などの自然免
疫受容体の活性化により、炎症反応や免疫応答を惹起する作用があることが知られている。がん
内部では恒常的に細胞死が起こっており、大量の DAMPs が、がん内部あるいは周囲に放出されて
いると考えられている。したがって、がん細胞から放出される DAMPs は、炎症・免疫反応の調節
を通じて、TME に影響を及ぼし、腫瘍の促進あるいは排除に寄与するのではないかと考えられて
おり注目を集めている（Krysko DV et al., Nat. Rev. Cancer, 12:860-75, 2012）。実際、DAMPs
の代表例として知られている High-mobility group box 1 (HMGB1)は、傷害を受けたメラノーマ
細胞から放出され、TLR4 を介した炎症反応、血管新生の促進により、転移を亢進させることが
知られている（Nature ;507(7490):109-13, 2014）。 
 このように TME および DAMPs はがん増殖に対して重要な役割を果たしていると考えられてい
るが、DAMPs による TME の制御、およびそれが腫瘍増殖に与える影響について、全貌は明らかに
なっていない。特に TME において中心的な役割を果たす MDSCs を制御する DAMPs の存在は全く
不明である。申請者は、がん死細胞から放出される新規 DAMPs の候補分子を同定した。これを端
緒とし、がん病態を増悪させる DAMPs の解析を行う。 
 
２．研究の目的 
本研究は、MDSCs のリクルートを介して、がん病態を増悪させる DAMPs 分子の同定、機能解析を
行う。申請者はこれまで死細胞から放出され、炎症性サイトカインを免疫細胞に誘導する分子の
スクリーニングを行った。SL4 細胞（マウス大腸癌由来細胞株）に対し、代表的な細胞死である
ネクローシスを起こし、その際放出される分子をイオン交換およびゲル濾過クロマトグラフィ
ーを用いて分画した。この分画のうち、免疫細胞に炎症性サイトカインを誘導するものに対し、
質量分析を行うと、複数の候補分子が得られた。申請者はこれら候補分子のうち、分子量 20kDa
程度と比較的小さいひとつの分子に着目した。CRISPR/Cas9 システムにより、この分子を欠損し
た SL4 細胞を作成したところ、in vitro においてはその増殖に変化がないものの、in vivo の
皮下増殖モデルにおいては欠損 SL4 細胞において、顕著な増殖遅延が認められた。また、腫瘍内
に浸潤する免疫細胞を flow cytometry によって解析したところ、抗腫瘍免疫応答を抑制し、が
んを増悪させることが知られている多形核細胞系 MDSCs（polymorphonuclear MDSC; PMN-MDSC）
の顕著な減少が見られた。これはこの新規 DAMP が、細胞外に放出される DAMPs としてその周囲
環境、すなわち TME に対し何等かの影響を及ぼし、MDSCs を動員することでがんを増悪させるこ
とを示唆している。 
本研究ではこれらの知見に基づき、この新規 DAMP による、TME を介したがん増殖促進メカニ

ズムについて解明を行う。DAMPs による TME、特に MDSCs の制御、およびがん増殖との関係につ
いては殆ど分かっておらず、本研究は高い学術的独自性、創造性を有すると考えられる。また、
本研究ではこの新規 DAMP を標的とした、悪性腫瘍の治療法開発にもチャレンジする。DAMPs を
ターゲットとし、TME の修飾を行うような治療法はこれまで実現しておらず、本研究は極めて高
い学術的独自性を有すると言える。 
 
３．研究の方法 
（1）新規 DAMP が TME を介し、がん病態を促進するメカニズムの検討 
まず新規 DAMP が実際に MDSCs の動員を通じて腫瘍の促進をするか否か確認するため、MDSCs を
in vivo において、抗 Gr-1 抗体あるいは抗 Ly-6G 抗体などを用いて除去した際に、新規 DAMP 欠
損によるがん増殖の減弱が消失するかどうか、検討する。MDSCs の関与が明らかとなった場合、
MDSCs 動員促進のメカニズムについて検討する。主に下記 3つの可能性を念頭に置き、解析を行
う。①細胞外に放出された新規 DAMP が MDSCs の遊走を直接促進するか否か、新規 DAMP の遺伝
子組み換え体を用いて検討する。具体的には腫瘍内より MDSCs を調製し、transwell を用いた
migration assayを行い、新規 DAMPの遺伝子組み換え体がMDSCsの遊走活性を有するかどうか、
検討する。②これが見られなかった場合、新規 DAMP 欠損 SL4 細胞から放出される液性因子が
MDSCs の誘導を活性化するか否か、同様に migration assay を行い、評価する。③また、新規
DAMP が TME を構成する MDSCs 以外の細胞に作用し、ケモカインなどの遺伝子誘導を介して MDSCs
の遊走を行う可能性もあるため、マクロファージなどの細胞に新規 DAMP の遺伝子組み換え体を
作用させた際の遺伝子発現変化を検討する。新規 DAMP の MDSCs に対する機能が①～③のいずれ



かであるか判明した場合、新規 DAMP がどの受容体を介してその機能を発揮するかどうか、解析
を行う。DAMPs は Toll like receptors (TLRs)や RIG-I like receptors (RLRs)などの自然免疫
受容体を介してシグナル伝達を行うことが多い。当研究室はこうした自然免疫受容体のシグナ
ル伝達に必須のアダプター分子の遺伝子欠損マウスを多数有しており、これらのマウス由来の
細胞を使用した場合に、新規 DAMP の作用が見られなくなるかどうか検討する。これらの検討を
行い、新規 DAMP ががん病態を促進するメカニズムの解析を行う。MDSCs の関与が明らかでなか
った場合、免疫細胞以外の TME を構成する要素、すなわち新生血管などの異常の有無を病理組織
学的に検討し、標的細胞を同定する。この場合においても、①～③と同様、新規 DAMP が直接、
あるいは他の免疫細胞や液性因子を介して標的細胞に作用するか否かの検討を行う。 
 
（2）新規 DAMP をターゲットとした治療法の開発 
新規 DAMP はタンパク質であるため、中和抗体の作製を行う。まず、新規 DAMP の MDSCs に対す

る作用が、中和抗体で減弱するか検討する。新規 DAMP に対する中和作用が認められた場合、こ
れが in vivo における腫瘍病態の改善を行うかどうか検討する。これらの解析により、TME に働
きかけ、がん病態を増悪させる新規 DAMP の機能を明らかにし、その治療応用の可能性を検討す
る。 
 
４．研究成果 
本研究では新規 DAMP が、TME の制御を介して腫瘍増殖を促進するメカニズムおよびの治療標的
としての可能性を検討した。 
 
（１）新規 DAMP が TME を介し、腫瘍病態を促進するメカニズムの検討 
まず新規 DAMP が実際に PMN-MDSCs の TME へのリクルートを通じて腫瘍の促進をするか否か確

認するため、PMN-MDSCs を SL4 担癌マウスの脾臓および骨髄より採取し、SL4 細胞を皮下移植し
たマウスに養子的に移入した。PMN-MDSCs の養子移入により SL4 の皮下増殖は有意に亢進し、新
規 DAMP が実際に PMN-MDSC のリクルートを通じて腫瘍増殖を促進することが示唆された。興味
深いことに、皮下増殖した新規 DAMP の野生型（WT）および欠損（KO）SL4 腫瘍中のケモカイン
濃度を測定すると、PMN-MDSC のリクルートを促進する代表的なケモカインである CXCL1、CXCL2
の濃度が新規 DAMP KO 腫瘍中で顕著に低下していた（図 1）。従って、新規 DAMP の MDSC 動員メ
カニズムは、「３．研究の方法」で述べた③の可能性が高いと考えられた。さらに、新規 DAMP の
遺伝子組み換え体をマウス腹腔マクロファージに作用させると、顕著な CXCL1/2 誘導が見られ
た。従って新規 DAMP がこれらのケモカイン誘導を行い、PMN-MDSCs の TME へのリクルートを促
進している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に新規 DAMP がどの受容体を介してケモカイン誘導を行うか、検討した。DAMPs は Toll like 

receptors (TLRs)や RIG-I like receptors (RLRs)などの自然免疫受容体を介してシグナル伝達
を行うことが多い。そこで、まずこれらの受容体のシグナル伝達に必須のアダプター分子の遺伝
子欠損マウス由来の腹腔マクロファージに新規 DAMP の遺伝子組み換え体を作用させ、CXCL1 の
遺伝子誘導を測定した。興味深いことに、TLRs の主要なアダプター分子である MyD88 遺伝子欠
損マウス由来の腹腔マクロファージにおいては新規 DAMP による CXCL1 の遺伝子誘導が全く見ら
れなかった。TLRs のうち、TLR2 および TLR4 は DAMP 分子、とくにタンパク質の DAMP 分子の主要
な受容体である。そこで、TLR2 および TLR4 遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロファージに新規
DAMP を作用させたところ、TLR4 遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロファージでは CXCL1 遺伝子
誘導が野生型と同様に見られたのに対し、TLR2 遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロファージで
は遺伝子誘導が全く見られなった（図 2）。上記の結果により、新規 DAMP は TLR2 を介して CXCL1
遺伝子誘導を行っていることが示された。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに新規 DAMP によるがん増殖促進作用が普遍的な事象であることを確認するため、B16F10、

Meth-A細胞といった SL4細胞以外の代表的ながん細胞株に対して、新規 DAMP KO細胞を作成し、
マウス皮下における腫瘍増殖、また TME 中の免疫細胞の解析を行った。興味深いことに SL4 細胞
と同様、いずれの細胞株でも新規 DAMP KO 細胞において腫瘍増殖の低下、また腫瘍中の PMNMDSC
の低下が見られた。さらに、The Cancer Genome Atlas (TCGA)の大腸癌患者のデータセットにお
いては 5 %程度の患者で新規 DAMP のコピー数の増加、および予後との負の相関がみられた。ま
た、大腸癌組織切片において新規 DAMP および PMN-MDSC の免疫組織化学染色を行ったところ、正
常大腸粘膜と比較して大腸癌組織で新規 DAMP タンパクの発現上昇、および PMN-MDSC 数との正
の相関がみられた。 
 
（２）新規 DAMP をターゲットとした治療法の開発 
新規 DAMP の治療標的としての可能性を検討するため、新規 DAMP 中和抗体の作製を行った。Human
の新規 DAMP のペプチドを BALB/c マウスに免疫し、ハイブリドーマを作成した。ウェスタンブロ
ッティング、および免疫沈降法でのスクリーニングにより、新規 DAMP を認識し、また免疫沈降
能を持つ複数の抗体クローンを得ることが出来た。今後、これらのクローンの in vivo における
抗腫瘍活性を検討していく予定である。 
 
本研究によりがん細胞より放出される新規 DAMP が、TME を制御し、腫瘍増殖を促進するメカ

ニズムの概要が明らかになった。申請者は、新規 DAMP が、がん細胞より放出され、TME 中で
CXCL1/2 を誘導し、PMN-MDSC を誘導することで抗腫瘍免疫応答を抑制し、腫瘍増殖を促進するこ
とを明らかにした。また、TCGA データセットや大腸癌組織切片の免疫染色により、ヒトにおい
ても新規 DAMP が TME 制御によるがん進展を促進している可能性が示唆された。本研究は近年進
展が著しい、自己由来分子による TME 制御メカニズムに新たな視点を提供したものと考えられ
る。今後、新規 DAMP 中和抗体の抗腫瘍効果の検討を進めることで、新規 DAMP の治療標的として
の役割が明らかになることが期待される 
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