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研究成果の概要（和文）：クローン造血を伴う固形がん患者のがん組織には、体細胞変異を獲得した炎症細胞 
が浸潤すると考えられるが、がんの進展における変異のある炎症細胞の役割は明らかにされていない。本研究で
は、クローン造血のモデルとして炎症細胞でTet2遺伝子を欠損するマウス(Tet2欠損マウス）あるいはコントロ
ールマウスの背部皮下にB16メラノーマ細胞株を移植した。Tet2欠損マウスでは腫瘤形成は抑制された。脾臓に
おいてTet2欠損マウスで骨髄由来抑制細胞および腫瘍関連マクロファージ分画は減少していた。これらの細胞は
腫瘍細胞の支持に関わることから、これらの分画の減少によってメラノーマの増殖が抑制された可能性が考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory cells having somatic mutations are thought to invade cancer 
tissues of patients with solid cancers accompanying clonal hematopoiesis. However, the roles of 
inflammatory cells with somatic mutations in the initiation and progression of cancers have not been
 clarified. In the present study, as a model for clonal hematopoiesis with TET2 mutations, B16 
melanoma cell line was transplanted subcutaneously to the mice in which Tet2 gene was deficient in 
inflammatory cells of blood lineage (Tet2 deficient mouse) or control mice. Tumor formation was 
suppressed in Tet2-deficient mice. Bone marrow-derived suppressor cell and tumor-associated 
macrophage fractions were decreased in Tet2-deficient mice in the spleen. Since these cells are 
known to be involved in supporting tumor cells, reduction of these fractions may suppress the growth
 of melanoma.

研究分野：がん微小環境

キーワード： がん微小環境　がん免疫応答　クローン造血　マウスモデル

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、メラノーマモデルを用いることで、クローン造血を伴うがん患者のがん組織の微小環境について、体
細胞変異のある炎症細胞という観点から解明する研究である。がんの微小環境を全く新しい視点から明らかにす
る点で、学術的に有意義である。クローン造血における体細胞変異とがんの組み合わせにより、炎症細胞の役割
は多様であることが想定され、今後の研究の発展が期待される分野である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

固形がん組織においては、tumor-associated macrophage (TAM)や myeloid derived 

suppressor cell (MDSC)などの炎症細胞が浸潤し、これらの炎症細胞は腫瘍細胞の増殖や生存、

あるいは治療抵抗性や免疫応答などに関わることが報告されている (Gabriolovich, Cancer 

Immunology Research 2017, review)。固形がんにおける炎症細胞は、がん細胞が分泌する炎症

性メデイエーターやがん組織特有の低酸素などのストレス環境をはじめとする外的シグナルに

よって機能成熟すると考えられてきた。 

一方で、血液領域では、健常人の末梢血では、加齢とともに体細胞変異を獲得していることが

報告された (Genovese, NEJM 2014; Jaiswal, NEJM 2014)。変異を獲得したクローン細胞由来

の血液細胞に置き換わった状態は“クローン造血”と呼ばれる。健常人のクローン造血では、血

液がんのドライバー変異とされる DNMT3A, TET2, ASXL1 変異が約 70%を占めることが報告された

(Genovese, NEJM 2014; Jaiswal, NEJM 2014)。変異を獲得したクローン細胞に新たなゲノム異

常が加わることで、ゲノム異常の種類に応じたさまざまな血液がんが発生すると考えられる。こ

うした変異のある血液細胞は、多様な炎症細胞に分化する能力を維持している。最近では TET2

変異陽性の炎症細胞は動脈硬化疾患を増悪させることが報告されたことから (Jaiswal, NEJM 

2017)、TET2 変異陽性炎症細胞は血液

がんにとどまらず、広く疾病に関わ

っていると考えられる。また、固形が

ん患者の 25%において、末梢血に体細

胞変異がみられること、これらの患

者のがん組織にも低アレル頻度なが

ら変異アレルが同定されることが報

告された（Coombs, Cell stem cell 

2017）。そこで、固形がん組織には体

細胞変異を獲得した炎症細胞が浸潤していることが予想される（図 1）。 

申請者は、T 細胞リンパ腫を研究の専門領域としている。T 細胞リンパ腫の一つである血管免

疫芽球性 T 細胞リンパ腫のゲノム解析により、70%の症例で TET2 変異と G17V RHOA 変異が共在

していること（図 2, Sakata-Yanagimoto, Nat Genet 2014）、リンパ節病変の炎症細胞の一つで

ある B 細胞には腫瘍細胞と同じ TET2 変異

がみられる一方、G17V RHOA 変異は腫瘍細

胞に限局していることを明らかにした 

(図 3, Blood Cancer J 2017)。 

 

図 3 T 細胞リンパ腫に浸潤する炎症細胞(Ｂ細胞)における体細胞変異 

申請者は、これらの知見をもとに、さまざまながんにおける“体細胞変異のある炎症細胞”が

んの発症や維持にはたす役割を明らかにしたいと考え、研究を進めている。本研究においては、

固形がんの一つとしてメラノーマを対象に“体細胞変異のある炎症細胞”がんの発症や維持には

たす役割を明らかにすることとした。 



２．研究の目的 

クローン造血のモデルマウスにメラノーマ細胞株を移植する実験モデルを用いて、体細胞変

異のある炎症細胞ががんの進展に与える影響を明らかにする。 

 
３．研究の方法（図 4） 

TET2変異はクローン造血でみられる体細胞変異の中では 2番目に頻度が高く(Genovese, NEJM 

2014; Jaiswal, NEJM 2014)、上述のように血液がんでは Tet2 欠損炎症細胞が腫瘍の発症を支

持する微小環境細胞として働くという結果を得ている。そこで、本研究では炎症細胞特異的に

Tet2 遺伝子を欠損するコンデイショナルノックアウトマウスを用いた(Mx-CrexTet2f/f)。Mx-

CrexTet2f/fマウスおよびコントロールとしてTet2f/fマウスに4-6週齢時点でpI:pCを投与した。

Mx-CrexTet2f/fマウスではTet2遺伝子の欠損が誘導された(Tet2欠損マウス, data not shown)。 

メラノーマ細胞株 B16 を継代後、回収し、2x10*5E-1x10*6E/匹を Tet2 欠損マウスあるいはコ

ントロールマウス（8-12 週齢メス）の背部皮下へ移植した。経時的に腫瘤の大きさを計測し、

両群間の腫瘤サイズを比較した。腫瘤、および腫瘤形成時の骨髄、末梢血、脾臓中の炎症細胞の

分布を調べた。具体的には、腫瘤は 1000 m3に到達する前を目安に採取し、小断片に砕き、コラ

ゲナーゼおよび DNase をもちいて 37℃ 30 分処理して細胞懸濁液とし、ACK バッファーにより

溶血した。骨髄は phosphate buffered saline (PBS)を用いて骨髄組織よりフラッシュアウト

し、ACK バッファーにより溶血した。末梢血についても、ACK バッファーにより溶血した。脾臓

についても、PBS によりフラッシュアウト後、ACK バッファーにより溶血した。各種抗体とイン

キュベートした後、フローサイトメトリー(FACSAriaII)により分析し、FlowJo(トミーデジタル

バイオロジー)により解析した。 

図 4 メラノーマ細胞株 B16 を利用した実験モデル  

 

 

 

 

 

４．研究成果 

メラノーマ細胞株 B16 を Tet2 欠損マウスあるいはコントロールマウスの背部皮下に移植した

ところ、コントロールマウスでは移植後 12 日目から次第に腫瘤を形成するのに対して、Tet2 欠

損マウスでは移植後 16 日目から腫瘤を形成した。すなわち、Tet2 欠損マウスの炎症細胞は腫瘤

形成が遅延した（図 5）。 

次に、Tet2 欠損マウスあるいはコントロールマウスの腫瘍組織、末梢血、骨髄、脾臓由来の

細胞懸濁液について、フローサイトメトリーにより、骨髄球、B リンパ球、T リンパ球等の各系

統の炎症細胞分画の比率を調べた。腫瘍組織、末梢血および骨髄中では Tet2 欠損マウスとコン

トロールマウスでは、炎症細胞分画に違いはなかった（図 6、data not shown）。しかし、脾臓

においては、Tet2 欠 損マウスでは、骨髄由来抑制細胞（CD11b+Gr1+）と腫瘍関連マクロファ

ージ（CD11b+F4/80+）の細胞表面形質をもつ分画が減少していた（図 7）。 

これらの細胞は、直接的に腫瘍細胞に対して、あるいは間接的に T リンパ球などの免疫反応

を抑制することで、腫瘍細胞の増殖促進に働くことが知られる。そこで Tet2 欠損マウスではこ

れらの分画の減少によって直接的、あるいは間接的にメラノーマの増殖が抑制されたと考えら

れた。 

 



図 5 Tet2 欠損マウスあるいはコントロールマウスのメラノーマ細胞株 B16 の腫瘤組織の増殖曲

線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 Tet2 欠損マウスあるいはコントロールマウスの腫瘤組織の炎症細胞 

A 炎症細胞分画 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B フローサイトメトリーのデータ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図 7 Tet2 欠損マウスあるいはコントロールマウスの脾臓の炎症細胞分画 

A 炎症細胞分画 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B フローサイトメトリーのデータ 
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