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研究成果の概要：マウス低免疫原性悪性黒色腫に IL-23 を遺伝子導入した細胞株を用いて、そ

の抗腫瘍効果と腫瘍ワクチン効果における Th17 と制御性 T細胞の関連を、IL-17 ノックアウト

マウスを用いて検討した結果、Th17 の直接的な関連の裏づけはできなかった。これは、IL-23

が Th17 を誘導するという従来の見解とは違える結果であり、今後の悪性黒色腫およびその他の

固形腫瘍に対する、アジュバントとしての IL-23 の抗腫瘍免疫治療に対する重要な知見となり

える。また、同時に抗腫瘍効果を示す、IL-12、IL-21、および IL-27 においても IL-17 ノック

アウトマウスを用いて検討した結果、Th17 の直接的関与は見られなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍への免疫学的な治療の試みは、現
在臨床応用の段階を迎えている。近年、我が
国においても幾つかの臨床試験が試みられて
いるが、その効果においては未だ十分とは言
い難いのが現状である。悪性黒色腫は、皮膚
悪性腫瘍の中でも最も予後不良の腫瘍の１つ
であり、近年増加傾向にある。悪性黒色腫は、
古くから腫瘍関連の白斑がしばしば出現する
ことや、原発巣の自然消退現象がみられるこ
となどが報告されており、腫瘍に対する宿主
の免疫反応が臨床病態に強く関連しているこ

とが知られている。そのため、これまでに悪
性黒色腫に対する癌の免疫療法の基礎および
臨床研究が数多く成されており、その中には
確かな有効例が存在しているが、その奏効率
は低いと言わざるを得ない。そのため、悪性
黒色腫に対するより効果的で副作用の少ない
免疫療法の開発が望まれている。サイトカイ
ンはその単独使用だけでなく、他の抗腫瘍療
法のアジュバントとしてもその活躍が期待さ
れている。なかでも、 
interleukin(IL)-12は強い抗腫瘍活性をもつ
サイトカインとして全世界で研究が進められ、



実験動物モデルでは多種の腫瘍に対して腫瘍
拒絶を誘導できることが明らかにされてきた。
しかし、IL-12のヒトへの全身投与は体内の
interferon(IFN)-・の産生を著しく高めるた
め、全身性に強い副作用を生じ臨床応用への
大きな障害となっている。近年、IL-12と構造
的に相同性を有するIL-23とIL-27が相次いで
発見され、これらのサイトカインも抗腫瘍活
性をもつことが様々なマウスの腫瘍モデルに
おいて証明されてきた。申請者は、悪性黒色
腫に対するIL-23とIL-27の有効性を検討する
ため、低免疫原性マウス悪性黒色腫B16F10メ
ラノーマ細胞株に対して、それぞれのサイト
カインの遺伝子導入を行ない、それらが異な
る機序で抗腫瘍活性を発揮することをごく最
近報告した(Cancer Res. 66:6395-404, 2006)。 
特にIL-23の遺伝子導入株に関しては、同系マ
ウスの背部に皮下接種後約20日を経てから腫
瘍増殖抑制を認め、一部の腫瘍は退縮傾向も
示した。さらに、このIL-23の遺伝子導入株を
腫瘍ワクチンとして接種すると、腫瘍特異的
なB16F10マウスメラノーマ親細胞に対して予
防効果が誘導され、CD4+CD25+制御性T細胞を予
め除去しておくとその効果はさらに増強し、
完全な腫瘍拒絶が80%も認められることが分
かった。この効果はIL-27には認められず、
IL-23は今後の悪性黒色腫や転移性あるいは
進行癌などの低免疫原性腫瘍に対する免疫学
的治療に非常に有用である可能性が示唆され
た。 
 近年IL-23 は特殊なpopulationのT細胞
（IL-17 産生細胞:Th17）を誘導し、自己免疫
疾患や炎症性疾患発症に関与しているとい
う報告がある（J. Exp. Med. 201:233-240, 
2005）。従来のTh1 とTh2 という 2つの両極の
helperT細胞のほかに、Th17 という第 3 の極
を形成するhelperT細胞が存在することが相
次いで報告され、Th1 細胞誘導におけるIL-12
あるいはTh2細胞誘導におけるIL-4のように、
IL-23はTh17を誘導する重要なサイトカイン
として位置付けられるようになってきた。し
かしながら、IL-23 の抗腫瘍効果における
Th17 の役割は未だ明らかにされていない。興
味深いことに、上述のIL-23 遺伝子導入
B16F10 メラノーマ細胞のモデルにおいて、抗
CD4抗体処理によってあらかじめCD4+T細胞を
除去しておいたマウスに腫瘍を接種すると、
接種後約 20 日までは無処理群に比べて非常
に遅い腫瘍増殖を示すにもかかわらず、20 日
目以降は急速な腫瘍増殖を示すことを確認
している（未発表データ）。この腫瘍増殖動
態の変化は著しいものであり、IL-23 による
抗腫瘍効果においてCD4+T細胞が非常に重要
な役割を演じていることが推察される。
IL-23 がTh17 の強力なinducerであることを
考慮に入れると、腫瘍接種 20 日目以降の抗
腫瘍効果のエフェクター細胞として、Th17 が

関与している可能性も考えられる。また、
CD4+T細胞除去による腫瘍接種後約 20 日まで
の抗腫瘍効果増強作用は、近年の研究結果か
ら考えると、CD4+CD25+制御性T細胞の除去に
よる効果である可能性が高い。すなわち、
IL-23 による抗腫瘍効果には、CD4+T細胞中の
いずれかのpopulationが深く関与している
ことは明らかであり、特にTh17 および
CD4+CD25+制御性T細胞の両者が何らかの形で
関与している可能性が高いと考えてられる。
これらのことを明らかにすることによって、
今後の癌免疫療法におけるIL-23 の有効性を
最大限引き出すことが可能になるのではな
いかと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、IL-23による抗腫瘍効果におい
て、IL-17産生T細胞および制御性T細胞が、そ
れぞれどのような動態・役割を示すのか、そ
の誘導・機能において相互作用はあるのか、
について検討を行う。実際には、マウスの低
免疫原性腫瘍であるB16F10マウスメラノーマ
細胞を使用し、IL-23遺伝子導入株とcontrol
遺伝子導入株もしくは親細胞との比較におい
て、IL-17産生T細胞と制御性T細胞の抗腫瘍効
果への関連性と、IL-17産生T細胞と制御性T
細胞の抗腫瘍効果への相互作用を明らかにす
る。また、IL-23の腫瘍ワクチン効果について
の研究においても、IL-17産生T細胞と制御性T
細胞の関連性と相互作用を明らかにし、より
有効なIL-23による抗腫瘍免疫療法の開発に
つながる基礎データを得ること、さらには、
今後ヒトの悪性黒色腫や転移性癌もしくは進
行癌などの低免疫原性腫瘍に対するIL-23を
使用した免疫学的治療にも有用な研究である
ことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)IL-23遺伝子導入B16F10マウスメラノーマ
組織内浸潤細胞の解析 
 IL-23遺伝子導入B16F10マウスメラノーマ
細胞を同系マウスに皮下接種し、接種後の時
間を定めた定点にてそれぞれの腫瘍組織を摘
出して、RT-PCR用のRNA抽出を行う。組織から
抽出したRNAを用いて、CD4+T細胞、CD8+T細胞、
NK細胞、IL-17、IL-17受容体、foxp3に特異的
なプライマ−を用いてRT-PCRを行い、同様にそ
の発現が経時的にどのように変化しているの
かを確認する。 
(2)IL-23遺伝子導入B16F10マウスメラノーマ
腫瘍の所属リンパ節の検討 
 接種後の時間を定めた定点にてそれぞれの
腫瘍組織を摘出して、RT-PCR用のRNA抽出を行
う。組織から抽出したRNAを用いて、CD4+T細
胞、CD8+T細胞、NK細胞、IL-17、IL-17受容体、
foxp3に特異的なプライマ−を用いてRT-PCRを
行い、同様にその発現が経時的にどのように



変化しているのかを確認する。 
(3)IL-23による抗腫瘍免疫反応における
IL-17と制御性T細胞の関係 
 IL-17ノックアウトマウスに、IL-23遺伝子
導入B16F10マウスメラノーマ細胞の皮下接種
を行い、腫瘍組織および所属リンパ節を採取
する。組織をRT-PCRによって確認・定量し、
同系のワイルドタイプマウスと比較検討す
る。また、反対に抗マウスCD25抗体を投与に
よるCD4+CD25+制御性T細胞除去マウスに、
IL-23遺伝子導入B16F10マウスメラノーマ細
胞の皮下接種を行い、同様に腫瘍組織および
所属リンパ節を採取する。それぞれの組織内
におけるTh17あるいはIL-17の確認を、免疫組
織染色及びRT-PCRによって行い検討する。 
(4)IL-23の腫瘍ワクチン効果におけるTh17の
役割についての検討。 
 既に効果を確認している IL-23遺伝子導入
B16F10 マウスメラノーマ細胞の予防的ワク
チンの系おいて IL-17がどのような役割を果
たしているのか確認するため、以下の４つの
群を設定する。①腫瘍ワクチンの前のみ抗
IL-17 中和抗体を全身投与する群、②腫瘍ワ
クチンの前、および B16F10 親細胞をチャレ
ンジする前の両方に抗 IL-17中和抗体を全身
投与する群、③B16F10 親細胞をチャレンジす
る前のみに抗 IL-17中和抗体を全身投与する
群、④コントロール群。親細胞チャレンジ後
の腫瘍径を経時的に測定し、コントロール群
と比較を行う。 
(5)Th17 の IL-12、IL-21 および IL-27 におけ
る抗腫瘍効果での役割の検討 
 IL-17 ノックアウトマウスもしくはワイル
ドタイプマウスに IL-12、IL-21 および IL-27
それぞれの遺伝子導入した B16F10 マウスメ
ラノーマ細胞株を皮下接種し、その成長曲線
を比較し検討した。 
４．研究成果 
(1)IL-23遺伝子発現ベクターもしくは
controlベクター遺伝子を、遺伝子導入した
B16F10マウスメラノーマを、同系マウスおよ
びIL-17ノックアウトマウスの皮下に接種し、
腫瘍径と生存率を比較検討した。IL-23遺伝子
発現による抗腫瘍効果はIL-17ノックアウト
マウスにて有意な差は認められず、IL-23の抗
腫瘍効果にIL-17は直接的には関与していな
いかもしれないことが考えられた。 
(2)同様に皮下に接種した腫瘍の組織および
リンパ節を、経時的に摘出し、RT-PCRにてサ
イトカインなどのプロファイリングを施行し
た。ここでも有意な差は認めなかった。 
ここで、IL-23はこれまでIL-17を分泌する
Th17との関連性が着目されてきたが、このモ
デルでの腫瘍免疫では、直接的に関与しない
ことが分かり、今後のIL-23を抗腫瘍免疫療法
のアジュバントとして使用することへの重要
な足がかりなると考えられる 

(3)同様にIL-21遺伝子発現ベクターを遺伝子
導入したB16F10マウスメラノーマを、同系マ
ウスおよびIL-17ノックアウトマウスの皮下
に接種し、腫瘍径と生存率を比較検討した。
ここではIL-17ノックアウトマウスに接種し
た腫瘍が、より抗腫瘍効果を示した。これは
IL-21の抗腫瘍免疫反応にはTh17がなんらか
の関連を示す結果であり、IL-21に関しては、
欧米にて癌治療における臨床的治験も始まっ
ており、重要な意義を持つと考えられる。 
(4)抗CD25抗体を接種し、CD4+CD25+制御性T
細胞を除去した、IL-17ノックアウトマウスも
しくはワイルドタイプマウスに,それぞれマ
イトマイシン処理したIL-23発現遺伝子を導
入したマウスメラノーマを、先に皮下にワク
チン接種し、その後に別の場所に同種マラノ
ーマの親細胞を接種し、その腫瘍の成長曲線
を検討した。IL-17ノックアウトマウスではワ
イルドタイプマウスと同様にワクチン効果が
著しく観察された。腫瘍拒絶も見られたこと
より、IL-23と制御性T細胞の除去で増加した
ワクチン効果は、IL-17との関連はないかもし
れないことが判明した。これは、Th17と制御
性T細胞が相互に抑制しあうという以前の報
告とは違う知見であった 
(5)IL-23の抗腫瘍免疫反応に、直接およびワ
クチン効果のどちらにおいても、Th17の関連
は否定的であった。そのため、他の抗腫瘍効
果を持つことが報告されているIL-12サイト
カインファミリーのIL-12およびIL-27にても
、抗腫瘍効果をもつそれぞれのサイトカイン
発現遺伝子導入マウスメラノーマをIL-17ノ
ックアウトマウスもしくはワイルドタイプマ
ウスに皮下接種し、その成長曲線を比較し検
討した。結果IL-23同様に、有意な差は認めな
かった。 
最近Th17は、免疫反応の場で様々な役割が

証明されており、抗腫瘍免疫反応においても
何らかの役割を担うことが予想される。今後
はそのTh17の腫瘍免疫での関わりを明らかに
することが重要な意義を持つと考えられる。     
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