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研究成果の概要（和文）：本研究は、免疫のヘルパー作用を有すると考えられてきたCD4陽性細胞の中で、新規
に認識されつつある直接細胞傷害活性を有するCD4陽性キラーT 細胞（CD4+CTL）の肝癌腫瘍組織内での動態を明
らかにするものである。研究期間においてマウス肝癌細胞株BNL 1ME A.7R.1 （BNL）のマウス同所性肝癌モデル
を確立した。同時7色の多重染色を行えるTSA免疫組織化学染色を用いて、CD4+CTL、CD8+CTL、ヘルパーT細胞、
制御性T細胞、マクロファージといった免疫細胞の腫瘍内局在とポピュレーションを解析した。また、背景肝と
肝癌でのT細胞の局在の違いを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate the dynamics of CD4+ killer T cells (CD4+CTL) 
with direct cytotoxic activity in hepatocellular carcinoma tumor tissue, a newly recognized class of
 CD4-positive cells that have been considered to have helper activity in immunity. During the study 
period, we established a mouse orthotopic hepatocellular carcinoma model using the mouse hepatoma 
cell line BNL 1ME A.7R.1 (BNL). Using TSA immunohistochemical staining, which allows simultaneous 
7-color multiple staining, we analyzed the intratumoral localization and population of immune cells 
such as CD4+CTLs, CD8+CTLs, helper T cells, regulatory T cells, and macrophages. In addition, 
differences in T cell localization between background liver and hepatocellular carcinoma were 
identified.

研究分野：腫瘍免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌腫瘍組織において背景肝と腫瘍部で異なる免疫細胞が分布していることが明らかとなった。T細胞およびマ
クロファージにおいても、腫瘍の進展と制御において形態・役割の異なった細胞が存在し関与していることが示
唆された。白血球を遊走させるケモカインを制御することで、癌部にCD4+CTLを誘導するという新たな治療戦略
が考えられる。本研究成果は、再発を繰り返す予後不良な癌腫である肝細胞癌において新規の抗癌治療法の確立
に寄与するという社会的意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は再発を繰り返す予後不良な癌腫であり、集学的治療の開発が望まれている。一方、
近年 CD4 陽性 Tリンパ球のサブセットのうち、ヘルパーT細胞とは異なり細胞傷害活性を有する
CD4 陽性キラーT細胞(CD4+CTL)の存在が注目されている。しかしながら実際の腫瘍の増大・進展
に CD4+CTL が与える影響に関して、他の免疫担当細胞との関連を含めて明らかにしたものはな
かった。 

 

 
 

 
２．研究の目的 
本研究では、マウス同所性肝細胞癌モデルとヒト肝細胞癌組織を用いて、CD4+CTL の動態を経
時的に解析する。さらに、ケモカイン CCL3 による CD4+CTL を介した抗腫瘍活性の増強効果を明
らかにする。これによりケモカイン制御による新規の抗癌治療の確立が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 同時7色の多重染色を行えるTSA免疫組織化学染色を用い、CD4+CTL、ヘルパーT細胞、Treg、
CD8+CTL、マクロファージといった免疫細胞の腫瘍内局在とポピュレーションの変化を一枚の切
片上で網羅的かつ定量的に解析する。 
(2) 種々の大きさの患者肝癌組織を用いてヒト腫瘍内でも CD4+CTL および他の免疫細胞の動態
を 7色多重免疫染色で明らかにする。 
(3) マウスに CTX、白金製剤、5-FU による抗癌化学療法を行い、腫瘍内の免疫細胞の割合の変化
を観察する。 
(4) マウス、ヒトの上記肝癌組織に対して RNA を抽出し、次世代シーケンサーを用いて網羅的に
ケモカイン、免疫関連遺伝子の発現を解析する。 
(5) 申請者がこれまでに同定したケモカイン CCL3 を腫瘍へ局所投与し、腫瘍容量、腫瘍数を計
測し、さらに腫瘍内での CD4+CTL およびその他の免疫細胞の動態を観察する。 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
４．研究成果 
本研究では、マウス同所性肝細胞癌モデルとヒト肝細胞癌組織を用いて、CD4+CTL の動態を経
時的に解析した。さらに、ケモカイン CCL3 による CD4+CTL を介した抗腫瘍活性の増強効果を明
らかにする。これによりケモカイン制御による新規の抗癌治療の確立を目指した。 
 
（1） マウスの門脈よりマウス肝癌細胞株 BNL 1ME A.7R.1 （BNL）を注射することで、マウス同
所性肝癌モデルを確立した。 
これによって、経時的に肝腫瘍と周囲肝組織を採取し、 CD4+CTL およびその他の免疫細胞
の局在性と構成細胞の変化に関して、腫瘍進展の各経過において検討ができるようになっ
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（2） ヒト肝癌患者切除標本組織に関して、同時 7色の多重染色を行える TSA 免疫組織化学染色
を用いて、CD4+CTL、CD8+CTL、ヘルパーT細胞、制御性 T細胞（Treg）、マクロファージと
いった免疫細胞の腫瘍内局在とポピュレーションを解析した。 
 

（3） 肝癌領域と背景肝で CD4 と CD8 陽性細胞の局在に差異があることが分かった。 
 

（4） 肝内には形態の異なる 2種のマクロファージが存在していることが判明し、それらの局在
の違いから、それぞれが肝腫瘍進展に異なる役割を有している可能性が示唆された。 
 

（5） さらに、肝癌治療中の患者血中の循環腫瘍細胞を検討したところ、免疫チェックポイント
阻害剤（ICI）による治療効果の有効性の有無により症例を分類した際、ICI 投与前後での
循環腫瘍細胞に差異があることが判明した。 
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<CCL3 受容体(CCR5)欠損マウスでは腫瘍内 CD4+CTL が減少し、治療後再発が多い> 

・腫瘍内における CD4+CTL の割合(%) ・CCR5 欠損マウスと野生型マウスに対する

抗癌剤 CTX 治療後の肝癌再発 
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