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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、がん微小環境における間葉系幹細胞(MSC)の免疫学的役割を解析した。骨髄由来
のMSCはがん局所に遊走し、がん細胞の増殖を増長させている可能性がマウスモデルを用いて
示された。ヒトMSCはIL6,VEGFなどの免疫抑制分子を産生し、樹状細胞を抑制して免疫抑制を
誘導している事も分かった。以上より、担癌生体では骨髄由来のMSCががん局所で免疫抑制を
誘導している事、MSCが治療ターゲットとなりうることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we evaluated the immunological roles of mesenchymal stem cells (MSC) in 
cancer microenvironment. GFP chimeric mouse models showed that bone marrow-derived 
MSC migrated to caner tissues and augmented the tumor growth. Human MSC inhibited 
dendritic cells functions through the production of a variety of immunosuppressive 
cytokines such as IL6 and VEGF. These results suggested that MSC induced caner immune 
evasion in the cancer microenvironment and can be an attractive target for the restoration 
of immune competence of cancer patients.  
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１． 研究開始当初の背景 

近年、ヒト腫瘍抗原が同定され、様々な

がんワクチン（能動免疫法）の臨床試験が実

施されたが、期待されたほど十分な効果は認

められていない。しかし、能動免疫法では効

果がなかった抗原でも、その抗原特異的な培

養T細胞を投与する養子免疫療法を行った場

合には、RECIST 基準で奏功率 72％という

劇的な治療効果も報告されている(Dudley 
ME et al. J Clin Oncol 26 5233-9 2008)。こ
れらの臨床試験の比較、解析から、能動免疫

法の抗腫瘍効果が十分でない原因の一つは、

担がん生体における免疫抑制的な環境が引

き起こす腫瘍免疫逃避であると考えられて

いる。そこで、本研究申請者の所属する慶應

義塾大学医学部先端医科学研究所では、この
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腫瘍免疫逃避を克服するために、がん細胞に

よる各種免疫細胞への作用を解析し、がん微

小環境における免疫抑制の分子機構を明ら

かにしてきた。 
特に、本研究申請者は、免疫療法前の腫

瘍の GeneChip解析で、治療抵抗性への関与
が示唆されているWnt/β-catenin経路の腫瘍
における活性化の意義を研究してきた。その

結果、腫瘍におけるWnt/β-catenin経路の恒
常的活性化は、IL10などの免疫抑制物質の産
生を誘導し、それによって、樹状細胞

(DC:dendritic cell)や抗腫瘍細胞傷害性 T細
胞（CTL）の機能低下を起こすことで、腫瘍
免疫逃避の根源的な原因となっていること

を明らかにした。また、β-catenin 阻害剤に
よる免疫抑制の解除と免疫療法の効果増強

の可能性を示した。 
一方 腫瘍組織においては、間質細胞が

がん細胞の進展に関与するとの報告がある

が、間質細胞による免疫細胞への作用、ひい

ては、がん細胞と免疫細胞と間質細胞の三者

の相互作用については、まだほとんど研究さ

れていない。最近、腫瘍間質細胞には、骨髄

由来間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell: 
MSC)がかなり含まれており、がん細胞の転
移などに関与することが報告されている

（Chiba H et al. Stem cells 26 2523 2008, 
Karnoub A E et al. Nature 449 557 2007）。
以前から、培養された MSC には免疫抑制作
用が報告されており、造血幹細胞移植時の急

性 GVHD の治療を目的に臨床の場でも使用
されている(Le blanc K et al. Lancet 37 
1579 2008)ほどであるが、腫瘍組織中のMSC
の免疫細胞への影響については全く報告が

ない。 
当研究室では、最近、癌細胞が上皮間葉

転換(EMT)を起こして転移するときには、
様々な免疫抑制性サイトカインや免疫抑制

性細胞を誘導して、免疫抑制環境を構築し、

転移を促進することを見いだした（Kudo et 
al. Cancer cell 2009）。興味深い事に、研究
申請者は、EMT をおこした癌細胞が産生す
る免疫抑制因子は、培養 MSC が産生する因
子とほぼ同等であることを見いだした。さら

に、申請者の行った予備実験では、培養MSC
をがん細胞と同時に移植することにより、腫

瘍増殖が促進されることを確認した。したが

って、腫瘍組織における免疫抑制環境の構築

には、がん細胞だけでなく、MSC も含んだ
間質細胞も関与している可能性が高く、その

解除のためには、申請者がこれまでの研究で

示してきたようながん細胞を標的とした治

療に加えて、間質細胞を標的にした治療法の

開発が重要であると考えられた。 
また、これまで、MSC は骨髄単核球を

数週間培養した後の付着細胞としてしか分

離できず、培養操作を経ているため、それが、

必ずしも生体内の MSC と同等である保証は
なかった。最近、我々が共同研究を行ってい

る慶應義塾大学生理学教室では、2 つの抗体
を用いて、マウス及びヒトの MSC を従来の
数十万倍に濃縮し、培養操作を経ないで直接

骨 髄 か ら 分 離 す る 方 法 を 開 発 し た

（Morikawa S et al. Biochem Biophys Res 
Commun 379 114 2009）。この方法を用いれ
ば、より生体内の状態に近いMSCを用いて、
MSC が腫瘍免疫応答に与える影響を解析で
きると考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、がん組織の間質細胞、特に

骨髄由来の間葉系幹細胞 (mesenchymal 
stem cell: M S C )が各種免疫細胞に対して
及ぼす作用、また、がん細胞・免疫細胞・間

質細胞の三者の相互作用を検討し、がん微小

環境における免疫抑制の分子機構を解明す

る。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスMSCの分離および培養 
マウス骨髄を乳鉢を用いて粉砕し、更にコ

ラゲナーゼ処理を 37度で一時間行い、CD45
および TER119陰性分画の中で、Sca-1および
PDGFRα陽性の分画をセルソーターを用い
て分離した。分離した細胞(PαS細胞)は、
MEMα +GlutaMax +10%FCSで培養した。 

 
(2)ヒトMSCの分離法 
ヒト骨髄球を二種類のマーカーで染色し

セルソーターを用いて分離した。分離した細

胞は DMEM+10%FCS+bFGF(20ng/ml)で培養
した。 
 
(3)GFPキメラマウスの作製、腫瘍の移植 
まず EGFPマウス骨髄をコラゲナーゼ処理

し骨髄球を採取する。もしくはさらに上記の

方法でMSCを分離する。野生型 C57BL/6マ
ウス(WTマウス)の骨髄からも骨髄球を分離
する。GFP‐血球キメラマウスは、10.5Gyの
放射線照射されたWTマウスに、上記 EGFP
マウス由来骨髄球を静注移植することで作

製し、約 60日後、血球の 90％以上が EGFP
を発現していることを FACSで確認している。



GFP‐MSCキメラマウスは、10.5Gyの放射線
照射されたWTマウスに、上記 EGFPマウス
由来MSCおよびWTマウス由来骨髄球を静
注移植することで作製した。腫瘍を移植する

場合は側腹部に 5x105の癌細胞を移植した。

MSCを移植する場合は 2.5x105個移植した。

移植 2週間後に腫瘍を摘出、コラゲナーゼ処
理後 FACSを用いてMSCを解析した。 
 
(4)癌細胞 
MC38、B16などの癌細胞株は ATCCより購
入し、RPMI1640+10%FCSで培養した。  
 
(5)サイトカインの濃度測定 
MSCを 24時間培養液中で培養しその上清中
に含まれるサイトカインをBioplex(Biorad社)
を用いて網羅的に解析、測定した。 
 
(6)ヒト樹状細胞の誘導 
健常人より末梢血を採血し、フィコール遠

心分離法で単核球を分離、CD14磁気ビーズ
(Miltenyi社)を用いてCD14陽性単核球を分離
した。この細胞を GM-CSF (100ng/ml)と IL-4 
(50ng/ml)存在下で 6日間培養し樹状細胞に分
化させた。MSCが樹状細胞に与える影響を
解析するときは、この過程でMSCの培養上
清を 20％含む状態で培養した。Day6に LPS 
(1ug/ml)で刺激、24時間後に上清を回収し産
生されたTNFαや IL12をELISAで測定した。 
 

４．研究成果 

(1)培養MSCは腫瘍の増殖を促進する。 

MSC が腫瘍の悪性形質の一つである増
殖に影響を与えるかを in vivo で評価した。
PDGFRα＋, Sca1＋細胞(PαS 細胞)を MSC と
してマウス骨髄より分離、培養し、大腸がん

細胞(MC38)とともにマウスに皮下移植し腫
瘍の増殖を観察した。その結果、MC38はMSC
と共に移植された場合、単独で皮下移植され

た場合に比べて増殖が亢進することが分か

った(図 1A)。このことから MSC はがんの増
殖に対して何らかの影響を与えていること

が示唆された。また、この腫瘍中には、移植

から二週間後でも GFP陽性のMSC由来の細
胞が存在することが分かった。(図 1B) 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)MSCはがん局所に遊走する。 
がん局所に骨髄由来の MSC が移動して

くるかどうかについて 2種類のマウスモデル
を構築し検討した。最初のマウスモデルでは、

GFP マウスの骨髄をコラゲナーゼ処理し
MSC をより多く回収した状態で野生型(WT)
マウスに移植し、骨髄由来の MSC 及び血球
が GFP で標識されているマウス(GFP-血球キ
メラマウス)を作製した。このマウスに悪性黒
色腫、肉腫、大腸癌など各種マウスの癌細胞

株を皮下移植し、腫瘍が増大した時点で組織

中の GFP 陽性かつ MSC マーカー陽性
(PDGFRα, Sca1)細胞の割合を FACSにて測定
した。その結果、大腸癌細胞株および悪性黒

色腫で骨髄由来 MSC が腫瘍中に遊走するこ
とが分かった(図 2A)。 

2 つめのマウスモデルでは、GFPマウス
より骨髄MSC (PDGFRα+, Sca1+)を、WTマウ
スより骨髄細胞を採取し、WT マウスに骨髄
移植しMSC由来の細胞のみが GFPでマーキ
ングされたキメラマウスを作製した。このマ

ウスに大腸がん細胞を皮下に移植したとこ

ろ、2-3週間後に腫瘍局所に GFP陽性細胞を
認めた(図 2B)。このことからも、骨髄由来の
MSC が癌局所に移動していることが分かっ
た。 

図 1:MSC(PαS 細胞)は腫瘍組織内で癌増
殖を促進する  (A)PαS と共移植された
MC38 がん細胞は増殖が促進した。 (B)腫
瘍組織内には GFP 陽性の PαS 由来の細胞
が認められた。 
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今後、これらのがん局所の MSC の遺伝
子プロファイルを GeneChip などを用いて網
羅的に解析し骨髄 MSC と比較、がんの悪性
形質にどのように影響を与えるかを解析す

る。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (3)MSCはがん局所で癌細胞と融合する。 
上記の図 2Aの悪性黒色腫細胞株 B16を

用いたモデルでは、腫瘍中の GFP 陽性 MSC
細胞をソーティングし培養した。その中の 1
クローンは DNA 含有量が B16 と骨髄 MSC
の合計に等しかった。さらに、GFP陽性であ
るが、メラノサイト特異的蛋白である gp100
が陽性であった(図 3)。以上のことからこのク
ローンは B16と骨髄由来 MSCの融合細胞で
あると推測された。このことから、骨髄中の

MSCはがん局所に移動しかつ、一部はがん細
胞と融合する可能性が示唆された。今後この

ような融合細胞ががんの微小環境中でがん

細胞の悪性形質にどのように影響を及ぼす

かを解析していく予定である。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)ヒトMSCは免疫抑制物質を産生し、樹状
細胞を抑制する。 
 ヒトの骨髄より二つのマーカーを用いて

MSCをソーティングし数種類のMSCクロー
ンを作製、産生しているサイトカインを測定

したところ、特に IL6、VEGF、MCP-1 など
がどのクローンでも高産生されていた。ヒト

MSC が樹状細胞に与える影響を評価するた
めに、MSCの培養上清を 20%含む状態でヒト
単球を樹状細胞に分化させ LPS で刺激し産
生されるサイトカインを測定した。IL12 や
TNFα などの炎症性サイトカインは MSC の 
上清の添加により減少し、免疫抑制性サイト

間である IL10の産生は増加した(図 4)。以上
の結果より、本マーカーでヒト骨髄球より分

離された培養MSCは樹状細胞の機能を抑え、
免疫抑制を誘導する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2: MSC(PαS細胞)は骨髄から癌組織局所
に移動する (A) GFP-血球キメラマウスに皮
下移植された B16メラノーマ組織内、および
MC38大腸がん組織内には GFP陽性の PαS
細胞が存在する。(B) GFP-MSCキメラマウ
スに皮下移植された MC38 大腸がん組織内
には GFP陽性の PαS細胞が存在する。 

ゲート:Sca1+, PDGFRα+ 

ゲート:Sca1+, PDGFRα+ 

A 

B 

B16 

MC38 

ゲート:Sca1+, PDGFRα+ 

図 3: がん組織内でMSCと腫瘍細胞は融合する
(A) B16、培養GFP-PαS、GFP-PαSと B16の融
合細胞(GFP-PαS/B16)のGFPおよびgp100の発
現を免疫染色で解析した。B16では gp100のみ、
GFP-PαSではGFPのみ、融合細胞ではGFPと
gp100両方の発現がみられた。 

図4: ヒトMSCは樹状
細胞の活性化を抑制す
る 
ヒト MSC の各クロー
ン(A-2~C30)の培養上
清は LPS 刺激による
樹状細胞からの IL12、
TNFα の産生を抑制
し、IL10の産生を増加
させる。 
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