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研究成果の概要（和文）：本研究では乳癌の新規治療法開発のために、「乳癌線維化」に着目し、「①Hedgehog
(Hh)シグナル阻害剤が乳癌の線維化を抑制できるか、それに伴い②リンパ球組織浸潤が促進され免疫監視機構が
構築でき、抗腫瘍効果が増強されるか」検討を行った。しかし、乳癌細胞株MCF-7ではHhシグナル阻害剤で線維
芽細胞の線維化が十分には抑制されなかったため、現在は種々の乳癌細胞を用いて線維化の抑制の実験を行って
いる。一方で、HLA拘束性のalloCTL（細胞傷害性リンパ球）は首尾よく誘導できたので、Hhシグナル抑制剤によ
り線維化が抑制される細胞株を確認でき次第、免疫不全マウスを用いた治療実験に移行する予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused to the fibrosis of the breast cancer and evaluated
 whether Hedgehog (Hh) signaling inhibitor may decrease the fibrosis of the breast cancer as well as
 pancreatic cancer and whether the infiltration of lymphocytes to cancer tissue and anti 
tumor-effect may increase. However, we revealed that the fibrosis of fibroblast could not decrease 
by Hh inhibitor in MCF-7 cell line even in repeated experiments. Therefore, the experiments using 
other breast cancer cell lines are being performed. On the other hand, HLA-restricted allo CTL could
 be successfully induced. We will proceed the next step of therapy experiment using 
immunosuppressing mice as soon as we detect the useful cell line. 

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： 乳がん　癌線維化　Hedgehogシグナル　腫瘍浸潤リンパ球　細胞傷害性リンパ球　抗腫瘍効果　癌微小
環境　スキルスタイプ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Hedgehogシグナル阻害剤が乳癌の線維化を抑制し、それに伴い、免疫細胞の癌組織流入を亢進させ抗腫瘍効果に
つながる結果が得られれば、1)細胞性免疫惹起による免疫寛容状態の改善に寄与する。また、2)抗PD-1抗体など
の免疫チェックポイント阻害剤の奏功率向上に寄与（複合免疫療法）し、今後、乳癌の治療オプションが増える
可能性がある。さらに、3)乳癌線維化抑制に伴い、薬剤の組織内への浸透が増加し薬剤感受性が亢進する可能性
があり、Hh阻害剤と各種抗癌剤あるいは分子標的薬との併用療法の研究にも新たな道を開くことが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

我々は、平成 28-29 年度挑戦的萌芽研究「膵癌患者の免疫寛容改善を目指した Ptch1 ペプチドを

用いた膵線維化抑制療法の開発」の研究で、Hedgehog(Hh)阻害剤 Ptch1 ペプチドが、高度の線維

化が認められる膵癌で線維化を抑制し、それに伴い膵癌組織に浸潤する活性化リンパ球数が増

加し抗腫瘍効果が増強する結果を得た。乳癌においても膵癌同様に硬癌など線維化を著明に呈

する癌腫が存在する。しかし、乳癌ではホルモン受容体や HER2 受容体発現の有無の観点から治

療法開発研究が行われることが多く、「線維化抑制」という組織学的観点から治療法開発が行わ

れることは少ない。本研究では乳癌の新規治療法開発のために、「乳癌線維化」に着目し、「①Hh

シグナル阻害剤が乳癌の線維化を抑制できるか、それに伴い②リンパ球組織浸潤が促進され免

疫監視機構が構築でき、抗腫瘍効果が増強されるか」の２点に焦点をあてて研究する。 

 

２．研究の目的 

本研究は、「Hh シグナル阻害により乳癌の線維化を抑制しリンパ球流入を促し、乳癌患者に免疫

監視機構を構築し抗腫瘍効果を増強する」ことを主目的とする。 

 

３．研究の方法 

１、Hh シグナル阻害剤による乳癌間質線維化抑制の検証 

膵癌細胞株を用いた研究(Oyama Y et al, J Immunother, 2020)と同様にして、乳癌細胞株 MCF-

7 あるいは HCC1937 と線維芽細胞を免疫不全マウス(NOD-SCID)に異種移植する系を用いる。GLI1 

siRNA あるいは SMO siRNA を導入した乳癌細胞株を使用する系、あるいは、腫瘍形成後に Hh 阻

害剤（シクロパミン、Ptch1 ペプチド）を局所または腹腔内に投与する系を用いて腫瘍形成マウ

スを作成して、形成された腫瘍の腫瘍径計測、免疫染色(-SMA、Masson trichrome)を行い Hh 経

路阻害剤が乳癌の増殖および間質線維化に及ぼす影響を検証する 

 

２、細胞傷害性 T リンパ球（CTL）誘導 

健常人より末梢血単核球を分離し、プレート付着分画（単球）に GM-CSF 及び IL-4 を加えて未熟

樹状細胞(immature dendritic cell;iDC)を誘導する。iDCに乳癌細胞株 MCF-7の壊死腫瘍 lysate

を加え共培養後、TNF-、INF-を加え腫瘍抗原認識成熟 DC を誘導する。一方、プレート非付着

分画（T リンパ球）を OKT3 固層化フラスコで IL-2 と共に培養し、活性化 T リンパ球を誘導す

る。このリンパ球と腫瘍抗原認識成熟 DC を共培養し、他家腫瘍抗原認識細胞傷害性 T リンパ球

(alloCTL)を誘導する。 

 

３、リンパ球浸潤促進に伴う抗腫瘍効果増強の検証（組織移植系） 

臨床応用を想定して手術時摘出新鮮乳癌組織（硬癌）を同所移植する系を用いて、免疫不全マウ

スに腫瘍を形成させる（Hh 阻害剤治療群および未治療コントロール群の２群作成）。続いて、上

記第 2 項と同様に作成した alloCTL を尾静脈より投与して、腫瘍の増殖能を解析し治療効果を

検証する。さらに、形成された腫瘍の免疫組織染色を行い、乳癌組織内に浸潤した CTL を CD3、

CD8 で染色し浸潤細胞数を計測して比較検討する。 

 

４．研究成果 

１、MCF-7 に Hedgehog 阻害剤を添加して、繊維芽細胞の線維化にどのような影響を及ぼすかを

Hedgehog 阻害剤シクロパミンを用いて検討した。MCF-7 では Hedgehog シグナルが活性化してい

ることが既に分かっている。膵癌で用いた結果を参考にして、シクロパミンは 0,1,10 マイクロ

モラーの濃度を使用した。線維化の評価は、western blot 法による蛋白定性で、Fibronectin 抗

体、alpha-SMA 抗体を用いた。その結果、MCF-7 細胞のみでは Fibronectin、alpha-SMA は全く発

現していないことが分かった（A）。また、TIG にシクロパミンを投与した場合（B）、TIG に、シ

クロパミンを加え培養した MCF-7 の培養上清を添加した場合(C)を検討したが、シクロパミンの

投与は、MCF-7 との共培養においては、繊維芽細胞の線維化に大きな影響を及ぼさないことが分

かった。膵癌とは違って、乳がん細胞株 MCF-7 では、Hedgehog 阻害剤による線維化抑制は軽度



である可能性が考えられた。今後は、さらに乳がん（硬癌）細胞株あるいは臨床検体を使用して、

Hedgehog 阻害剤を使用して、繊維芽細胞の線維化への影響を確認する予定である。実験結果が

我々の想定通りではなく、Hedgehog 阻害剤による癌細胞/繊維芽細胞の線維化抑制の確立に時間

を要している状況である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２、マウスでの治療実験が予定されていたため、alloCTL を作成できるか、検討を行った。MCF-

7 は、HLA のタイピングが不詳であったため、HLA-A24 と分かっている肺扁平上皮癌細胞株 Sq-1

を用いて、HLA-A24 拘束性の alloCTL を作成してみることとした。HLA-A24 の健常者由来の末梢

血単核球の単球分画に GM-CSF、IL-4 を加えて未熟樹状細胞を誘導した。Sq-1 の lysate を投与

後に、TNF-、IFN-を加え Sq-1 認識成熟樹状細胞を誘導した。これと同被験者の末梢血のリン

パ球とを共培養して Sq-1 認識 HLA-A24 拘束性 alloCTL を誘導した。その alloCTL と Sq-1 細胞

を In vitro で共培養した結果である（次ページ上段図）。E/T 比の依存性にリンパ球は細胞傷害

活性を示しており、この結果は、HLA-A24 拘束性の alloCTL が誘導されていることを示唆してい

る（*は p<0.05 を示す）。標的を HLA の match しない SBC-5 に変更すると、細胞傷害活性の E/T

比依存性が消失することより、alloCTL の細胞特異性が証明できたと考えている（次ページ中段

図）。さらに、その alloCTL を免疫不全マウスに投与して治療を行った結果（次ページ下段図）、

治療を加えた（この場合は「PTPN3 を抑制した」）樹状細胞から誘導した alloCTL が有意にコン

トロールの（治療していない）樹状細胞から誘導した alloCTL より細胞傷害活性が高いことが示

される結果を得た。即ち、alloCTL の誘導は確認できたので、がん線維化抑制の実験系がうまく

確立できれば、マウスを用いて実験を開始する予定としている。 
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