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研究成果の概要（和文）：【目的】直腸癌放射線治療後の遠隔転移増加のメカニズム解明、抑制法開発のため、調節性
T細胞を中心とした免疫機構に注目し研究を行った。【方法】Balb/c ヌードマウスの直腸前壁を切開、後壁に癌細胞(H
T-29)5×106個を移植。移植後7日目から局所放射線治療群と非照射群で各免疫因子につき比較検討した。【結果】腫瘍
中Foxp3,Notch1,Jagged1 mRNA発現に差を認めなかった。腫瘍+放射線照射群では、Control群、腫瘍単独群と比較し脾
臓中のFoxp3が高い傾向を認めた。【結論】腫瘍に放射線治療を加えると血中Foxp3が上昇し免疫寛容誘導により、遠隔
転移が増加する可能性が示唆された

研究成果の概要（英文）：(Aim)To clarify the mechanisim of distant metastasis after radiotherapy for rectal
 cancer.(Methods)We used Balb/c nude mice. We cut anterior wall of rectum, and implanted HT-29 cells into 
posterior wall. Seven days after, we compared the several immune factors between radiation therapy group a
nd non-therapy group using RT-PCR and flow cytometric analysis.(Result)In radiotherapy group, Foxp3, Notch
1, Jagged1 mRNA ratio in tumor were not significantly increased compared with non-therapy group. Foxp3 rat
io in spleen tended to be higher in radiotherapy group, compared with control and non-therapy group.(Concu
lusion)In radiotherapy for rectal cancer, immune tolerance by Foxp3 up-regulation in blood may increase di
stant metastasis. Foxp3 may be a important factor to regulate distant metastasis in rectal cancer patients
 with radiotherapy or chemoradiotherapy.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 放射線による遠隔転移増加  
 直腸癌に対しては局所再発抑制と肛門温
存のために術前に放射線治療が行われてき
た。しかし最近の RCT 報告でも放射線治療
の局所再発率は 6.3%（非施行は 12.7%）で
あるが、全体の再発率は 31.7%で非施行 30％
と差を認めない（Ann Surg 2007）。このこと
は直腸癌に対する放射線治療によって局所
再発は制御されるものの遠隔転移が増加し、
結果的には生存率の改善に結びつかないと
いうことを示している。放射線治療の効果向
上のためには、直腸癌に対する放射線治療に
よって起こる遠隔転移増加のメカニズムお
よびその抑制法の開発が必要である。 
 
(2)腫瘍免疫における調節性 T 細胞 
 放射線治療によって起こる遠隔転移増加
のメカニズム解明のために、今回は腫瘍免疫
の特に調節性 T 細胞に注目した。免疫系は自
己反応性の細胞障害性 T 細胞 （cytotoxic T 
lymphocyte: CTL）の誘導を制御する、種々
の制御システムを備えており、その 1 つが調
節性 T 細胞（regulatory T cell: Treg 細胞）
である。Treg 細胞は CD25 および Foxp3 を
発現する CD4+T 細胞（CD25+FOXP3+ CD4 
T 細胞）で、Foxp3 は Treg 細胞の発生、分
化と機能を司る遺伝子である。我々は Treg
細胞と癌との関係について膵癌患者で末梢
血中 Treg 細胞数が上昇し、TNM stage と相
関することを報告し（Pancreas 2006）、平成
17 年度科学研究費補助金（萌芽研究）では大
腸 癌 肝転移 モ デルで 脾 摘によ り 肝 内
Foxp3mRNA の上昇することを確認した。遠
隔転移が成立するには局所で宿主の免疫応
答が抑制され免疫寛容状態で、Treg 細胞が転
移成立に重要な役割を果たしている可能性
があり、T リンパ球の活性化を人為的に制御
することが出来れば癌に対する免疫療法も
可能になると期待される。 
 
(3) Notch シグナル 
 我々は平成 18 年度科学研究費補助金（特
定領域研究）「Notch リガンドによる抗腫瘍
免疫療法の開発」で、Notch リガンドの一つ
である Delta1 と Notch2 の相互作用が CTL
を分化誘導するために必須であることを突
き止め、Delta1 を過剰発現させた樹状細胞は
著明な抗腫瘍効果を発揮できることを明ら
かにし、CTL の機能発現に Notch2 シグナル
が非常に重要な役割を担っていることを明
らかにした。発癌や癌の進展に関与している
Notch シグナルが Treg 細胞のマスター遺伝
子である Foxp3 の発現を制御しており、を標
的とした Treg 細胞を制御の可能性も考えら
れる。 
 
 以上のことから放射線治療の効果向上を
目指し、放射線治療によって起こる遠隔転移
増加のメカニズムおよびその抑制法の開発

のため、Treg 細胞を中心とした免疫機構に注
目して研究を行うこととした。 
 
 
２．研究の目的 
(1)直腸癌に対する放射線治療によって局所
は制御されるが遠隔転移が増加し、結果的に
生存率の改善に結びつかない。これまで放射
線治療による遠隔転移増悪のメカニズム解
明とその抑制に関する研究は皆無であり、放
射線治療の効果向上のためには、そのメカニ
ズムおよび抑制法の開発は必要不可欠かつ
急務である。 
 
(2)腫瘍免疫（調節性 T 細胞、Notch シグナ
ル）に注目して局所の腫瘍と遠隔転移臓器の
免疫機構の変化に焦点を当て、調節性 T 細胞
制御によってTリンパ球の活性化を制御する
癌に対する免疫療法の観点から、放射線治療
によって起こる遠隔転移増加のメカニズム
解明およびその抑制を遺伝子とタンパクレ
ベルから目指すことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)放射線療法による免疫機構の変化の解明 
 放射線治療による局所（直腸）、末梢血中
および遠隔転移部位（リンパ節、肺、肝）に
おける免疫機構の変化を明らかにするため、
Balb/c ヌ ー ド マ ウ ス に 放 射 線 1.5Gy 
(150kv,5mA)/日，4 日毎，5 回照射を行った
群と非照射群で以下の項目を比較検討する。
放射線照射は実臨床に近づけるため、以前か
ら用いている shield box にマウスを入れ骨
盤部のみ照射する。 
 
① 免疫細胞因子（NK 細胞数、Treg 細胞数） 
② Treg 細胞の分化、生存に必要な因子
（Foxp3, IL-2, TGF-β, VEGF）  
③Notch 関連因子（リガンド（Delta, Jagged）
とターゲット遺伝子（Hes-1, Hes-5, PTα）） 
 
 以上の因子について局所（直腸）、末梢血中
および遠隔転移部位（リンパ節、肺、肝）そ
れぞれで、免疫細胞因子はFACS-scanを行い、
Treg 細胞の分化、生存に必要な因子、Notch
関連因子は mRNA を PCR で、タンパクレベル
での測定を Western blot 法、免疫組織化学
染色（抗 Delta1,3,4、Jagged1,2 抗体など）
で検討する。 
 
(2)放射線療法後の癌転移成立メカニズムの
解明 
 担癌同所性モデルに対する放射線治療に
よる局所癌組織および遠隔転移腫瘍組織の
免疫機構の変化を明らかにするため、以前に
も使用した HT-29（ATCC® Number: HTB-38）
のヒト大腸癌高転移株を用いた同所性モデ
ルで、腫瘍移植後 28 日目に肝転移、肺転移、
リンパ転移を確認している転移モデルを用



いる。Balb/c ヌードマウスの直腸前壁に切
開を加え、後壁に癌細胞（HT-29） 5ｘ106個
を移植する。移植後 7日目から上記同様に局
所放射線治療を開始する群と非照射群で比
較検討する。 

 
局所癌組織、遠隔転移腫瘍組織ならびに局所、
遠隔転移周囲の非癌部についても上記の免
疫細胞因子、Treg 細胞の分化、生存に必要な
因子、Notch 関連因子に関して、FACS-scan、
PCR、Western blot 法、免疫組織化学染色で
検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) RT(+)群は RT(-)群と比較して有意に
Tumor volume が小さかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 腫瘍中 Foxp3, Notch1, Jagged1 mRNA 発
現は両群間で差を認めなかった。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)腫瘍+放射線照射群(n=3、3.967±1.626)
では、Control 群(n=3、3.133±0.681)、腫瘍
単独群(n=3、3.633±0.666)と比較して脾臓
細胞中の Foxp3 が高い傾向を認めた。 
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