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研究成果の概要（和文）：がん患者のセンチネルリンパ節(Sentinel lymph nodes : SLNs)における免疫抑制病態が抗
腫瘍T細胞誘導に重要であるが、その構築機構は不明である。本研究は、がん細胞産生TGF-β1（Transforming growth 
factor beta 1）のがん免疫病態形成における意義を検討した。
その結果、がん微小環境でのTGF-β1増加は、DC機能低下や免疫抑制性細胞増加により腫瘍組織とSLNsに免疫抑制状態
を形成し、最終的に抗腫瘍CD8+T細胞誘導や腫瘍浸潤の低下を起こす。従ってTGF-β1が、がん免疫抑制病態形成に強く
関与し、がん治療効果増強の標的になることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In cancer patients, sentinel lymph nodes (SLNs) are crucial in the induction of 
antitumor T cells. However, in many cases, SLNs and tumors appear to be in immune-suppressive condition 
through mechanisms yet to be elucidated. In this study, the role of tumor-derived TGF-b1 in the 
generation of immunosuppressive microenvironments of tumors and SLNs was investigated.
These results demonstrate that overproduction of TGF-b1 is critical for the generation of 
immunosuppressive microenvironments in both tumors and SLNs, which may result in suppression of 
spontaneous antitumor CD8+ T-cell responses. Therefore, TGF-b1 is an attractive target for restoration of 
immunosuppressive condition in cancer patients.

研究分野： 腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫は、化学療法による長期生存例

が少なく、免疫療法が比較的奏効することか
ら免疫療法の改良が期待されている。最近の
培養抗腫瘍T細胞を投与する養子免疫療法で
は、多発転移巣をもつ進行悪性黒色腫に対し
ても、奏効率 70％以上で、長期生存の期待で
きる完全寛解が 20％以上の好成績が報告さ
れており、適切な免疫制御により高い治療効
果が得られることが判明している。しかし、
養子免疫療法は特殊な施設が必要となり、標
準治療にはなりにくい問題点を抱えている。
研究分担者・河上は、T 細胞が認識するヒト
悪性黒色腫抗原の単離同定に先駆的に成功
し、T 細胞によるヒト悪性黒色腫細胞の認識
機構の解明とともに、各種新しい悪性黒色腫
免疫療法の開発に携わってきた。悪性黒色腫
抗原の実体解明は、患者体内での抗腫瘍 T細
胞応答の測定を可能にし、臨床試験症例の免
疫学的解析を行ってきた結果、単純な悪性黒
色腫抗原ワクチンでの抗腫瘍効果は弱いこ
と、その原因として担がん生体の免疫抑制病
態が重要であることを明らかにし、免疫病態
の解明と改善法の開発が悪性黒色腫の免疫
療法の標準治療化に重要であることを示し
てきた(Nature Med 1998, J Exp Med 2006, 
Cancer Cell 2009 など)。 
近年、悪性黒色腫や乳癌では、センチネル
リンパ節(SLN)の転移状況の判定に基づいた
診療が進められているが、本来、センチネル
リンパ節は、がん組織からの腫瘍抗原や腫瘍
抗原を取り込んだ樹状細胞が流入して腫瘍
抗原特異的T細胞を誘導する重要なリンパ組
織である。また、センチネルリンパ節では転
移がないにもかかわらず、樹状細胞の障害や
免疫抑制性の制御性T細胞(Treg)の増加など
が報告されており、悪性黒色腫でも SLN にお
ける Treg の増加や IL10, COX2, Arginase な
どの mRNA の増加と予後不良との相関が認め
られている。しかし、がん組織から流入する
何 (分子や細胞）が SLN での免疫抑制病態の
形成にかかわるのか、どのようながん細胞、
あるいはがん微小環境に存在するどのよう
な細胞がSLNの免疫病態をきたす分子を産生
するのか、また実際に機能的に免疫抑制環境
となっているのかなど、SLN の免疫病態につ
いては十分に分かっていない。また、我々は、
ヒト悪性黒色腫細胞における BRAF や STAT3
シグナルの異常が様々な免疫抑制分子の産
生や樹状細胞の機能障害および Treg などの
免疫抑制性細胞の誘導を引き起こすこと、さ
らに悪性黒色腫細胞が産生する IL10, IL6, 
VEGF などのサイトカインは樹状細胞やマク
ロファージのSTAT3を活性化させることによ
り免疫抑制病態を起こすことを示してきた 
(J Exp Med, 2006, J Immunol 2011, 基盤研
究 C H21-H23)。しかし、抗腫瘍免疫応答に重
要なSLNにおける細胞分子病態の詳細は全く
不明である。 

そこで、本研究では、マウス・ヒト悪性黒色
腫移植マウスモデルを用いた解析、および悪
性黒色腫患者 SLN の免疫染色解析から、悪性
黒色腫により誘導されるSLNの免疫病態の誘
導機構と免疫病態の解明、および病態改善の
ための治療標的の探索と改善法の開発を目
指す。 
 
２．研究の目的 
本研究は、悪性黒色腫患者のセンチネルリ
ンパ節(Sentinel lymph node:SLN)における
免疫病態の細胞分子機構を解明することに
より、その改善法の開発を目指す。具体的に
は、各種免疫調節分子（サイトカインなど）
やシグナル分子の高発現・低発現のマウスや
ヒトの悪性黒色腫細胞株を作製し、マウス移
植後、最初にがん組織からのリンパ液が流入
するセンチネルリンパ節(SLN)の解析モデル
を作成する。そのSLNにおける自然免疫系(マ
クロファージや樹状細胞など)と獲得免疫系
（T 細胞や B 細胞）免疫細胞の動態解析、さ
らに悪性黒色腫患者SLN検体の免疫染色によ
る解析結果との比較により、病態改善のため
の治療標的の探索と改善法を提案する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、特にがん細胞が産生する TGF-
β1（Transforming growth factor beta 1）
のがん免疫病態形成における意義を検討し
た。また、がん細胞は、マウス悪性黒色腫が
使用できず、代わりにマウス大腸癌株 CT26
細胞を用いた。 
TGF-β1を増加させるため、マウス大腸癌細
胞株 CT26 に TGF-β1-cDNA を導入した TGF-
β1 高産生がん細胞株（CT26-TGF-β1）を、
コントロールとして空ベクターを導入した
がん細胞株（CT26-Mock）を作製した。そし
て、それぞれのがん細胞株を Balb/c マウス 
の臀部に皮下移植し腫瘍を作成した。移植後
10 日目に腫瘍組織周囲にインジゴカルミン
を注射し、染色されたリンパ節をセンチネル
リンパ節（Sentinel lymph nodes : SLNs）
として同定した。同時に腫瘍組織内及び SLN
ｓ内の免疫動態を Flow Cytometer を用いて
樹状細胞(DC)、抑制性 T細胞(Treg)、骨髄由
来免疫抑制細胞(MDSC)などの頻度数や発現
分子を解析した。さらにそれぞれの細胞の機
能を産生サイトカインのELISA法により解析
した。 
 
４．研究成果 
（１）腫瘍産生 TGF-β1は免疫機構を通じて
in vivoでの腫瘍増殖を助長する。 
 CT26-TGF-βは CT26-MOCK に対して 30倍以
上 TGF-βを培養上清中に産生した。これらの
細胞株を Balb/c マウスの臀部に移植したと
ころ、移植後 10-14 日後の血清中の TGF-β濃
度は、両者間で有意な差を認めなかった。こ
のことより、このマウスモデルは SLN や腫瘍
内などの局所では TGF-βが高濃度になるが、



全身的には影響を及ぼさないモデルである
ことが示唆された。In vitro での増殖は
CT26-TGF-βは CT26-MOCK に比べ80％程度に
抑制されたが、Balb/c マウスに移植すると
14 日目以降に有意な差を持って増殖亢進が
認められた。この増殖亢進は、免疫不全マウ
ス NOD/SCID に移植した時には認められなか
ったため、がん細胞の産生する TGF-βは免疫
学的機序で特にT細胞を介し腫瘍の増殖を助
長していることが示唆された。(図１)  

 
（２）腫瘍産生 TGF-β1による腫瘍組織内の
免疫抑制 
 （１）の機序の解明のため、まず腫瘍組織
内の免疫細胞の解析を行ったところ、
CT26-TGF- β 1 移 植 群 で は 、 樹 状 細 胞
（dendritic cells : DCs）の数、MHC クラス
II と副刺激分子 CD80 の発現が抑制され、免
疫抑制活性をもつ制御性 T細胞（regulatory 
T cells : Tregs）や骨髄由来免疫抑制細胞
（ myeloid derived suppressor cells : 
MDSCs）が増加し、CD8＋T 細胞の浸潤は有意
に減少していた。(図 2) 
 

 
（３）腫瘍産生 TGF-β1 による SLNｓ内の免
疫抑制 
次に、がん組織からリンパ管を介して様々

な影響を受ける SLNs の免疫細胞を解析した
ところ、CT26-TGF-β1 移植群では MDSCs や
Tregs が有意に増加していた。(図３) 
 
 

また、CT26-TGF-β1移植群の SLNs の DCs
は PD-L1（Programmed cell death 1 ligand 1）
を発現し、CD80 発現や TNFα 産生能は低下
し、機能的に T 細胞刺激能が減弱していた。
(図 4)  

 
 
さらに、SLNs の腫瘍抗原特異的な T 細胞の
誘導も有意に抑制されていた。(図 5) 

 
 
これらの結果から、がん微小環境における

TGF-β1 の増加は、DC の機能低下や免疫抑
制性細胞の増加により腫瘍組織とSLNsに免
疫抑制状態を形成し、結果的に抗腫瘍 CD8
陽性 T 細胞誘導の減弱や CD8+T 細胞の腫瘍
浸潤が低下することが判明した。よって、
TGF-β1 はがん免疫病態の形成に関与する
可能性が示され、がん治療の効果増強のため
の標的となり得ることが明らかになった。 

 
（４）ヒト悪性黒色腫患者の SLNs 組織にお
ける免疫学的解析 
 最後に、ヒト悪性黒色腫患者のセンチネル
リンパ(SLN)節の免疫状態を評価した。転移
陽性 SLN、転移陰性 SLN、転移陰性の
non-SLN(対照群)の三種のリンパ節において、



T 細胞、樹状細胞、マクロファージのマーカ
ーについて免疫染色を行った。その結果、転
移陰性 SLN、及び転移陽性 SLN では、対照
群に比べて、Foxp3/CD3 比が高く、CD86 が
低い傾向があった。このことより、転移前で
も SLN は、Treg の増加、マクロファージ、
樹状細胞の抑制などの、免疫抑制が既に働い
ている可能性が示唆された。 
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