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研究成果の概要（和文）：Herpesvirus entry mediator (HVEM)の腫瘍における役割を検討した。RNA干渉法を用いて腫
瘍のHVEM発現をノックダウンしたところ、腫瘍細胞の細胞周期停止が誘導され、増殖能が抑制された。マウス皮下腫瘍
モデルにおいても、HVEMノックダウンによって、腫瘍増殖が有意に抑制された。摘出した腫瘍を免疫染色で検討したと
ころ、HVEMノックダウン腫瘍ではコントロール治療を行った腫瘍に比べKi67陽性率が有意に低く、腫瘍浸潤CD8+リンパ
球数が有意に多かった。以上の結果から、HVEMノックダウンにより細胞周期停止による増殖抑制と腫瘍局所での抗腫瘍
免疫が誘導されることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the functions of herpesvirus entry mediator (HVEM) in vitro and in
 vivo using the small interfering RNA (siRNA) silencing technique. HVEM gene silencing significantly inhib
ited cancer cell proliferation through cell cycle arrest in vitro. HVME gene silencing significantly inhib
ited tumor growth in mice models. The percentage of Ki-67-positive cells was found to be significantly dec
reased in tumors treated with HVEM siRNA compared with control specimens. In tumors treated with HVEM siRN
A, CD8+ lymphocytes infiltrating into the surrounding are of the tumor were found to be significantly more
 abundant compared with control specimens. The antitumor effect of HVEM blockade was associated with reduc
ed cell proliferation activity and the induction of CD8+ cells.
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１．研究開始当初の背景 
  
 新規抗癌剤や分子標的治療などの
開発により近年の癌治療は飛躍的な
進歩をとげ、多くの癌腫において治療
成績の向上が認められる。しかしなが
ら、食道癌をはじめとする難治性消化
器癌では今なお切除不能進行症例が
多く、また治癒切除後であっても再発
の頻度が高く、十分な治療成績が得ら
れていないのが現状である。したがっ
て、これら癌腫の大幅な予後改善のた
めには、新たな観点からの治療法の開
発が望まれる。近年、新たな癌治療戦
略として免疫療法が注目されている。
T 細胞不活化経路は免疫応答の終息、
恒常性の維持、過剰免疫の抑制など、
生体にとってきわめて重要な機能を
有している。これまでの基礎研究によ
って、T細胞不活化経路は腫瘍の免疫
回避機構において重要な役割を担っ
ており、さらには臨床的にも重要な意
義を有することが明らかとされてき
た。さらに近年では、T細胞不活化経
路を阻害するヒト型抗体（抗 CTLA-4
抗体、抗 PD1 抗体、抗 PD-L1 抗体）が
癌治療において臨床応用され、その有
用性が報告されるに至った。近年、新
た な T 細 胞 不 活 化 経 路 と し て
herpesvirus entry mediator (HVEM)
経路が見いだされた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、近年新たに発見された T
細胞不活化経路である HVEM 経路に着
目し、腫瘍における HVEM 経路の役割
を明らかにし、HVEM 経路阻害の新規
癌治療法としての有用性を検証する
ことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 ◎in vitro 実験系で腫瘍における
HVEM の役割の解明。ヒト食道扁平上
皮癌細胞株 TE-1、TE-6、マウス大腸
癌細胞株 colon26 の HVEM 発現を RNA
干渉法を用いてノックダウンし、MTS
アッセイ、FACS を行った。 
 ◎in vivo 実験系で腫瘍における
HVEM の役割の解明。マウス大腸癌細
胞株 colon26 を用いて皮下腫瘍モデ
ルを作成し、HVEM siRNA ないしはコ
ントロール RNA を腫瘍局所に投与し
た。また、摘出した腫瘍を病理組織学
的に検討した。 
 
 
４．研究成果 
 ◎in vitro 実験系で腫瘍における

HVEM の役割の解明。 
 MTS アッセイの結果、いずれの細胞
株においても、HVEM 発現ノックダウ
ン細胞株はコントロール細胞に比べ、
有意に増殖が抑制された（図１、2）。
FACSによる細胞周期解析の結果、TE-1、
TE-6 では HVEM ノックダウンにより
G2/M アレストが誘導されることが判
明した（図 3、4）。一方、colon26 に
おいては G1 アレストが誘導された
（図5）。いずれの細胞株においても、
アポトーシスの誘導は認められなか
った。以上の結果からは、HVEM は腫
瘍細胞の増殖に直接的に関与するこ
とが示唆された。 
 

 図 1 MTS アッセイ（TE-1、TE-6） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図 2 MTS アッセイ（colon 26） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図 3 細胞周期解析（TE-1） 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 4 細胞周期解析（TE-6） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 5 細胞周期解析（colon 26） 
 
 
 
 
◎ in vivo 実験系で腫瘍における

HVEM の役割の解明。 
 腫瘍局所へ HVEM siRNA ないしはコ
ントロール RNA を 2 回/週×2週、計 4
回投与した。結果、HVEM siRNA 群で
はコントロール群に比して有意に腫
瘍の増大が抑制された（図 6）。治療
開始 2週間後に腫瘍を摘出し、病理組
織学的検討を行った。HVEM siRNA 投
与群ではコントロール群に比べ腫瘍
壊死の割合が有意に高かった（図7）。
また、HVEM ノックダウン腫瘍ではコ
ントロール群に比べ、Ki67 陽性率（図
8）が有意に低く、p27 陽性率（図 9）
が有意に高かった。さらに、HVEM ノ
ックダウン腫瘍では腫瘍浸潤 CD8+リ
ンパ球数が有意に増加していた（図
10）。Real-time PCR の結果、IL-2 や
INF-γの発現が HVEM ノックダウン腫
瘍で有意に上昇していた。以上の結果
から、HVEM ノックダウンにより細胞
周期停止による腫瘍増殖抑制と腫瘍
局所での抗腫瘍免疫が誘導されるこ
とが判明した。HVEM を標的とした治
療では、腫瘍抗原特異的 T細胞を活性
化・誘導するだけでなく、直接的な抗
腫瘍効果が得られる可能性があり、強
力な抗腫瘍効果が期待できるものと
考えられる。 
  
 
 
 
 

  図 6 腫瘍サイズの変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
  
 

    図 7 腫瘍内壊死割合 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     

    図 8 Ki67 陽性率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    図 9 p27 陽性率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

    図 10 腫瘍浸潤 CD8+リンパ球数 
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