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研究成果の概要（和文）：本研究では、NKT細胞の活性化と免疫抑制因子（一酸化窒素（iNOS））の発現制御を用い転
移性肺腫瘍モデルおよび腫瘍皮下接種モデルでの抗腫瘍効果の検討を行い、効果的な治療法の開発を目指した。マウス
悪性黒色腫細胞株を用いた転移性肺腫瘍モデルおよび悪性リンパ腫細胞株であるEG7細胞を用いた腫瘍皮下接種モデル
いずれにおいてもiNOSの発現を抑制することによりalpha-galactosylceramide（GalCer）の抗腫瘍効果が増強した。腫
瘍抗原特異的細胞性免疫が促進し、腫瘍の増大が抑制されたと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Alpha-garactosylceramide (GalCer) has anti-tumor effect in the basic research and 
clinical studies. However, anti-tumor effect of GalCer is limited. GalCer increases the production of 
IFN-γ which is involved in the suppression of tumor growth. On the other hand, the enhancement of IFN-γ 
production increases immunosuppressive factors such as nitric oxide (NO). This suppressive action might 
impair the anti-tumor effect. In the present study, we evaluated the anti-tumor effect of GalCer in the 
absence of inducible nitric oxide synthase (iNOS). In lung metastatic model, the number of tumor nodules 
in the lung of iNOS-KO mice treated with GalCer was significantly reduced compared with that in WT mice. 
The subcutaneous tumor experiments revealed that the administration of GalCer in the absence of iNOS 
expression enhanced the induction of tumor antigen-specific Th1 response. Our results indicated that the 
inhibition of iNOS expression could enhance the therapeutic efficacy of GalCer.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 本邦においてがんは死因の第一位であり、
その治療成績は決して十分なものとは言え
ないのが現状である。この原因として、がん
の遠隔臓器への転移が挙げられる。したがっ
て、がんによる転移巣を制御することは、生
命予後を改善する上で極めて重要なことで
あると考えられる。特に、転移性肺腫瘍およ
び肝腫瘍はその発生頻度も転移性腫瘍の中
では多く認められ、直接死因に関わることが
多い。NKT 細胞は、活性化により多量のサ
イトカインなどを産生するので、NKT 細胞
を 活 性 化 す る α -galactosylceramide
（GalCer）の感染症や腫瘍への、さまざ 
ま治療効果が報告されている(Vivier et al、
Nat Rev Immunol、2012. BerZins SP et al、
Nat Rev Immunol、2011)。一方、この GalCer
は、IDO や iNOS などの発現を増強すること
が知られている。特に肝臓内では、GalCer 投
与後に IDO の誘導が強く起こり、肝内の免
疫担当細胞に大きな影響を及ぼしているこ
とを申請者らは報告した。IDO や iNOS は、
リンパ球やNK細胞の増殖を抑制することに
より免疫の賦活化を抑える作用を有してい
るため、これらの発現の増強はがん細胞の宿
主免疫からの逃避機構に一役を買っている
と考えられている。そのため、GalCer によ
る NKT 細胞活性化を抗腫瘍免疫療法として 
用いる際、これらの免疫抑制因子を制御 
することが、より効果的な腫瘍免疫療法 
につながるものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、NKT 細胞の活性化と免疫抑
制因子（一酸化窒素（iNOS）やインドール
アミン酸素添加酵素（IDO））の発現制御を
用い転移性肺腫瘍モデルおよび腫瘍皮下接
種モデルでの抗腫瘍効果の検討を行い、効果
的な治療法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
１）野生型（WT）マウス、iNOS ノックアウ
ト（KO）マウスを用いて転移性肺腫瘍モデ
ルを作製する。転移性腫瘍モデルを作製する
ために、悪性黒色腫細胞株（B16-F10）を各
マウスへ経静脈的に移入した。がん細胞株移
入後、10 日にて GalCer 2 μg/マウスにて
腹腔内投与し、さらにその 2 週後に抗腫瘍効
果の判定を行った。抗腫瘍効果の判定は、肺
表面の転移巣の結節数を肉眼的に観察・カウ
ントすることにより行った。 
 
２）転移性肺腫瘍モデルを作製後、気管支洗
浄液（BALF）を回収して、BALF 内のリン
パ球の表現型をフローサイトメトリー法に
て検討した。腫瘍皮下接種モデルでは、腫瘍
内リンパ球を比重分離法で単離後、表現型を
フローサイトメトリー法にて検討した。 
 
３）転移性肺腫瘍モデルを作製後、肺でのサ

イトカインおよびケモカインの発現をリア
ルタイム RT-PCR 法にて検討した。 
 
４）WT マウスおよび iNOS-KO マウスを用
いて皮下腫瘍モデルを作製する。マウスリン
パ腫細胞株の EG7 細胞を皮下接種し作製す
る。作製後、10 日目に GalCer 2 μg/マウ
スにて腹腔内投与する。経時的に腫瘍径を測
定することで抗腫瘍効果を評価した。 
 
４．研究成果 
１）WT マウスにおける GalCer 投与後の
iNOS 発現 
 WT マウス B16-F10 細胞を経静脈的に投
与し転移性肺腫瘍モデルを作製後、GalCer
投与により治療を行った。治療後、経時的に
肺組織を採取し、mRAN を抽出後、iNOS の
発現をリアルタイム RT-PCR 法にて検討し
た。GalCer 投与により iNOS の mRNA 発現
が増強した。また、非担癌 WT マウス、担癌
マウスおよび GalCer 処置を行った担癌マウ
スから BALF を採取し、CD11b 陽性細胞の
iNOSの発現をリアルタイムRT-OCR法にて
検討した。GalCer 処置を行った担癌マウス
から採取した CD11b 陽性細胞での発現が最
も増強されていた。 
 
２）iNOS 発現制御による転移性肺腫瘍に対
する GalCer の抗腫瘍効果の検討 
 WTおよび iNOS-KOマウスにB16-F10細
胞による転移性肺腫瘍モデルを作製後、
GalCer にて処置を行った。GalCer 処置後、
肺表面の腫瘍結節数は、iNOS-KO マウスに
GalCer 投与群で明らかに減少していた。ま
た、iNOS 阻害剤である L-NAME と GalCer
を WT マウスに同時投与することにより
B16-F10 細胞による転移性肺腫瘍モデルに
おいて腫瘍結節数は減少していた。また、マ
ウス大腸がん細胞株である CT26 細胞を使用
して肺転移モデルを作製した場合において
も、L-NAME と GalCer による共投与は肺の
腫瘍結節数を明らかに減少させた。 
 
３）転移性肺腫瘍モデルでの WT マウスおよ
び iNOS-KOマウスのBALF中のリンパ球の
解析 
 WT マウスおよび iNOS-KO マウスに
B16-F10 細胞による転移性肺腫瘍モデルを
作製後、GalCer の投与を行った。その後、
BALF 中の CD4、CD8、CD11b/Gr-1 細胞の
表現型をフローサイトメトリー法にて検討
した。CD8 陽性細胞は、iNOS-KO マウスに
GalCer 処置を行ったマウスにて有意に増加
していた。また、CD11b/Gr-1 陽性細胞は
iNOS-KO マウスにて GalCer 投与による増
加は認められなかった。また、リンパ球増殖
試験では、iNOS-KO マウスの BALF 中の細
胞のリンパ球抑制能が低下していた。 
 
４）転移性肺腫瘍モデルにおける WT マウス



および iNOS-KO マウスの肺でのサイトカイ
ンおよびケモカイン発現の検討 
 WT マウスおよび iNOS-KO マウスに
B16-F10 細胞による転移性肺腫瘍モデルを
作製後、GalCer の投与を行った。その後、
肺を採取し、mRNA を抽出し、IFN-γ、FasL、
CCL2 、 XCXL9 の発現をリアルタイム
RT-PCR 法にて検討した。いずれの発現も
iNOS-KO マウスに GalCer を投与すること
により増強した。 
 
５）iNOS 発現制御による腫瘍皮下接種モデ
ルに対する GalCer の抗腫瘍効果の検討 
 WT および iNOS-KO マウスにマウスリン
パ腫細胞株である EG7 細胞による腫瘍皮下
接種モデルを作製後、GalCer にて処置を行
った。処置後、経時的に腫瘍の大きさを測定
したところ、iNOS-KO マウスにて有意に
GalCer 投与による腫瘍増大抑制効果が認め
られた。また、所属リンパ節から細胞を単離
して、EG7 細胞の腫瘍抗原である卵白アルブ
ミンにて刺激を行い IFN- γの産生を
ELISPOT アッセイにて検討したところ、
iNOS-KO マウスに GalCer の処置を行った
マウスからの細胞が最も IFN-γ産生能が高
かった。また、CFSE ラベルを用いた細胞傷
害性試験も行ったが、GalCer の処置をした
iNOS-KOマウスからの細胞が最もEG7に対
する細胞傷害能が高かった。 
 
６）腫瘍皮下接種モデルでの WT マウスおよ
び iNOS-KO マウスの腫瘍内リンパ球および
脾細胞の解析 
 WT および iNOS-KO マウスにマウスリン
パ腫細胞株である EG7 細胞による腫瘍皮下
接種モデルを作製後、GalCer にて処置を行
った。処置後、腫瘍内からリンパ球を比重分
離法にて単離し、CD4、CD8、CD11b/Gr-1
細胞の表現型をフローサイトメトリー法に
て検討した。GalCer 処置後、WT マウスに
比し、iNOS-KO マウスにて CD8 陽性細胞の
比率が増加していた。また、免疫抑制性の細
胞群である CD11b/Gr-1 陽性細胞の比率は
iNOS-KO マウスにて低下していた。さらに、
CD11b 陽性脾細胞を用いたリンパ球増殖試
験では、GalCer 処置した WT マウスでは、
リンパ球増殖抑制能を有していたが、GalCer
処置した iNOS-KO マウスその抑制能は消失
していた。 
 
７）まとめ 
 以上の実験結果より、担癌マウスモデル
（転移性肺腫瘍モデル、腫瘍皮下接種モデ
ル）において、iNOS の発現または活性を抑
制することは GalCer による抗腫瘍効果を増
強させることが示唆された。iNOS を抑制す
ることによりCD11陽性細胞のリンパ球抑制
能が減弱し、腫瘍抗原特異的細胞性免疫能が
増強することは抗腫瘍効果の増強に繋がる
ものと考えられた。また、腫瘍でのケモカイ

ンの発現増加も抗腫瘍効果増強に寄与して
いる可能性がある。 
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