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研究成果の概要（和文）：NRP1はマクロファージの運動能並びにケモカイン分泌を上方制御することを示した。また、
ヒト化マウスモデルではNRP1ノックダウンマクロファージの注射では、NRP-1が正常なそれの注射と比較して抗腫瘍活
性と腫瘍内への免疫細胞浸潤が減弱することを示した。 さらに、腫瘍浸潤免疫細胞（TIIs）においてはCD4+T細胞にお
いてNRP-1が発現していることを示した。これはin vitro実験でCD4+T細胞のNRP-1発現がマクロファージからNRP-1のpr
otein transferによって誘導されることを示した。HER2+乳癌患者において、NRP-1陽性TIIsは有意に良好な臨床結果と
相関した。 

研究成果の概要（英文）：We show that NRP-1 on macrophages regulated the migration of and chemokine 
secretion from macrophages in vitro. Furthermore, in vivo studies using a humanized mouse model showed 
that NRP-1 knockdown of macrophages in adoptively transferring peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
suppressed anti-tumor activity and infiltration of CD45+ immune cells into tumors. Interestingly, NRP-1 
expressing TIIs were mainly CD4+ T cells, despite little expression of NRP-1 on CD4+ T cells in PBMCs. We 
found that NRP-1 expression on CD4+ T cells was induced by NRP-1 transfer from macrophages to T cells. In 
HER2+ BC patients, NRP-1 expressing TIIs correlated with better clinical outcomes. These results 
demonstrate that NRP-1 expressing macrophages are key subsets of immune cells in trastuzumab-mediated 
anti-tumor activity and may predict better outcomes for HER2+ BC patients.

研究分野： 乳癌
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１．研究開始当初の背景 
 腫瘍微小環境における免疫細胞の役割は

①腫瘍細胞の傷害活性:antibody dependent 

cellular cytotoxicity (ADCC) ②腫瘍血管新生

の調節 ③腫瘍細胞の増殖、転移能への正負

の調節などがあげられる(Kerbel RS, NEJM 

2008)。免疫細胞に影響を与えるタンパク質

として腫瘍細胞あるいは 間質細胞(腫瘍浸潤 

regulatory T cell、線維芽細胞など)などから分

泌される VEGF や Semaphorin(SEMA) 

(Catalano A, J Immunol 2010) などが考えられ

る。  

 VEGF や SEMA のレセプターとして 

VEGFR1,2,3 そしてニューロピリン(NRP)-1 

がまた関連レセ プターとして Plexin A1など

がある。それらリガンド‐レセプター結合パ

ターンやレセプター以下のシグナルの選択性

は多様で、それぞれのパターンにより機能も

異なってくるものと思われる。  

 実際に健常者の単球を NRP-1 陽性細胞と

陰性細胞にわけて sorting すると、VEGF 添

加の有無によって単球の ADCC 活性は 

NRP-1 陽性細胞が陰性細胞に比べ強い傾向

を示した。さらに単球の形態を観察すると

NRP-1 陽性細胞と陰性細胞とでは異なった

分化パターンを示すことが示唆された。  

 以上から腫瘍微小環境における免疫細胞は

VEGF, SEMAなどにより機能、分化の調節が

なされており、そのレセプターである 

VEGFR1,2,3,NRP-1,Plexin A1の発現状況やそ

の遺伝子多型が重要 な役割をもつことが示

唆された。  

 さらに試験的臨床研究において、乳がん患

者の単球におけるそれぞれのレセプター発現

状況をFACSで解析すると個体間での多様性

が示唆され、また化学療法により単球NRP-1

発現が制御され ていることも示唆された。ま

た林らは、骨髄由来単球/マクロファージ前駆

細胞が receptor activator of nuclear factor-kB 

ligand (RANKL)によってそのNRP-1発現が抑

性されるが、NFkB阻害剤で解除されると報告

している(Hayashi et al. Nature 2012)。NFkBは

化学療法により活性化されるとの報告もあ

り、トラスツズマブと併用される化学療法な

らびに新規骨転移治療薬であるRANKL阻害

剤デノスマブの単球 NRP-1 発現制御は 

HER2 陽性乳癌に対するトラスツズマブ治療

効果に影響を及ぼすことが示唆される。  
 本研究ではこれまで述べてきた背景をも
とに、トラツズマブ治療効果に関わる免疫
反応側面の分子機構について NRP-1 を中心
に解析し、その結果を臨床応用するのみな
らず治療効果増強への新規治療法開発のた
めの基礎となる研究を目指す。 
 
２．研究の目的 
HER2 陽性乳癌を対象に、トラスズマブ治療
効果に関わる免疫反応側面の分子機構につ
いて特に NRP-1 発現免疫細胞の意義を基礎
研究と臨床研究の両面から明らかにする。ま
た得られた結果を臨床応用するのみならず
治療効果増強への新規治療法開発のための
基礎となる研究を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)NRP-1 発現免疫細胞のプロファイルを確
認する。(2)NRP-1 発現免疫細胞の役割を
vitro 及び vivo において検証する。(3)NRP-1
発現免疫細胞の役割を臨床上の意義に関連
して解析する。 
 
４．研究成果 

①ニューロピリン-1 は単球由来マクロファ

ージに発現し、腫瘍局所において CD4 陽性

FOXP3 陰性 T細胞に発現する 

 末梢血単核球中のニューロピリン-1 発現

をフローサイトメータ、ウエスタンブロット、

qRT-PCR にて確認したところ、単球由来マク

ロファージにのみ強く発現していることを

発見した。一方腫瘍局所においてニューロピ

リン-1は TII中の CD4陽性 FOXP3陰性 T細胞

にのみ強く発現していた。 

②マクロファージに発現するニューロピリ

ン-1は細胞間接触によりCD4陽性T細胞を活

性化する 

 in vitro においてニューロピリン-1 発現

マクロファージとナイーブ CD4陽性 T細胞を

共培養行った。結果、両細胞が直接接触する



条件のみにおいてナイーブ CD4陽性 T細胞は

活性化された。さらにタイムラプス解析にお

いて、直接接触する際に、マクロファージ膜

上のニューロピリン-1分子がCD4陽性T細胞

上に移動することが確認された。 

③ニューロピリン-1 をノックダウンする事

により、抗体依存性の抗腫瘍効果は減弱する 

 マウスに移植するマクロファージのニュ

ーロピリン-1をsiRNAによりノックダウン行

った。ノックダウン群のマウスに対する抗体

依存性抗腫瘍効果は非ノックダウン群に対

して有意に減弱することを確認した（図１）。

更にノックダウン群では TIIs 上のニューロ

ピリン-1陽性CD4陽性T細胞が有意に減少し

た（図２）。この結果からマクロファージ上

のニューロピリン-1 は、CD4 陽性 T細胞の活

性化を介して抗体依存性抗腫瘍効果に寄与

する事が示唆された。 

④ニューロピリン-1陽性TIIsは抗HER2療法

の効果予測因子となりうる 

 京都大学の組織バンクシステムを利用し

て術前化学療法として抗 HER2 療法を行った

28 症例を初期解析として検討した。結果、治

療前のニューロピリン-1陽性 TIIs は抗 HER2

療法の効果並びに予後と相関を示した（図

３）。 
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