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研究成果の概要（和文）：CD8TILの解糖系の亢進が判明した。また、ナイーヴCD8T細胞のin vitro刺激誘導系において
、メトホルミン処理により解糖系及び酸化的リン酸化の双方が亢進した。一方で腸内フローラはメトホルミン服用で大
きく変動しなかった。腫瘍浸潤Tregの数の優位な減少を認めた。ナイーヴCD4T細胞のin vitro 刺激によるiTreg誘導実
験でメトホルミン処理により誘導効率が低下した。さらに、腫瘍浸潤MDSCの数の優位な減少、とりわけG-タイプMDSCの
減少が顕著であった。また、マクロファージではM1/M2比の上昇が認められた。以上、メトホルミンによる腫瘍微小環
境の改変が明確になった。

研究成果の概要（英文）：Elevation of glycolysis in CD8 tumor infiltration lymphocyte (CD8TIL) was found 
by metformin (Met) administration. Also, mature CD8T cells differentiated from naive CD8T cells by in 
vitro TCR stimulation revealed enhanced glycolysis as well as oxidative phosphorylation by Met-treatment. 
Intestinal micro flora was not altered by Met. Significant reduction of Treg in tumors was also observed 
by Met. Inducible Treg (iTreg) differentiated from naive CD4T cells by TCR stimulation and TGFbeta was 
reduced in number and suppressive function by Met-treatment. Furthermore, reduction of MDSC in number, 
especially, G-MDSC rather than M-MDSC, was prominent in tumor tissue by Met. Also, increase of M1/M2 
macrophage ration was observed by Met. It is clear that Met-administration dramatically changes tumor 
microenvironment towards favorable state for anti-tumor immunity.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景	 

がんや慢性感染症の場合には、繰り返し抗

原刺激を受けた	 CD8	 T細胞は、最初に	 IL-2

産生能を消失し、次に	 TNFα、IFNγの産生能

が次第に弱くなり、最後にはアポトーシスに

よって細胞死に至る。この現象は免疫疲弊と

呼ばれており、CD8	 T細胞の細胞膜表面上に発

現する	 Programmed	 cell	 death	 protein	 1	 

(PD-1)、T	 cell	 membrane	 protein	 3	 (Tim-3)

などから入る負のシグナルが原因と考えられ

ている。PD-1分子は	 T細胞の活性化に伴い発

現してくる分子であり、同分子が発現される

と	 T細胞の活性状態に歯止めをかける。PD-1

分子からのシグナルにより、SHP2ホスファタ

ーゼをリクルートし脱リン酸化によりT	 細胞

受容体シグナルは抑制される。PD-1は	 CTLA4	 

分子と同様に制御性	 T	 細胞(Treg)にも発現

しており、PD-1リガンド(PDL)との結合により	 

Treg依存性の免疫抑制も引き起こす。PD-L1は

とりわけ腫瘍組織では非常に高い発現が認め

られる。PD-L1は炎症性サイトカイン、特に

IFNγに反応して腫瘍細胞表面(正常組織で

も)に発現する。従って腫瘍を取り囲む炎症

を伴う微小環境下では浸潤	 T細胞はPD-1/	 

PD-L1会合を通して抑制状態に置かれている

ことになる。また、癌細胞のAKTやSTAT3が恒常

的に活性化された状態では、サイトカインと

は無関係にPD-L1の発現が促進され、PD-1/	 

PD-L1会合が進み免疫抑制に至る。	 	 

Tim-3	 分子も腫瘍組織内の	 T	 細胞表面に

発現が誘導され、疲弊マーカーとして最近注

目を集めている。Tim-3	 のリガンドはガレク

チン9であり、多くの癌組織、Tregなどから分

泌さる。抗Tim-3抗体投与によりガレクチン9

との結合をブロックすれば、腫瘍に対する免

疫応答は促進される。	 また、PD-1とTim-3に対

するブロック抗体を併用する事により、単独

使用の場合と比較して劇的な効果があること

がマウスモデルにて確認されている	 (J.	 Exp.	 

Med.,	 207:	 2175,	 2010)。PD-1、Tim-3	 以外

にも	 Lymphocyte	 activation	 gene	 3	 (LAG3)、

Adenosine	 A2a	 receptor	 (A2aR)など続々と同

様のチェックポイント分子が同定されてお

り、個別に対応することが非常に難しくなる

ことも予測される。	 	 

メトホルミンは、世界でもっとも多く使わ

れているⅡ型糖尿病治療薬である。メトホル

ミンはインスリン抵抗性を是正して血糖値を

下げ、肥満を伴うⅡ型糖尿病ないし心臓血管

病に対して効果がある。近年の報告によれば、

インスリンによるⅡ型糖尿病の治療では発癌

率が上昇する一方、メトホルミンによる治療

では発癌率が減少することが言われている。	 

非常に興味深いことに	 20	 万人を超える後ろ

向き疫学調査により、メトホルミンで治療し

ていたⅡ型糖尿病の患者は、それ以外の治療

法を行っていた患者と比較して、癌の発生

率・癌死亡率が	 30～40%ほど低下することが

明らかとなった。血糖値のコントロール、或

いはインスリンの血中値が癌の発生率・癌死

亡率に影響を与えるのではないかと考えられ

ているが、確かなことはわかっていない。メ

トホルミンによる抗腫瘍効果のメカニズム、

および前向きコホート研究の必要性が強く謳

われており、最新の情報では世界173	 か所の

機関でメトホルミンの抗癌作用に関する臨床

治験が行われている。	 	 

癌細胞はそのエネルギー代謝において解

糖系を主に使用しており、酸素が存在して

も	 TCA サイクルの方へはシフトしない	 

(Warburg	 effect)。即ち	 ATP 産生の効率は低

い。Ⅱ型糖尿病治療薬メトホルミンは	 

AMP/ATP 比の上昇をもたらし、TCA サイクル

を回して無理矢理	 ATP 産生方向へ舵をきる。	 

このエネルギー代謝のパニックを誘導した

際に癌増殖に影響を与えるのではないかと

当初考えて	 担癌マウスにメトホルミンの経

口投与を行った。驚いたことに、マウス固形

腫瘍	 RLmale1	 (放射線	 白血病)、melanoma	 

(悪性黒色腫)、Renca	 (腎がん)、3LL	 (肺がん)、

Colon26	 (大腸がん)、4T1	 (乳がん)において

一旦生着した腫瘍の完全拒絶ないし増殖遅

延を観察した。RLmale1 の	 WT マウスによる

腫瘍拒絶は	 SCIDマウスでは完全にキャンセ

ルされた。さらに同系マウスによる	 RLmale1

拒絶は抗 CD8抗体によりキャンセルされるこ

とから、腫瘍拒絶は従来の獲得免疫依存性

の免疫応答である。メトホルミンは、がん

幹細胞を傷害するというレポートが散見さ

れるが、我々の知見はこれとは別に何らか

の免疫活性化が腫瘍局所で起こっているこ

とを示唆している。メトホルミンを正常マ

ウスに投与しても脾臓、リンパ節の	 CD8	 T細

胞が非特異的に活性化されることはない。

従って、腫瘍局所に限局した現象であると

考え	 TIL の解析を行ったところ、CD8	 T細胞

のアポトーシス抑制と多機能性の回復を認



めた。興味深いことに、多機能性を回復した	 

TIL は	 Tim-3陽性である。即ち、腫瘍環境に

必然的に起こる	 T細胞疲弊がメトホルミン

により機能的に回避ないし克服されている

ことが証明された。本研究課題では、CD8	 TIL

細胞のメトホルミンによる免疫疲弊からの

脱却と活性化がどのように行われているの

か、そのメカニズムを明らかにする。	 

	 

	 

２．研究の目的	 

免疫チェックポイント分子と呼ばれる免疫

を負に制御する分子シグナルを如何に回避・

克服するかという問題は「がんの免疫治療」

において極めて重要な課題である。我々はⅡ

型糖尿病治療	 薬メトホルミンの経口投与が

腫瘍内浸潤リンパ球（TIL）の	 CD8	 T細胞の免

疫疲弊（immune-exhaustion）を解除すること

を見いだした。CD8	 TIL	 は通常、IL-2、TNFα、

IFNγの同時産生能	 (多機能性)を消失してお

り、さらに多くはアネキシン	 V	 陽性となりア

ポトーシスに陥っている。メトホルミンによ

りアポトーシス陽性率は激減、多機能性は回

復し、腫瘍増殖は一転、退縮へと向かう。この

マウスモデルを用い、免疫疲弊とその解除に

係る細胞内外の分子メカニズムを明らかにす

る。	 	 

	 

３．研究の方法	 

メトホルミンは	 CD8	 TIL内に発生した負の

シグナルを直接的に解除し、本来の活性化

シグナルが蘇る方向に向かわせる可能性が

最初に考えられる。一方で	 CD8	 TILに疲弊を

誘導するものとして腫瘍自体(AKT/STAT3	 活

性化)、Treg、MDSC の 3つが考えられるため、

メトホルミンはこれらの細胞群の機能を抑

制し、その結果として間接的に	 CD8	 TILの免

疫疲弊が解除される可能性も否定できない。

上記 4つの可能性をそれぞれに分けて検証し、

メトホルミンによる免疫疲弊解除のメカニ

ズムを明らかにする。	 

	 

	 

４．研究成果	 

メトホルミン服用で CD8	 TIL の解糖系の亢

進が判明した。また、ナイーヴ CD8	 T 細胞の

in	 vitro 刺激誘導系において、メトホルミン

処理により解糖系及び酸化的リン酸化の双

方が亢進した。一方で腸内フローラはメトホ

ルミン服用で大きく変動しなかった。腫瘍浸

潤 Treg の数の優位な減少を認めた。ナイー

ヴ CD4	 T 細胞の in	 vitro 刺激による iTreg

誘導実験でメトホルミン処理により誘導効

率が低下した。さらに、腫瘍浸潤 MDSC の数

の優位な減少、とりわけ G-タイプ MDSC の減

少が顕著であった。また、マクロファージで

は M1/M2 比の上昇が認められた。以上、メト

ホルミンによる腫瘍微小環境の改変が明確

になった。	 
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