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略語 
Arg I: arginase I 
APC: antigen presenting cell 
CAF: cancer associated firoblast 
CAR: chimeric antigen receptor 
CCR2: C-C chemokine receptor type 2 
COX2: cyclooxygenase-2 
C-PTIO: carboxy-PTIO 
CTL: cytotoxic T lymphocyte 
CTLA4: cytotoxic T lymphocyte antigen-4 
DC: dendritic cell 
FasL: fas ligand 
iNOS: inducible nitric oxide synthase 
IDO: indoleamine 2,3-dioxygenase 
L-NMMA: NG-Monomethyl-L-arginine 
MDSC: myeloid-derived suppressor cells 
MHC-I: major histocompatibility complex-I 
M-MDSC: monocytic MDSC 
MMP9: matrix metalloproteinase 9 
NK: natural killer cells 
NO: nitric oxide 
NOX2: NADPH oxidase(gp91) 
ONOO-: peroxynitirite 
PD-1: programmed cell death protein 1 
PD-L1: PD1 ligand 1 
PDE-5: phosphodiesterase-5 
PGE2: prostaglandin E2 
RNS: reactive nitrogen species 
ROS: reactive oxygen species 
TIL: tumor infiltrating cells 
Tim3: T-cell immunoglobulin domain and mucin domain 3 
TCR: T cell receptor 
TDO: tryptophan 2,3-dioxygenase 
TGF-β: transforming growth factor β 
TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand 
Treg: regulatory-T cell 
VEGF: vascular endothelial growth factor 
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要旨 

 

 腫瘍内では、がん細胞以外に様々な細胞や分子が複雑に作用しあう 免疫抑制性環境

が形成されている。 さらに腫瘍に対する治療が、 免疫抑制性環境を増強する。 B16 メ

ラノ ーマ担癌 C57BL/6 マウスを用いた腫瘍特異的細胞傷害性 T 細胞(CTL)移入療法モ

デルの解析により 、CTL が腫瘍内に浸潤し腫瘍の増殖を抑えると共に、腫瘍内に骨髄

由来抑制性細胞(MDSC)を誘導した。 更に MDSC が産生する一酸化窒素(NO)が CTL

の機能を減弱させる事が明らかになった。 そこで、 NO 消去剤 C-PTIO を CTL に併用

して、 MDSC による CTL 抑制作用を解除することで、 CTL の数と機能を増強させ、

より 強い抗腫瘍効果が得る事ができた。  
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序文 

 

長年にわたり 、生体内にはがんに対する免疫応答が存在することは認められていた

が、それを積極的に治療に活用しよう という がん免疫療法の効果に対しては、懐疑的

な意見が多かった。 2013 年 12 月 Science 誌の Breakthrough of the Year に「 Cancer 

Immunotherapy （ がん免疫療法）」 が選ばれたことは、 腫瘍免疫学者以外の多く の腫

瘍内科医や臨床医に驚きをもって迎えられた[1]。今や、様々ながん治療には腫瘍免疫

が深く かかわっていることは広く 認知され、効果的ながん免疫療法の開発が強く 求め

られている。  

胃がんや食道がんなどの消化器がんにおいて、手術や化学療法や放射線療法により

治療効果は改善されているが[2-7]、進行再発がんの予後はいまだ不良である [8, 9]。既

存の全身療法につぐ次世代の治療が待たれていたと ころにがん免疫療法が脚光を浴

びており 、従来はメ ラノ ーマや悪性リ ンパ腫などの血液がんなど限られた癌腫に対し

て実施されていた腫瘍特異的細胞傷害性 T 細胞(CTL)移入療法が固形がんにも応用で

きる可能性が広がってきた。  

リ ンパ球スト レス監視機構を担う γδT 細胞は、皮膚、粘膜などの臓器に分布して生

体防御と 恒常性の維持に貢献し ている 。 一般にリ ンパ球は腫瘍組織適応抗原

(MHC:major histocompatibility complex)に提示されたペプチド を認識するが、 この γδT

細胞は、 MHC に無関係に直接ピロリ ン酸モノ エステルなどのリ ン酸化合物を認識す
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る特殊な細胞である。がんの骨転移の治療薬としてパミ ド ロン酸やゾレド ロン酸など

のアミ ノ ビスホスホネート 製剤が広く がん治療の診療現場で使用されるよう になり 、

γδT 細胞の抗腫瘍活性を活用したがん治療が注目されるよう になった。 我々は、 胃が

ん、食道がんに対して抗腫瘍活性をもった γδT細胞を用いた免疫療法を実施している。

腹水を貯留する胃がんに対する γδT 細胞移入療法においては、腹水の消失など、一部

強い抗腫瘍活性を認めたが、肝転移巣などに対する効果は不十分であり 、課題が残っ

ている。  

臨床的に検出される腫瘍内では、がん細胞以外に様々な細胞や分子が複雑に作用し

あう 免疫抑制性環境が形成されている (図 1)。 がん抗原の消失し た免疫原性の低いが

ん細胞が残り 、 腫瘍内には免疫抑制機能をもつ骨髄由来抑制性細胞(MDSC:myeloid- 

derived suppressor cells)や制御性 T 細胞(Treg:regulatory T cell)といった細胞の浸潤が認

められる。 また、 IL-10 や TGF-β などの免疫抑制分子や、 T 細胞を負に制御する免疫

チェ ッ クポイント 分子である CTLA-4 や PD-1 などの発現が強まっている。  

さらに腫瘍に対する治療が、 免疫抑制性環境を増強することがわかっている。 CTL

は、腫瘍細胞を認識・ 反応し IFN-γ を産生し 抗腫瘍効果を発揮する。しかし CTL に負

の共刺激分子である PD-1 分子が発現し 、 さらに腫瘍細胞に PD-1 のリ ガンド である

PD-L1 分子が発現して、CTL のエフェ クター活性が制御されることがこれまでに明ら

かになっている [10]。 腫瘍内で CTL の PD-1、 腫瘍細胞の PD-L1 との相互作用による

PD-1/PD-L1 経路がすでに形成されていた場合、 この免疫抑制機構を Innate resistance
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と呼ぶ。 また腫瘍に CTL を投与してあらたに腫瘍細胞に PD-L1 が発現して、 投与さ

れた CTL に発現する PD-1 との相互作用による PD-1/PD-L1 経路による免疫抑制機構

を Adaptive resistance と呼ぶ[11]。 この Adaptive resistance に注目して、 あらたに形成

される免疫抑制機構を解除することが、がん免疫療法の改善に役立つと考えられてい

る (図 2)。  

これまでのがん免疫療法における課題をこの Adaptive resistance に注目して、 がん

免疫療法により あらたに形成される免疫抑制機構を明らかにし 、またその免疫抑制機

構を解除してがん免疫療法の改善につなげることを目的に本研究を行った。本研究で

は、B16 メ ラノ ーマ担癌 C57BL/6 マウスに腫瘍特異的 CTL 移入療法モデルを用いて、

CTL 移入療法により 腫瘍内に形成されるあらたな免疫抑制機構を明らかにして、その

免疫抑制機構を解除するために併用薬剤についても検討を行った。  
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図 1 がん形成過程におけるがんと免疫のかかわり  
 様々な要因により 、 正常細胞ががん細胞へと形質転換すると 、 NK、 NKT 細胞、 マ

クロファージなどによる自然免疫系、および T 細胞をはじめとする獲得免疫系ががん

細胞を感知する。様々な分子を介した免疫システムの攻撃により 、がん細胞が拒絶さ

れる。 しかし 、 これが不完全な場合はその後、 がん細胞の増殖と免疫応答との平衡状

態を経て、がんが臨床的に検出できるほどに大きく なった時には、担がん個体はすで

に免疫逃避機構が成立し 、 通常の免疫応答ではもはや、 がんを排除できない。 腫瘍内

では免疫抑制性環境が形成されており 、がん抗原の消失した免疫原性の低いがん細胞

が残り 、 腫瘍内には免疫抑制機能をもつ骨髄由来抑制性細胞 MDSC や制御性 T 細胞

Treg といった細胞の浸潤が認められる。また、IL-10 や TGF-β などの免疫抑制分子や、

T 細胞を負に制御する免疫チェ ッ クポイント 分子である CTLA-4 や PD-1 などの発現

が強まっている。  
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図 2  Innate resistance と Adaptive resistance 
 腫瘍内免疫抑制性環境において、 既に形成された免疫抑制機構を Innate resistance と
呼ぶ。CTL に PD1 が発現し 、腫瘍細胞(Tumor)には PD-L1 が発現し PD1/PD-L1 経路に

よる免疫抑制機構が形成されている。一方、腫瘍に対して外部から治療を加える (CTL
移入療法など )こ と で、 この免疫抑制性環境にあらたに形成さ れる免疫抑制機構を

Adaptive resistance と呼ぶ。 CTL 移入療法を行う と腫瘍内であらたに CTL に PD1 が発

現し 、 腫瘍細胞に PD-L1 が発現しあらたに PD-1/PD-L1 経路による免疫抑制機構が形

成される。 この Adaptive resistance に注目し て、 あらたに形成された免疫抑制機構を

解除することで、 がん免疫療法の改善につながると言われている。  
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がん免疫療法の種類(図 3) 

がんに対する治療法には外科療法、放射線療法、化学療法が 3 大療法として考えら

れており 、第 4 の治療法としてがん免疫療法が考えられている。1900 年頃に細菌を用

いた Coley ワクチンにはじまったがん免疫療法は、その後 BCG や OK-432 などの非特

異的免疫賦活剤、IFN や IL-2 などのサイト カイン、Her2 や CD20 などに対する抗腫瘍

モノ クローナル抗体、腫瘍抗原ワクチン、抗腫瘍 T 細胞や樹状細胞などの培養免疫細

胞を用いた治療、免疫チェ ッ クポイント 阻害剤(抗CTLA-4抗体、抗PD-1抗体、抗PD-L1

抗体)と 開発さ れてきた。 これまでがん免疫療法の治療効果に関し て懐疑的な意見が

多かったが、その中でも抗腫瘍モノ クローナル抗体や抗腫瘍 T 細胞を用いた免疫療法

は治療効果が明確に得られる事が明らかになってきた。  

がん免疫療法には、患者体内で抗腫瘍免疫応答を誘導するワクチン治療などの能動

免疫療法と 、抗体などの最終エフェ クターを投与する受動免疫療法、抗腫瘍培養 T 細

胞などを投与する養子免疫療法、同種造血幹細胞移植などの同種抗原に対する免疫療

法、 などに分類する事ができる。 いずれもがん細胞と正常細胞を識別し 、 がんを攻撃

する免疫細胞の抗腫瘍活性を治療に用いるが、 その際がん細胞の目印になるものが

「 腫瘍特異抗原（ がん抗原）」 である。 加えて、 免疫チェ ッ クポイント 阻害剤治療も

現在開発が進んでいる。  

1991 年にベルギーの Boon 博士のグループによる細胞傷害性 T 細胞(CTL)の標的と

なる世界初のヒ ト 腫瘍特異抗原である MAGE-1 遺伝子の同定により 初めて、腫瘍抗原
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の本態解明にむけての研究が始まった[12]。 その後、 腫瘍抗原遺伝子の探索技術やが

んの遺伝子解析も進展し 、すでに多く のヒ ト 腫瘍抗原が同定されている。1990 年代後

半からは、これら抗原を標的にした能動免疫(ワクチン )療法や、受動免疫療法(養子免

疫療法を含む)が試みられている。 現在開発がすすんでいるがん免疫療法として、  

 

 

 

 

 

図 3 がん免疫療法の種類 

がん免疫療法は、その方法により 、患者体内で抗腫瘍免疫応答を誘導する能動免疫

療法と 、抗体などの最終エフェ クターを投与する受動免疫療法、抗腫瘍培養 T細胞な

どを投与する養子免疫療法などに分けられる。  
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腫瘍特異的 T 細胞移入療法  

腫瘍特異的なリ ンパ球を体外で刺激活性化させ、その細胞を再び患者に投与する特

異的 T 細胞移入療法は、 最も強力ながん免疫療法の一つである。 2002 年に Rosenberg

博士のグループが、 腫瘍特異的 T 細胞移入療法により 13 名の転移性メ ラノ ーマ患者

のう ち 6 名で部分的な腫瘍の縮小を認めたと 報告し生体の持つ細胞性免疫応答が、実

際に進行がんを制御し退縮させる能力を持っている事を証明した[13]。同様に 2012 年、

Rosenberg 博士のグループが、 進行期メ ラノ ーマ患者を対象とした T 細胞移入療法を

実施し 、 93 例中 20 例で腫瘍が完全に退縮し 、 32 例で部分的退縮を認め、 RECIST 基

準での奏効率は 56％であったと報告した[14]。しかしこれらの腫瘍特異的 T 細胞移入

療法は、切除された腫瘍から腫瘍特異的リ ンパ球を生体外で増殖させるため、なかに

は腫瘍特異的リ ンパ球の増殖が困難な患者が存在すること 、メ ラノ ーマ以外のがん患

者で腫瘍特異的リ ンパ球を増殖させるのが困難であるといった問題点があった。  

 また、腫瘍特異的 T 細胞移入療法をはじめた初期には臨床的な効果や移入した T 細

胞の生存期間が限られているという 結果が多かった。この原因として第 1 に、担がん

生体における免疫抑制機構の存在が、第 2 に、移入する T 細胞のクオリ ティ ーの問題

が考えられた。 第 1 の問題点の解決法の 1 つとして、 Rosenberg 博士のグループは T

細胞移入療法実施患者に化学療法剤や放射線照射の前処置を加え、担がん生体の免疫

抑制機構の解除を目指した。 これらの前処置により 、 がん患者中の Treg や MDSC な

どの免疫抑制性細胞群が一時的に除去/活性阻害されるとともに、リ ンパ球数が減少し
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た個体内で、 移入されたリ ンパ球がホメ オスタティ ッ クに活性化し増殖した[14, 15]。

第 2 の問題の解決法として移入する T 細胞の in vitro での培養期間をできる限り 短く

した。 それは、 移入する T 細胞の in vitro での培養期間をできる限り 短縮し 、 分裂回

数の少ない細胞を治療に用いること が有効であること が明らかになってきたからで

ある。 長期培養 T 細胞は in vitro におけるエフェ クター機能は強いが、 細胞分裂能が

減弱し 、生体内でのリ ンパ球の生存に劣り 、結果として移入療法に用いた場合の抗腫

瘍効果が弱い[15]ことが明らかとなった。  

 

T 細胞受容体(TCR)遺伝子導入 T 細胞移入療法 

2006 年 Rosenberg 博士のグループにより 、腫瘍抗原を特異的に認識する T 細胞受容

体(T cell receptor:TCR)遺伝子を末梢血 T 細胞に導入する遺伝子導入 T 細胞移入療法が

報告され、 メ ラノ ーマ患者 17 例中 2 例において移入 T 細胞の生体内長期生存と腫瘍

縮小効果が報告された[16]。その後、より 高親和性の TCR を用いることにより 有効率

を上げる試み(19～30%)が報告されている [17]。 TCR 遺伝子を導入した T 細胞を用い

ることで、 大腸がん、 食道がん、 滑膜肉腫など、 メ ラノ ーマ以外の固形がんに対して

も、腫瘍特異的な T 細胞を遺伝子導入技術によって調製することが可能となり 、腫瘍

特異的 T 細胞移入療法を行う 事が可能となった。 [18-20] 
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キメ ラ抗原受容体(CAR)遺伝子導入 T 細胞移入療法 

近年、腫瘍を認識するために必要な受容体である T 細胞受容体の代わり にキメ ラ抗

原受容体(Chimeric antigen receptor : CAR)を T 細胞に組み込み、投与する遺伝子導入 T

細胞移入療法が主に神経芽腫を有する小児患者、濾胞性リ ンパ腫と慢性リ ンパ性白血

病患者に対して実施されている [21-25]。 CAR 遺伝子導入 T 細胞移入療法は抗体の反

応性を利用しているために、基本的に標的細胞表面に存在する抗原でないと認識でき

ない。 一方、 有利な面としては、 (1)CD8+T 細胞のみならず CD4+T 細胞や非 T 細胞に

も機能を与えう る、 (2)標的細胞の MHC 発現を必要としない、 (3)一般の TCR に比較

してはるかに親和性が高い、 などがあげられる。 Carl June 博士のグループにより 、 再

発性難治性慢性リ ンパ性白血病患者 3 例に対し 、 化学療法後に CART-19 を単回投与

したところ、 CR は 2 例、 PR は 1 例に認めたと報告されている [26]。  

 

免疫チェ ッ クポイント 阻害剤治療 

 がん細胞と免疫システムの相互作用のメ カニズム解明が進むにつれて、がん細胞が

抑制性シグナルを伝達する免疫チェ ッ クポイント 分子を巧みに利用し て免疫抑制環

境を誘導し 、がんに対する免疫監視機構から逃避している特性が明らかになってきた。

そのよう な機序を標的として治療法が免疫チェ ッ クポイント 阻害剤治療であり 、  

抗 CTLA-4 抗体が 2011 年、 抗 PD-1 抗体が 2014 年に承認された。  

CTLA-4 分子は活性化した T 細胞のみに発現し 、 生理的リ ガンド である CD80 およ
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び CD86 分子と結合することで抑制性の共シグナルを伝達する。転移を有する悪性黒

色腫患者に対する臨床試験において、 イピリ ムマブ (抗 CTLA-4 抗体)の生存率が 1 年

目で 45％、 2 年目で 24％であり 同じ病気患者の生存率より も高かった[27]。  

 また、 PD-1/PD-L1 分子に対する阻害抗体はがんの免疫逃避機構を解除するきわめて

有望な免疫療法として、 臨床開発が進められている。 抗 PD-1 抗体について、 悪性黒

色腫にて 28％、 非小細胞肺がんにて 18％、 腎細胞がんにて 27％の奏効率が報告され

ている [28]。  

 

腫瘍特異的 T 細胞移入療法はメ ラノ ーマや血液がんに対してはある一定の効果を

認めたが、通常の固形がんに対する効果は未だ評価されておらず、今後の課題である。

固形がんではがん細胞以外に様ざまな細胞が集まって、免疫抑制性環境を構築してお

り 、その克服が必要である。がん細胞はその発生過程や治療経過中に免疫担当細胞の

監視や CTL の攻撃から逃れるための様々な腫瘍免疫回避機構を獲得していく 。 こう

して成立した腫瘍内では、様ざまな細胞と分子が複雑に相互作用することで、免疫抑

制性環境が構築されている [29, 30]。がんは、がん細胞とがん間質と呼ばれる組織から

成り 立っている。がん間質は細胞外マト リ ッ クスに富み、そこにはがん関連線維芽細

胞(CAF:cancer associated firoblast)や炎症細胞や血管内皮細胞など種々の細胞が含まれ

ている。 がん間質に含まれる種々の細胞のなかでも CAF が、 がん細胞の増殖に働く

ことが報告されている [31]。 腫瘍細胞は T 細胞に発現する免疫チェ ッ クポイント 分子
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に対するリ ガンド (PD-L1,B7-H4,galectin9 など )を発現し 、 あるいは免疫応答を抑制す

る因子(IL-10, TGF-β, galectin-1, gangliosides, PGE2, IDO,NO など )を産生する [32-34]。 T

細胞を除去するプロアポト ーシス経路に関連する因子(FasL, TRAIL など )と同様に、

Treg や MDSC など、 誘導された免疫抑制性細胞もまた免疫抑制性環境の構築に主要

な役割をはたしている [35]。 腫瘍内の免疫抑制性環境が T 細胞の機能疲弊を誘導し 、

その結果抗腫瘍免疫の存在下においても、 腫瘍の増大が起こっている [36]。 従って多

様な免疫抑制因子による障害を克服することが、がん免疫療法の成功の鍵となる [37]。 

 

 担がん時にがん局所のみならず脾臓、 末梢血にも増加する免疫抑制性 CD11b+Gr-1+

細胞が、 担がんに伴う 免疫抑制細胞として再認識され MDSC と呼称され広く 受け入

れられてきた。 この細胞集団は、 がん部位における炎症反応に伴いケモカイン CCL2

とその受容体CCR2依存的に組織浸潤した単球由来マクロファージと好中球であるこ

と が報告さ れている [38]。 その後、 国際的に MDSC には CD11b+Gr1highLy6G+Ly6Clo 

(Granulocytic-MDSC)好中球タ イプと CD11b+Gr1intLy6G-Ly6C+ (Monocytic-MDSC)マク

ロファージタイプがあることが定説になっている [39]。  

B16F10 メ ラノ ーマ細胞を C57BL/6 マウスに接種して作成した担癌マウスモデルを

用いて、 がんに対する CTL 移入療法に関する科学的な評価が解析されてきた。  

先行研究である野地、 細井らの報告と同様に[40, 41]、 B16F10 メ ラノ ーマの皮下腫

瘍に対して、 B16 腫瘍特異的 CTL を投与する CTL 移入療法モデルにおいて、 CTL は
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腫瘍の増大を停止させることができるが、抗腫瘍効果が一時的であり 、再び腫瘍が増

大してしまう のが問題点であった。 細井ら [41]は、 CTL 移入療法により 腫瘍内に大量

の MDSC 特に M-MDSC(Monocytic MDSC)が誘導され、 誘導型一酸化窒素合成酵素

(iNOS:inducible nitric oxide synthase)の発現により 一酸化窒素(NO:nitric oxide)及び活性

酸素種(ROS:reactive oxegen species)が産生され、CTL が制御される事が原因の 1 つで

ある事を明らかにした。同様に細井ら [41]の報告によると 、 M-MDSC で CCR2 分子が

発現していた。 また CCR2 のリ ガンド である CCL2、 CCL7、 CCL12 が腫瘍で発現し

ており 、 CTL 移入療法により CCL2、 CCL7、 CCL12 の発現が増していた。 この結果

から CTL 移入療法により 腫瘍細胞で CCL2、 CCL7、 CCL12 の発現が増して、 CCR2

を発現する M-MDSC が腫瘍内に誘導されると考えられた。 そこで CCR2 ノ ッ クアウ

ト マウスおよび野生型マウスにおいて CTL 移入療法を行った。CCR2 ノ ッ クアウト マ

ウスにおいて CTL 投与 3 日目の腫瘍内には M-MDSC が 10％ほどしか誘導されておら

ず、 野生型マウスでは 70％ほどの M-MDSC が誘導されていた。 さらに、 CTL 移入療

法による抗腫瘍効果は野生型マウスより も CCR2ノ ッ クアウト マウスでさらに増して

いた。 以上からも CCR2 を発現する M-MDSC が、 CTL 移入療法により 腫瘍細胞に発

現した CCL2、 CCL7、 CCL12 により 腫瘍内に誘導されていると考えられた。  

このよう に、 CTL 移入療法により 腫瘍内に誘導される MDSC があらたに形成され

た免疫抑制機構を担っていることが明らかになっており 、 この MDSC を制御するこ

とにより 、 あたらに形成された免疫抑制機構を解除し CTL 移入療法の抗腫瘍効果の
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増強につながるものと考えられた。  

MDSC は、 iNOS や Arginase I を産生し NO や ROS を産生し 、 CTL の抗腫瘍効果を

阻害する（ 図 4）。 そのため本研究では、 MDSC が産生する免疫抑制分子である iNOS

および NO に着目して iNOS 阻害剤である L-NMMA(NG-Monomethyl-L-arginine)および

NO 消去剤である C-PTIO を CTL 移入療法に併用する事とした。薬理学的に MDSC を

制御して免疫抑制性環境を制御する事により CTL 移入療法の抗腫瘍効果をさらに増

強させるための治療法の開発がこの研究の目的である。  
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図 4 CTL,MDSC,Tumor の相互関係 
腫瘍内に浸潤した CTL は腫瘍細胞で提示された MHC-I を TCR(T 細胞受容体)で認

識・ 反応して IFN-γ を産生して腫瘍細胞を攻撃する。 しかし 、 同時に腫瘍内に大量の

MDSC が誘導される。この MDSC には iNOS や Arg I や NOX2 が産生さ れ NO や ROS
が産生され、さらに ONOO-(ペルオキシ硝酸)が産生される。NO は CTL 上の IL-2R(IL-2
受容体)を down regulation し 、 ONOO-は TCR をニト ロ化させて、 CTL の TCR による

MHC-I の認識を阻害して CTL を阻害する。 また CTL 表面に負の共刺激分子である

PD-1、 腫瘍細胞表面に PD-L1 が発現し 、 PD-1/PD-L1 経路により CTL が制御さ れる。 
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方法 

 

1. 動物 

雄 C57BL/6 マウス(6～8 週齢)を日本 SLC(Sizuoka, Japan)より 購入し 、 樹状細 

胞(DC)の準備および細胞移入療法モデルのための腫瘍担癌マウスとして用いた。

Pmel-1-TCR ト ランスジェ ニッ クマウス[42]を Jackson 研究所(Bar Harbor, ME, USA)か

ら入手した。 このマウス細胞は Thy1.1(CD90.1)陽性であり 、 B16 メ ラノ ーマの腫瘍抗

原 gp100(gp100 25-33)からの H-2Db制限エピト ープ EGSRNQDWL を認識した。 すべ

ての動物は、 実験動物施設で飼育し 、 東京大学医学部・ 大学院医学系研究科疾患生命

工学センター・ 動物資源学部門のガイド ラインに従って実験に用いた。  

 

2. 腫瘍細胞株 

B16F10 メ ラノ ーマ細胞は、 gp100 陽性の野生型マウスメ ラノ ーマ細胞であり  

Dr.N.Restifo(National Cancer Institute, Bethesda, USA)から貰い受け、 DMEM (Wako Pure 

Chemical, Osaka, Japan)に 10%ウシ胎児血清(Sigma-Aldorich, St Louis, MO, USA)、 100 

U/ml penicillin、 100μg/ml streptomycin(Wako Pure Chemical, Osaka, Japan)を添加した培

地を用いて培養した。  
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3. ペプチド  

H-2Db-制限ペプチド ヒ ト gp 100(hgp100 25-33, KVPRNQDWL)は GenScript 

Japan(Tokyo, Japan)から購入した。  

 

4. 薬剤 

L-NMMA(NG-Monomethyl-L-arginine)(iNOS inhibitor)は Dojindo(Kumamoto, Japan)

から購入した。 PBS(-)で溶解し 、 2mg/200μl をマウス腹腔内へ投与した。  

 

Carboxy-PTIO(2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide) 

(NO 消去剤)は Dojindo(Kumamoto, Japan)から購入した。 PBS(-)で溶解し 2mg/200μl を  

1 日 2 回マウス腹腔内へ投与した。  

 

抗マウス PD-1 抗体(a-mPD1 mAb)は、 竹田和由先生(順天堂大学医学部免疫学講座)

より 提供して頂いた。 PBS(-)で溶解して 100μg/200μl をマウス腹腔内へ投与した。  

 

5. CTL の調製 

培地は、 10%ウシ胎児血清添加 RPMI 1640 完全合成培地(12.5 mM HEPES, 5×10-5  

M 2-mercaptoethanol, 1×10-5 M sodium pyruvate, 1% nonessential amino acids, 100 U/ml 

penicillin, 100 μg/ml streptomycin 添加)を使用した。 腫瘍特異的 CTL は、 pmel-1 マウス
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脾細胞を H-2Dbhgp10025-33(KVPRNQDWL)でペプチド パルスした樹状細胞で刺激する

事で誘導した。  

 

1) 樹状細胞(dendritic cell:DC)の誘導 

C57BL/6 マウスの大腿骨および脛骨から回収した骨髄細胞を、 20ng/ml 顆粒球・  

マクロファージコロニー刺激因子(granulocyte macrophage colony-stimulating 

factor)(GM-CSF)(Pepro Tech, Rocky Hill, NJ, USA)を添加した 10%ウシ胎児血清添加

RPMI1640 完全合成培地にて 8 日間培養し 、 未熟樹状細胞を誘導した[43]。  

 培養 8 日目の未熟樹状細胞を回収し 、 10ng/ml GM-CSF、 10ng/ml IL-4(Pepro Tech, 

Rocky Hill, NJ, USA) 、1μg/ml lipopolysaccharide(Sigma-Aldorich, St Louis, MO, USA) を

添加した 10%ウシ胎児血清添加 RPMI1640 完全合成培地で 16 時間培養し 、 成熟樹状

細胞へ誘導した。 培養 9 日目の成熟樹状細胞に対し 、 1μg/ml の hgp100 ペプチド パル

スを 2 時間行った後、 これを回収して CTL 刺激に用いた。  

 

2) CTL の誘導 

Pmel-1 TCR ト ランスジェ ニッ クマウスから分離した脾細胞 1×107 個を、 50 U/ml 

IL-2(Chiron Corporation, Emeryville, CA, USA)存在下に、 hgp100 ペプチド パルスした樹

状細胞 2×105 個を用いて 3 日間刺激すること により 、腫瘍特異的 CTL を誘導した。培

養細胞の約 90%は CD3+CD8+CTL であった。  
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6. 動物実験モデル 

C57BL/6 マウスの右後方背部に B16F10 メ ラノ ーマ細胞 1×106 個を皮内接種し 、  

9 日目に 1×107 個/200μl(1%ウシ胎児血清添加 RPMI1640 培地)の CTL を尾静脈より 投

与した。L-NMMA は、CTL 投与 2 日目から 11 日目まで連日 1 日 1 回、2mg/PBS 200μl

を腹腔内投与した。C-PTIOは、CTL投与 1日目から 10日目まで連日 1日 2回、2mg/PBS 

200μl を腹腔内投与した。 抗マウス PD-1 抗体は、 CTL 投与 1、 4、 7、 10 日目に  

1 日 1 回 100μg/PBS 200μl を腹腔内投与した。  

 各マウスに対し 、 2 日毎にノ ギス(Digital caliper 100mm,Shinwa rules, Niigata, Japan)

を用いて腫瘍の長径（ 腫瘍の最大径）、 短径（ 長径に直交する最大径）、 高さ（ 皮膚に

対する垂直方向での腫瘍の厚みとした） の計測を行い、 腫瘍体積(mm³)をπ/6×長径

(mm)×短径(mm)×高さ (mm)により 算出した。  

 マウスは各実験の解析日に応じて犠牲死させ、 腫瘍などを解析に用いた。  

 

7. フローサイト メ ト リ ーによる腫瘍内環境の解析 

1) 細胞分離 

マウス腫瘍から、添付文書に従い tumor dissociation kit(Miltenyi Biotec Inc, Auburn CA, 

USA)を用いて細胞浮遊液を得た。 マウスから摘出した腫瘍を、 剪刀で細かく 切断し

た後、 enzyme mix(Miltenyi Biotec Inc, Auburn CA, USA) を含んだ gentle MACS C Tube

に移し 、Gentle MACSTM Dissociator(Miltenyi Biotec Inc, Auburn CA, USA) を用いて機械
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的にサンプルを分断して、 70 μm cell strainer(BD Falcon, BD Bioscience, New Jersey, 

USA)に通して細胞遊液を得た。  

細胞数は、flow count beads (Beckman-Coulter, Galway, Ireland)を用いて測定した。  

 

2) フローサイト メ ト リ ーによる表面抗原解析 

細胞浮遊液は、 Fixable Viability Dye eFluor®450(eBioscience, SanDiego,CA, USA)ある

いは Zombie Yellow(BioLegend, San Diego, CA, USA)で染めて死細胞を除き、

anti-CD16/32 抗体(clone 2.4G2; BD Bioscience Pharmingen, New Jersey USA)を用いて

FcReceptor-Block 処理を行った。 以下の抗体を BioLegend(San Diego, CA, USA)より 購

入し解析に用いた。  

 

a) Fluorescein isothiocyanate (FITC)標識抗体 

抗 CD45 抗体、 抗 CD90.1 抗体、 抗 CD69 抗体 

b) Phycoerythrin(PE)標識抗体 

抗 CD11b 抗体、 抗 CD8 抗体、 抗 PD-1 抗体、 抗 PD-L1 抗体、 抗 4-1BB 抗体、 抗

Tim3 抗体、 抗 CTLA4 抗体 

c) Peridinin-chlorophyll proteins/cyanine 5.5(PerCP-Cy5.5)標識抗体 

抗 CD45 抗体 

d) Phycoerythrin-cyanine 7(PE-Cy7)標識抗体 
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抗 Ly6C 抗体 

e) Alexa fluor 647 標識抗体 

抗 Thy1.1 抗体 

f) Allophycocyanin/cyanine 7(APC-Cy7)標識抗体                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

抗 CD8 抗体 

g) Allophycocyanin(APC)標識抗体 

抗 IFN-γ 抗体、 抗 CD107a 抗体、抗 NK1.1 抗体  

h) Pacific Blue 標識抗体 

抗 CD45 抗体                                        

染色後の細胞浮遊液を、 フローサイト メ ーター(GalliosTM flow cytometer) 

(Beckman Coulter, San Diego, CA)で測定し 、 FlowJo software(version 7.6.5; Tree Star, 

Ashland, OR, USA)にて解析した。 数は、 腫瘍体積( g)あたり の細胞数で比較した。  

 

3) MDSC による NO・ ROS 産生 

細胞浮遊液を、 HBSS で 3 回洗浄し 、 5μM DAF-FM(Diaminofluorescein-FM) 

(SEKISUI MEDICAL, Tokyo, Japan)あるいは、 0.625μM CM-H2DCFDA 

(5-(and-6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate ester) (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)で 37°C、 30 分染色を行った。 PBS(-)で 2 回洗浄し 、 Zombie 

Yellow(BioLegend, San Diego, CA, USA)で 4°C、 30 分染色を行った。 その後
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anti-Gr1/biotin 抗体で 4°C、 30 分染色を行い、 さらに anti-CD45/FITC 抗体、

anti-Ly6C/PE-Cy7 抗体、 anti-APC/Streptavidin 抗体、 anti-CD11b/APC-Cy7 抗体で 4°C、

30 分染色を行った。フローサイト メ ーターで DAF-FM、CM-H2 DCFDA による緑色蛍

光強度で測定し 、 MDSC の NO・ ROS 産生を評価した。  

 

4) 細胞内 IFN-γ 細胞染色 

 細胞浮遊液を、 Fixable Viability Dye eFluor450、 anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、  

anti-CD8/APC-Cy7 抗体、 anti-CD90.1/FITC 抗体で染色した。 その後添付文書に従い

Intraprep permeabilization reagent(Immunotech, Marseille, France)を用いて細胞内 IFN-γ細

胞染色を行った。 細胞を anti-IFN-γ/APC 抗体あるいは isotype control(Rat IgG2a, κ, 

BioLegend, San Diego, CA, USA )抗体で 4°C、 30 分染色した。また 1μg/ml hgp100 ペプ

チド で 4 時間刺激した後も同様の染色を行った。 CD45+CD8+CD90.1+細胞である CTL

にゲート をかけて、 IFN-γ 産生率を測定して CTL のエフェ クター活性を評価した。  

 

5) 細胞表面 CD107a アッ セイ  

 細胞浮遊液を 0.4 μl anti-CD107a/APC 抗体あるいは isotype control(Rat IgG2a, κ)抗

体を含む培養液下で 4 時間 1μg/ml hgp100 ペプチド で刺激を行う 場合とペプチド 刺激

を行わない場合にわけた。 その後、 Fixable Viability Dye eFluor450、 anti-CD45 

PerCP-Cy5.5 抗体、 anti-CD8/ APC-Cy7 抗体、 anti-CD90.1/ FITC 抗体で染色した。
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CD45+CD8+CD90.1+細胞である CTL にゲート をかけて、 CTL 表面における CD107a の

発現を測定して、 CTL の脱顆粒能を評価した。  

8． 細胞増殖試験(In vitro) 

 pmel-1 TCR ト ランスジェ ニッ クマウスから脾細胞を採取した。CD8a+ T cell Isolation 

Kit II を用いて磁気的に CD8+細胞を分離した。 CD8+細胞を 3 回 HBSS で洗浄し 、

PBS/1% BSA、 0.6μM CFSE(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester)(Dojindo, 

Kumamoto, Japan)で 5×106/ml に溶解し 、 37°C、 10 分静置して染色した。 10%FCS 入り

の氷冷 RPMI 2 倍量で反応を止めた。 この CD8+細胞を CTL と して用いた。  

CD11b+細胞を、 CTL 投与 3 日目のマウス腫瘍から採取した。 腫瘍を tumor 

dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 細胞浮遊液を低浸透圧性 1.077g/ml density 

solution Optiprep (AXIX-SHIELD PocAS, Oslo, Norway)を用いて遠心し 、 中間層から細

胞を採取した。この過程で死細胞と顆粒球が除去された。さらに EasySep Mouse CD11b 

Positive Selection Kits(STEMCELL Technologies, Vancouver, BC, Canada)を用いて磁気的

に CD11b+細胞を分離した。  

CFSE でラベルした CD8+細胞(1.5×105)を 96 穴 U 字型プレート (Greiner Japan, Tokyo, 

Japan)に播種した。 CD11b+細胞は、 播種しないで培養液を加える場合と 、 あるいは指

定された比率で CD11b+細胞を播種した。  

hgp100 ペプチド (1 μg/ml)で刺激する場合と刺激しない場合にわけて 72 時間培養を

行った。 また、 培養液に薬剤を投与しない場合と 、 0.1mM C-PTIO あるいは 0.5mM 
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L-NMMA を培養液に投与する場合にわけて 72 時間の培養を行った。 72 時間後、フロ

ーサイト メ ーターで CFSE の蛍光強度を測定した  

9． 細胞増殖試験(In vivo) 

CTL を投与してから 3 日目と 7 日目、 マウスを犠牲死させる 16 時間前に 2mg の

BrdU(5-bromon-2’-deoxyuridine)(Sigma, Saint Louis, MO, USA)をマウス腹腔内へ投与し

た。 腫瘍を tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 Fixable Viability Dye 

eFluor450、 anti-CD45/ APC-Cy7 抗体、  anti-CD8/ PE 抗体、 anti-CD90.1/ AlexaFluor647

抗体で染色を行った。 24°C、 10 分 Permeabilizing Solution 2(BD Bioscience, New Jersey, 

USA)を用いて細胞の固定・ 膜融和を行った。 100 U/ml DNaseI (Roche Diagnostics, 

Indianapolis, IN), 0.15 M NaCl, 4.2 mM MgCl2 で 37°C、 60 分培養した。 anti-BrdU/ FITC

抗体, isotype control(Rat IgG1a, κ, BioLegend(San Diego, CA, USA))抗体で 24°C、 20 分

染色しフローサイト メ ーターで CTL の BrdU 取り 込み率を測定した。  

 

 

10.  定量 RT-PCR 

マウス腫瘍から、 TRIZOL(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて total RNA を  

抽出した。 RNA 純度および濃度は、 NanoDrop spectrophotometer(Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, USA)を用いて測定した。 RNA は SuperScript Ш First-Strand Synthesis 

System(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)により 、 製品プロト コールに従い cDNA に逆転
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写した。 PCR 反応は、 Thermal Cycler DiceTM Real Time System TP800(Takara, Shiga, 

Japan)を用い 95°C2 分を 1 サイクル、 95°C15 秒、 60℃30 秒を 40 サイクル行った。  

 用いたプライマーは以下の通り である。  

GAPDH: forward primer: 5’-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3’ 

reverse primer: 5’-CACATTGGGGGTAGGAACAC-3’ 

IFN-γ : forward primer: 5’-CTCAAGTGGCATAGATGTGGAAGA-3’ 

reverse primer: 5’-GAGATAATCTGGCTCTGCAGGATT-3’ 

Perforin: forward primer: 5’-CTGTTCCTCCTGGGCCTTTT-3’ 

reverse primer: 5’-TGGCACGAACTTGTGCTTCT-3’ 

Granzyme B: forward primer: 5’-GAAGATCCTCCTGCTACTGCTG-3’ 

reverse primer: 5’-GCACAAAGTCCTCTCGAATAAGG-3’ 

FasL: forward primer: 5’-AATCTGTGGCTACCGGTGGTA-3’ 

reverse primer: 5’-TTCTGCAGGTGGAAGAGCTG-3’ 

iNOs: forward primer: 5’-AAAGCCACGAGGCTCTGACA-3’ 

 

reverse primer: 5’-GTGAGAGGCAAAGGAGGAGA-3’ 

Arginase I: forward primer: 5’-CAGAAGAATGGAAGAGTCAG-3’ 

reverse primer: 5’-CAGATATGCAGGGAGTCACC-3’ 

NOX2: forward primer: 5’-GGAACTGGGCTGTGAATGAA-3’ 
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reverse primer: 5’-GCTGACCCAAGGAGTTTTCG-3’ 

MMP9:  forwad primer: 5’-CAGGAGTCTGGATAAGTTGGG-3’ 

Reverse primer: 5’-TTGGAAACTCACACGCCAGAA-3’ 

VEGF:  forwad primer: ATCTTCAAGCCGTCCTGTG-3’ 

Reverse primer: GCATTCACATCTGCTGTGCT-3 

 

11.  細胞診と免疫染色 

CD11b+細胞からスメ アを準備し 、風乾、Diff -quick(Sysmex, Kobe, Japan)で染色した。

細胞形態を、 光学顕微鏡(Canon EOS Kiss X4 digital camera 搭載 OLYMPUS BX41, 

OLYMPUS, Tokyo, Japan 倍率は 400×,1000×)で撮像した。 CD11b+細胞を 37°C、 30 分 

5μM の DAF-FM、 0.6μM の CM-H2DCFDA で染色し 、 anti-Gr1/Biotin 抗体で染色、 そ

の後 anti-APC/Streptavidin 抗体, anti-CD11b/PE 抗体で 4°C、 30 分染色した。 CD11b+細

胞を FLUOVIEW FV10i(OLYMPUS, Tokyo, Japan)で撮像した。  

 

12.  統計処理 

 統計解析は JMP software, version11.1.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を用いて行

った。実験結果の数値は、平均±標準偏差で示した。グループ間の差異の評価は Student

の t 検定を用い、 p<0.05 を統計的に有意と判定した。  

 



 

32 
 

 結果 

1. B16F10 担癌マウスモデルにおける腫瘍特異的 CTL 移入療法モデル(追試実験) 

先行研究の野地、 細井らの報告と同様に[40, 41]、 B16F10 担癌 C57BL/6 マウ  

スへの CTL 移入療法モデルでは、 CTL 移入療法により ある一定期間腫瘍の増大を停

止させることができるが、その抗腫瘍効果は一時的であり 、腫瘍が再び増大してしま

う 問題点がある。腫瘍体積が 600mm3 を超えるのに無治療群マウスは 3.3±0.2 日、CTL

治療群マウスは 7.7±1.0 日を要した。 CTL は、 その後腫瘍の増大を抑制する事ができ

なかった(図 5)。  

 
図 5 B16F10 メ ラノ ーマ担癌マウスにおける CTL 移入療法の抗腫瘍効果 

B16F10 メ ラノ ーマ接種後 9 日目に 1×107 個の CTL を尾静脈から投与した(Day0)。  
腫瘍径を 2 日毎に計測し 、 腫瘍体積(mm3)をπ/6×長径(mm)×短径(mm)×高さ (mm) 
により 算出し 、 無治療群(n=4)と CTL 移入療法群(n=3)における腫瘍増殖曲線を描い 
た。 CTL 投与 7 日目の無治療マウス腫瘍と CTL 移入療法マウス腫瘍には明らかな腫

瘍体積の差を認めるが、CTL 移入療法マウス腫瘍は再び増大するのが問題となってい

る。  
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2.腫瘍内 CTL の数・ 比率の変化、 エフェ クタ ー活性(IFN-γ)の変化(追試実験) 

そこで腫瘍内に浸潤した CTL の比率・ 数、 エフェ クター活性(IFN-γ 産生)を経時的

に解析した。  

 

2-1 腫瘍内に浸潤した CTL の比率・ 数の経時的な変化 

腫瘍内に浸潤したリ ンパ球に対する CTL の比率は、 CTL 投与から 5 日目で

15.6±4.4%と高く 、 CTL の数も 2.22±1.1×106 個と多いものの、 10 日目では 2.3±1.1%、

2.4±1.5×105 個と明らかに比率も数も低下していた(図 6)。  

 

 

 

 

図 6 腫瘍内浸潤 CTL の比率と数 
無治療マウスおよび CTL 移入療法マウスから CTL 投与 0,5,10 日目に腫瘍を摘出し

tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。死細胞を fixable viability dye efluor450 
で染色し 、次に anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、anti-CD90.1/FITC 抗体、anti-CD8/APC-Cy7
抗体で染色した。フローサイト メ ーターで、 e450-CD45+CD8+CD90.1+である CTL の比

率・ 数を測定した。  
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2-2 腫瘍内に浸潤した CTL のエフェ クター活性の経時的な変化 

腫瘍内に浸潤した CTL の中で実際に、 腫瘍細胞を認識・ 反応し 、 IFN-γ を産生する

CTL の比率を経時的に検討した。  

CTLが認識する抗原である gp100ペプチド の刺激がない場合、IFN-γを産生する CTL

の比率は腫瘍内に浸潤した CTL のなかで実際に腫瘍細胞を認識・ 反応し 、 IFN-γ を産

生する CTL の比率をあらわす。  

CTL 投与 3 日目は 25.2±3.4%であったの対して、 5 日目は 6.4±1.4%と明らかに低下

していた。 すなわち、 投与 3 日目の CTL は、 腫瘍内に浸潤後、 腫瘍細胞を認識・ 反

応して IFN-γ を産生できるが、 5 日目には IFN-γ の産生が低下していることがわかっ

た。 その後 7 日目、 17 日目でも IFN-γ 産生率は低下したままであった。  

次にペプチド 刺激した場合、 CTL の IFN-γ 産生率は CTL の潜在的な IFN-γ 産生能

を示しており 、 投与 3 日目(74.2±3.6%)から 5 日目(52.6±1.4%)にかけて保たれていた

CTL の IFN-γ 産生能は、 7 日目(25.0±5.0%)以降はさらに低下し 17 日目(33.8±7.1%)

も低下したままであった  (図 7)。  

これらのことから、 腫瘍内に浸潤した CTL は、 移入して 7 日目以降には抗原刺激

がある状態でも、 その IFN-γ 産生能が低下し てしまう ことが明らかになった。  
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図 7 腫瘍内浸潤 CTL のエフェ クター機能(IFN-γ 産生)の経時的な変化[44] 

CTL を投与したマウスから CTL 投与 3 日目、 5 日目、 7 日目、 17 日目に腫瘍を摘出

し 、 tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 1 μg/ml の hgp100 peptide で 4 時

間刺激した場合と 、 刺激しない場合にわけた。 死細胞を fixable viability dye efluor450
で染色し 、次に anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、anti-CD90.1/FITC 抗体、anti-CD8/APC-Cy7
抗体で細胞表面を染色した。 さらに、 Intraprep permeabilization reagent で処理し 、

anti-IFN-γ/PE-Cy7抗体で染色し CTLの IFN-γ産生率をフローサイト メ ーターで測定し

た。  
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3.腫瘍内浸潤リ ンパ球(TIL)数の変化と CD8+、 NK の数・ 比率の変化（ 追試実験）  

CTL 移入療法当日の腫瘍内浸潤リ ンパ球数(TIL)は 7.9×106 個であるが、 CTL 

移入療法を行う と 、 CTL 投与 5 日目 CTL 移入療法マウスの TIL は 1.4±0.36×107 個と

増加し 、 多数のリ ンパ球が誘導されていた。 CTL 投与 10 日目 TIL は 1.0±0.07×107 個

と減少に転じていた(図 8)。腫瘍内には、CTL に加えて、CD8+T 細胞(図 9)、NK 細胞(図

10)など多数のリ ンパ球が浸潤していた。  

 

 

 

図 8 腫瘍内浸潤リ ンパ球数(TIL) 
無治療マウスおよび CTL 移入療法マウスから CTL 投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に腫

瘍を摘出し tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 死細胞を fixable viability 
dye efluor450 で染色し 、次に anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体で染色した。フローサイト メ

ータ―で、 e450-CD45+である TIL の数を測定した。  
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図 9 腫瘍内浸潤 CD8+細胞の比率と数 
無治療マウスおよび CTL 移入療法マウスから投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に腫瘍

を摘出し tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。死細胞を fixable viability dye 
efluor450 で染色し 、 次に anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、 anti-CD90.1/FITC 抗体、

anti-CD8/APC-Cy7抗体で染色した。フローサイト メ ータ―で、CD8+CD90.1-である CD8
の比率・ 数を測定した。  
 

 

図 10 腫瘍内浸潤 NK の比率と数 
無治療マウスおよび CTL 移入療法マウスから投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に腫瘍

を摘出し tumor dissociation kit で処理し細胞浮遊液を得た。死細胞を fixable viability dye 
efluor450 で染色し 、 次に anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、 anti-NK1.1/APC 抗体で染色し

た。 フローサイト メ ータ―で、 CD8+NK1.1+である NK の比率・ 数を測定した。  
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4.腫瘍内 MDSC、 M-MDSC の数・ 比率の変化(追試実験) 

 先行研究の報告通り [41]、 CTL 移入療法に伴い腫瘍内 TIL の大部分を占めているの

は CD11b+Gr1+骨髄由来抑制性細胞 (MDSC)であった。  

MDSC の TIL に占める比率は無治療マウスと CTL 移入療法マウスで CTL 投与 5 日

目、 10 日目いずれでも差を認めなかった。  

MDSC の数は、 CTL 移入療法当日 4.7×106 個であった。 無治療マウスでは、 CTL 投

与 5 日目 (2.7±0.29×106 個)、 10 日目(2.1±0.51×106 個)と数に差を認めなかった。  

CTL移入療法マウスでは、CTL投与 5日目は 8.3±1.7×106個と明らかに腫瘍内MDSC

の数が増加していた。CTL 投与 10 日目は 5.9±0.9×106 個とやや減少するも無治療マウ

スに比べれば増加していた(図 11)。  

さらに、 CD11b+Gr1+細胞は Gr1 により さらに CD11b+Gr1highLy6C+(granulocytic 

MDSC)、 CD11b+Gr1intLy6C+(monocytic MDSC)、 CD11b+Gr1lowLy6C+(TAM)の 3 群に分

けることができ、 CTL 移入療法により 腫瘍内に誘導された MDSC の中でも、 特に

monocytic MDSC が数多く 浸潤していた(図 12)。  
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図 11 腫瘍内浸潤 MDSC の比率と数 
無治療マウスおよび CTL 移入療法マウスから投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に腫瘍

を摘出し tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。死細胞を fixable viability dye 
efluor450 で染色し 、 次に anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、 anti-CD11b/APC-Cy7 抗体、

anti-Gr1/APC 抗体で染色した。 フローサイト メ ータ―で、 CD11b+Gr1+である MDSC
の比率・ 数を測定した。  
 

 

図 12 腫瘍内浸潤 M-MDSC の比率と数 

無治療マウスおよび CTL 移入療法マウスから投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に腫瘍

を摘出し tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。死細胞を fixable viability dye 
efluor450 で染色し 、 次に anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、 anti-CD11b/APC-Cy7 抗体、

anti-Gr1/APC 抗体、 anti-Ly6C/PE-Cy7 抗体で染色した。 フローサイト メ ータ―で、

CD11b+Gr1intLy6C+である M-MDSC の比率・ 数を測定した。  
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小括 1 

 先行研究の報告通り 、 この CTL 移入療法モデルで、 投与された CTL は抗腫瘍効果

を発揮するが、その効果は一時的であり 、再び腫瘍は増大した。 CTL 移入療法が実施

されて 3、 5 日目は投与された CTL は腫瘍内に浸潤して、 腫瘍細胞を認識・ 反応して

IFN-γ を産生して抗腫瘍効果を発揮するが、 その後 7 日目以降はその比率・ 数・ エフ

ェ クター活性がともに低下していた。CTL が腫瘍内に浸潤すると同時に、腫瘍内には

大量のリ ンパ球が誘導されており 、 主に MDSC が誘導されていた。 MDSC の中でも

特に M-MDSC が誘導されていた。 そこで、 次に CTL 移入療法が実施されたマウス腫

瘍内に誘導された MDSC が実際に NO と ROS を産生しているかどう かを細胞レベル

で確認する実験を行った。さらに CTL 移入療法が実施されたマウス腫瘍内あるいは、

M-MDSCにおける iNOSやArg Iの分子レベルで発現しているかどう かを定量RT-PCR

で確認する実験を行った。 その後 iNOS 阻害剤である L-NMMA や NO 消去剤である

C-PTIOを細胞レベルで MDSCに投与することにより CTLに対する抑制機能を解除す

ることが可能かどう かを細胞増殖試験で確認する実験を行った。  
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5.腫瘍内 MDSC の NO,ROS 産生(蛍光顕微鏡、 フローサイト メ ト リ ー) 

CTL 移入療法 3 日目のマウス腫瘍より EasySep Mouse CD11b Positive Selection 

Kits を用いて磁気的に CD11b+細胞を分離した。 CD11b+細胞からスメ アを作成し 、 風

乾し 、Diff-quick で染色し 、細胞の形態を光学顕微鏡で観察した。典型的な MDSC は、

大きな細胞質に偏心性に存在するインゲン豆の形をした核を有していた(図 13A)。  

また、 CD11b+細胞を DAF-FM, CM-H2DCFDA で染色し 、 anti-Gr1/Biotin 抗体、

anti-CD11b/PE抗体、Streptavidin-APC抗体で染色し蛍光顕微鏡で撮像した。CD11b+Gr1+

である MDSC は NO、 ROS である緑色の蛍光を発しており NO、ROS を産生している

ことが明らかになった。、 CD11b-Gr1-である細胞は、逆に緑の蛍光を発しておらず NO

や ROS を産生していないことが明らかになった(図 13B,C)。  

また、 CD11b+Gr1+細胞の NO、 ROS の緑の蛍光強度をフローサイト メ ータ―で測定

すると 、 NO や ROS を産生していることが明らかになった(図 13D,E)。  

 これらの結果から、CTL 移入療法を実施さ れたマウスの腫瘍内に誘導された MDSC

は NO や ROS を産生していることが細胞レベルで確認することができた。  
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図 13 CD11b+細胞の NO、 ROS 産生（ 蛍光顕微鏡、 フローサイト メ メ ト リ ー）  
C57BL/6 マウスに B16 メ ラノ ーマを接種して 9 日目に CTL を投与した。 CTL 投与

3 日目に、 マウス腫瘍から CD11b+細胞を分離した。 A: CD11b+細胞を Diff-quick で染

色し 、 形態を光学顕微鏡で撮像した。 左： 400 倍、 右： 1000 倍。 また CD11b+細胞を

DAF-FM, CM-H2DCFDA で染色し ,anti-Gr1/Biotin 抗体、 anti-CD11b/PE 抗体、

Streptavidin-APC 抗体で染色し蛍光顕微鏡で撮像した。 フローサイト メ ータ ―で NO、

ROS の緑色蛍光強度を測定した。  
B: CD11b+Gr1+である MDSC は NO を表す緑色蛍光を発していた。 C:CD11b+Gr1+であ

る MDSC は ROS を表す緑色蛍光を発していた。 D: CD11b+Gr1+MDSC は、 NO を産生

していた。 E: CD11b+Gr1+MDSC は、 ROS を産生していた。  
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6.腫瘍全体の iNOS、 Arginase I 発現および腫瘍内 M-MDSC と腫瘍細胞の iNOS、  

Arginase I 発現の比較 

無治療マウスおよび CTL 移入療法マウス腫瘍における、 CTL 投与 3 日目、 5 日目、

7 日目の iNOS と Arginase I の発現を定量 RT-PCR で解析した。  

CTL 移入療法マウスで明らかに腫瘍全体の iNOS と Arginase I の発現が上昇してい

た（ 図 14)。  

さらに無治療マウスおよび CTL 移入療法マウスより 、 CTL 投与 3 日目に腫瘍を摘

出し 、 腫瘍をコラゲナーゼ D と Dnase I で処理し細胞浮遊液を得た。 各種表面抗体で

染色した後、 M-MDSC と CD45- tumor cells を sorting により 分離した。 各々より RNA

を抽出し 、cDNA 合成を行い同様に iNOS と Arignase I の発現を定量 RT-PCR で解析し

た。  

CTL 移入療法マウスの M-MDSC は無治療マウスに比較して明らかに iNOS の発現

が高まっていた。 Arginase I は CTL 投与の有無にかかわらず M-MDSC では発現が高

まっていた(図 15）。  

以上の結果から、 CTL は腫瘍内に浸潤して腫瘍細胞を認識・ 反応し 、 IFN-γ を産生

し腫瘍を攻撃する。 同時に腫瘍内に大量の MDSC が誘導される。 MDSC は、 iNOS を

発現し NO や ROS を産生し CTL を抑制していることが明らかになった。そこで、iNOS

阻害剤 L-NMMA や NO 消去剤 C-PTIO を使用する事で、 MDSC の CTL 抑制機能を制

御可能かどう か、 まずは in vitro で検討することと した。  
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図 14 無治療マウス、 CTL 移入療法マウスの腫瘍における iNOS と Arginase I 発現 
無治療マウス及び CTL 移入療法マウスから CTL 投与 3、 5、 7 日に腫瘍を摘出し 、

RNA を抽出した。RNA を cDNA に逆転写し 、iNOS と Arginase I の発現を定量 RT-PCR
で解析した。 iNOS は CTL 移入療法マウス腫瘍内で発現していた。 Arginase I は CTL
移入療法マウス腫瘍内で発現していた。  

 

図 15 CD45- tumor cells と M-MDSC の iNOS と Arginase I 発現 

無治療マウス及び CTL 移入療法マウスから CTL 投与 3 日目に腫瘍を摘出した。 腫

瘍組織をコラゲナーゼ D と Dnase I で処理し 細胞浮遊液を得た。 死細胞を fixable 
viability dye efluor450 で染色した。 次に anti-CD45/FITC 抗体、 anti-CD11b/APC-Cy7 抗

体、 anti-Gr1/APC 抗体、 anti-Ly6C/PE-Cy7 抗体で染色し CD45- tumor cells、GR1intLy6C+ 
monocytic MDSC を sorting により 分離した。分離した細胞から RNA を抽出し 、 cDNA
に逆転写後、iNOS と Arginase I の発現を定量 RT-PCR で解析した。腫瘍細胞は、iNOS、
Arginase I ともに発現していなかった。 CTL 移入療法を行う と 、 monocytic MDSC で

iNOS の発現が高まっていた。 Arginase I は CTL 投与の有無にかかわらず発現が高ま

っていた。  
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7.細胞増殖試験(In vitro)(図 16) 

MDSC を iNOS 阻害剤 L-NMMA および NO 消去剤 carboxy-PTIO で制御可能かどう

か in vitro の実験で確かめた。  

C57BL/6 マウスに B16F10 メ ラノ ーマ細胞を接種し 、9 日目に CTL を投与した。CTL

投与 3 日目のマウス 12 匹より 腫瘍を採取し tumor dissociation kit を用いて、 細胞浮遊

液を準備した。細胞浮遊液の中から、EasySep Mouse CD11b Positive Selection Kits を用

いて磁気的に CD11b+細胞を分離した。  

pmel-1 TCR ト ランスジェ ニッ クマウスから脾細胞を採取し 、 CD8a+ T cell Isolation 

Kit II を用いて磁気的に CTL を分離した。 細胞分裂に応じて蛍光が減弱することから

細胞分裂・ 増殖を評価できる CFSE で CTL を標識した。  

図 16 中に表示された比率で CTL と CD11b+細胞を、 hgp100 ペプチド で刺激した場

合と刺激しない場合にわけて培養した。 さらに培養液に薬剤を投与しない場合と 、

carboxy-PTIO あるいは L-NMMA を培養液に投与する場合に分けて培養を行った。  

CTL はペプチド 刺激がないと増殖しないが、 ペプチド 刺激により 94.6±0.4%が分裂

した。そこへ 1： 0.3 で CD11b+細胞である MDSC と ともに CTL を培養すると 38.7±7.5%

と分裂が抑制された。この結果から、CTL 移入療法が実施されたマウス腫瘍内に誘導

された MDSC は、 CTL の増殖を制御していることが明らかになった。  

そこで、 iNOS や NO は MDSC で産生される免疫抑制分子と考えられるため、 NO

消去剤である carboxy-PTIO および iNOS 阻害剤である L-NMMA を培養液中に投与し
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て培養を行ったところ、 MDSC の CTL 増殖抑制機能が完全に妨げられ、 97.6±0.3%あ

るいは 99.4±0.1%の CTL が MDSC の存在下にも関わらず分裂することができた。 こ

の結果から、 B16 担癌マウス腫瘍特異的 CTL 移入療法モデルにおいて、 NO は MDSC

の CTL の抑制に関与していることが示された。さらに、NO を制御することで MDSC

の CTL 制御機構を解除して、 CTL の増殖能を回復できると考えられた。  

そこで、 B16 メ ラノ ーマ担癌 C57BL/6 マウスを用いた腫瘍特異的 CTL 移入療法モ

デルを用いて、 実際に CTL 移入療法に iNOS 阻害剤 L-NMMA および NO 消去剤

carboxy-PTIO を併用することによって、 抗腫瘍効果の検討を行った。  
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図 16  MDSC は NO 産生を介して腫瘍特異的 CTL の増殖を制御する  

C57BL/6 マウスに B16 メ ラノ ーマ細胞を接種して 9 日目に CTL を投与した。 CTL
投与 3日目の 12匹のマウスより tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を採取した。

CD11b+細胞を EasySep Mouse CD11b Positive Selection Kits を用いて採取した。 細胞分

裂・ 増殖を評価できる CFSE でラベルした pmel-1 CTL を上記の比率で CD11b+細胞と

ともに hgp100 ペプチド を用いて刺激した場合と刺激しない場合にわけて 72 時間培養

を行った。さらに、培養液に薬剤を加えない場合と 、carboxy-PTIO あるいは L-NMMA
を投与する場合にわけて培養を行った。フローサイト メ ーターを用いて CTL の CFSE
蛍光強度を測定し 、 CTL の増殖・ 分裂を解析した。上記フローサイト メ ーター画像内

の数字はゲート された比率（ 平均±標準偏差） を示している。  
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小括 2 

CTL 移入療法が実施されたマウス腫瘍内に誘導された MDSC が、細胞レベルで NO

と ROS を産生している事が蛍光顕微鏡およびフローサイト メ ト リ ーで明らかになっ

た。 また、 CTL 移入療法が実施されたマウス腫瘍では、 免疫抑制性分子である iNOS

と Arg Iが発現していた。さらに、CTL移入療法が実施されたマウス腫瘍内のM-MDSC

で iNOS と Arg I が発現していた。 そこで、 iNOS 阻害剤である L-NMMA と NO 消去

剤である C-PTIO を MDSC に投与することで CTL に対する抑制機能を解除できるこ

とが細胞増殖試験で明らかになった。MDSC は iNOS と NO による経路を用いて CTL

を抑制する機能を発揮していることが明らかになった。 次に実際の CTL 移入療法モ

デルに L-NMMA と C-PTIO を併用する事により 、 CTL の抗腫瘍効果が増強されるか

どう かを確かめる実験を行った。  
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8. CTL 移入療法モデルに各種薬剤併用による抗腫瘍効果の検討 

1) L-NMMA 併用による抗腫瘍効果の検討(図 17) 

C57BL/6 マウスの右後方背部に B16F10 メ ラノ ーマ細胞 1×106 個を皮内接種して 9

日目(day0)に 1×107 個の CTL 投与を行った。B16 担癌マウスは次の 3 グループに分け

た  

① 無治療群 (n=4) 

② CTL 移入療法群 (n=4) 1×107 個の CTL を投与する。  

③ CTL/L-NMMA 併用群 (n=4) CTL 投与に加えて day2 から day11 まで連日

L-NMMA2mg を腹腔内に投与する。  

各マウスは、 2 日毎に腫瘍のサイズを測定し腫瘍増殖曲線を描いた。  

CTL 移入療法群と CTL/L-NMMA 併用群の CTL 投与 11 日目の腫瘍体積の平均±標

準偏差は、 それぞれ 1643±883 mm³、 984±462 mm³(p=0.29)と L-NMMA 併用のほう が

腫瘍体積は小さいが有意差を認めなかった。
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図 17 CTL/L-NMMA 併用治療による抗腫瘍効果 

C57BL/6マウスに 1×106個のB16メ ラノ ーマ細胞を皮内接種した。無治療群(4匹)、
CTL 移入療法群(4 匹)、 CTL/L-NMMA 併用群(4 匹)の 3 群に分けた。 接種し て 9 日目

に 1×107 個の CTL を投与した。 L-NMMA を CTL 投与 2 日目から 11 日目まで毎日 1
日 1 回 2mg/PBS200μl 腹腔内投与した。 2 日毎に腫瘍の大きさを測定して腫瘍増殖曲

線を描いた。  
上の段： 左から無治療マウス、 CTL 移入療法マウス、 CTL/L-NMMA 併用マウスの 1
匹ずつの腫瘍増殖曲線が描かれている。  
下の段(左)： 各群腫瘍増殖曲線の腫瘍体積の平均±標準偏差を示した。  
下の段(右)： CTL 移入療法 11 日目の CTL 移入療法マウスおよび CTL/L-NMMA 併用

マウスの腫瘍体積の平均±標準偏差を比較した。  
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2) C-PTIO 併用による抗腫瘍効果の検討(図 18) 

B16 担癌 C57BL/6 マウスを次の 4 グループに分けた（ 各群 5-7 匹）。  

① 無治療群 

② C-PTIO 治療群 day1 から day10 まで連日 1 日 2 回 C-PTIO 2mg を腹腔内に投

与する  

③ CTL 移入療法群 1×107 個の CTL を投与する  

④ CTL/C-PTIO 併用群 CTL 投与に加えて②の方法で C-PTIO を併用する  

C-PTIO 治療単独では、無治療群と同様に腫瘍増殖の抑制は認められなかった。無

治療群と C-PTIO 治療群でそれぞれ腫瘍体積が 600 mm³を越える日数が 3.6±1.2 日、

4.2±1.2 日と変わらなかった。 CTL 移入療法群は、 一時的に腫瘍の増殖が抑制される

が、CTL 移入療法へ C-PTIO を併用すると 、さらなる腫瘍の増殖抑制が認められた。

腫瘍体積が 600 mm³を越える日数は CTL 移入療法群が 9.3±1.3 日、 CTL/C-PTIO 併用

群が 14.4±2.4 日であった。 CTL 投与から 11 日目の CTL 移入療法群の腫瘍体積が

1199±480 mm³、 CTL/C-PTIO 併用群の腫瘍体積はわずか 321±90 mm³であった。 これ

らの結果から、 C-PTIO 治療は CTL の抗腫瘍効果を増強していることが示された。  
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図 18 CTL/C-PTIO 併用治療による抗腫瘍効果 

C57BL/6マウスに 1×106個のB16メ ラノ ーマ細胞を皮内接種した。無治療群、C-PTIO
治療群、CTL 移入療法群、CTL/C-PTIO 併用群の 4 群に分けた(各群 5-7 匹)。接種して

9 日目に 1×107 個の CTL を投与した。 C-PTIO を CTL 投与 1 日目から 10 日目まで毎

日 1 日 2 回 2mg/PBS200μl 腹腔内投与した。 2 日毎に腫瘍の大きさを測定して腫瘍増

殖曲線を描いた。  
上の段：左から無治療マウス、C-PTIO 投与マウス、CTL 移入療法マウス、CTL/C-PTIO
併用マウスの 1 匹ずつの腫瘍増殖曲線が描かれている。  
下の段(左)： 各群腫瘍増殖曲線の腫瘍体積の平均±標準偏差を示した。  
下の段(右)：CTL 移入療法 11 日目の CTL 移入療法マウスおよび CTL/C-PTIO 併用マ

ウスの腫瘍体積の平均±標準偏差を比較した。  
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小括 3 

 CTL 移入療法モデルに、iNOS 阻害剤 L-NMMA を併用したが CTL の抗腫瘍効果は増

強しなかった。 また、 NO 消去剤である C-PTIO を併用すると CTL の抗腫瘍効果が明

らかに増強された。そこで、 CTL 移入療法マウス腫瘍および CTL/C-PTIO 併用マウス

腫瘍を比較し 、腫瘍内環境を解析し抗腫瘍効果が増強された原因を明らかにする実験

を行った。  
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9. C-PTIO による腫瘍内 MDSC の NO 産生の制御(図 19) 

C-PTIO が MDSC の NO 産生を制御していることを確かめるために、 CTL 投与 

から 3 日目のマウス腫瘍から細胞浮遊液を採取し 、 CD11b+Gr1+ MDSC の NO 産生を

DAF-FM 染色の平均蛍光強度(MFI)で評価した。 CTL 移入療法マウス MDSC の

DAF-FM 染色の MFI は 68.9±11.1 であるのに比べて、CTL/C-PTIO 併用マウスの MDSC

では MFI が 43.6±7.8 に減少していた(p=0.03)。 これらの結果から、 マウスに投与され

た C-PTIO は、 実際に CTL 移入療法マウス MDSC の NO 産生を制御していることが

明らかになった。   

 
図 19 C-PTIO 投与による腫瘍内 MDSC の NO 産生の制御 

C57BL/6 マウスに 1×106 個の B16 メ ラノ ーマ細胞を接種して 9 日目に 1×107 個の

CTL を投与した。 CTL 移入療法群と 、 CTL 移入療法に C-PTIO を、 CTL 投与 1 日目、

2 日目に 2mg ずつ 1 日 2 回腹腔内投与した群をそれぞれ、3 匹ずつ CTL 投与 3 日目に

腫瘍から細胞浮遊液を採取して CD11b+Gr1+細胞である MDSC の NO 産生をフローサ

イト メ ーターで測定し CTL 治療群と CTL/C-PTIO 併用群で比較した。  
灰色線： isotype、 黒線： NO 
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10. 腫瘍内 CTL に対する C-PTIO の作用 

 C57BL/6 マウスに B16F10 メ ラノ ーマ細胞を接種し 9 日目に CTL を投与した。CTL

移入療法マウスと CTL/C-PTIO 併用マウスで、CTL 投与 3 日目と 7 日目にマウスを犠

牲死させて腫瘍から細胞浮遊液を準備し 、 フローサイト メ ーターで測定した。  

 

1) 腫瘍内 CTL 比率・ 数の変化(図 20A) 

 CTL の比率は C-PTIO 投与の有無に関わらず、 CTL 投与 3 日目、 7 日目いずれでも

差を認めなかった。 しかし 、 CTL の数は、 投与 3 日目は差を認めないが、 7 日目は

C-PTIO 併用群のほう が多かった。  

 

2)腫瘍内 CTL の増殖能の変化(図 20B) 

 CTL の増殖能力を調べるために、 CTL 投与 3 日目、 7 日目に犠牲死させる 16 時間

前に 2mg の BrdU をマウス腹腔内に投与した。  

 

CTL 投与 3 日目、 7 日目の腫瘍内 CTL の BrdU 取り 込み率の比較 

CTL 投与 3 日目、 CTL 移入療法マウスの腫瘍内 CTL の 3.1±1.3%に BrdU が取り 込

まれていた。 CTL 投与 3 日目、 CTL/C-PTIO 併用マウスの腫瘍内 CTL の 12.2±6.5%に

BrdU が取り 込まれていた。 p=0.07 と有意差はないが、 C-PTIO を併用すると 、 腫瘍内

CTL の増殖能力が高まると考えられた。  
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CTL 投与 7 日目、 CTL 移入療法マウスと CTL/C-PTIO 併用マウスで腫瘍内 CTL の

BrdU 取り 込み率に差を認めなかった。  

 

CTL 投与 3 日目、 7 日目の所属リ ンパ節浸潤 CTL の BrdU 取り 込み率の比較 

CTL 投与 3 日目、CTL 移入療法マウスの所属リ ンパ節浸潤 CTL の 13.7±6.1%に BrdU

が取り 込まれていた。 CTL 投与 3 日目、 CTL/C-PTIO 併用マウスの所属リ ンパ節浸潤

CTL の 27.4±5.0%に BrdU が取り 込まれていた。 C-PTIO を併用すると 、 所属リ ンパ節

浸潤 CTL の増殖能力が高まっていると考えられた。  

CTL 投与 7 日目、CTL 移入療マウスと CTL/C-PTIO 併用マウスで所属リ ンパ節浸潤

CTL の BrdU 取り 込み率に差を認めなかった。  

以上より 、 C-PTIO は MDSC の NO 産生を制御することにより 、 マウス体内に投与

された CTL の増殖能力を増加させていると考えられた。  

 

3)腫瘍内 CTL エフェ クター活性(IFN-γ)の変化(図 20C,D) 

 C-PTIO による CTL のエフェ クター活性の変化を調べるため CTL 投与 3 日目、7 日

目の腫瘍内 CTL の IFN-γ 陽性率を調べた。  

ペプチド 刺激をしない CTL の IFN-γ 陽性率は生体内で腫瘍を認識・ 反応し IFN-γ

を産生する能力を示す。一方、ペプチド 刺激をした CTL の IFN-γ 陽性率は、潜在的な

IFN-γ 産生能力を示している。  
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CTL 投与 3 日目、 7 日目の CTL 移入療法マウスと CTL/C-PTIO 併用マウスの CTL の

IFN-γ 陽性率の比較 

CTL 投与 3 日目、 ペプチド 刺激しない場合の腫瘍内 CTL の IFN-γ 陽性率は CTL 移

入療法マウスが 25.2±3.4%、CTL/C-PTIO 併用マウスが 21.4±4.0%と差を認めなかった。

ペプチド 刺激した場合の腫瘍内 CTL の IFN-γ 陽性率は、 CTL 移入療法マウスが

74.2±3.6%、 CTL/C-PTIO 併用マウスが 75.7±2.6%と差を認めなかった。  

CTL 投与 7 日目、CTL 移入療法マウスのペプチド 刺激しない場合とした場合の腫瘍

内 CTL の IFN-γ 陽性率はそれぞれ 5.4±1.4%、 50.4±10.4%であった。 CTL 投与 3 日目

の CTL 移入療法マウスの腫瘍内 CTL の IFN-γ 陽性率より 低下していた。  

CTL 投与 7 日目、 CTL/C-PTIO 併用マウスのペプチド 刺激しない場合とペプチド 刺

激した場合の腫瘍内 CTL の IFN-γ 陽性率はそれぞれ 6.6±1.5%、 67.8±10.6%であった。

CTL 投与 3 日目の CTL/C-PTIO 併用マウスの腫瘍内 CTL の IFN-γ 陽性率より 低下し

ていた。  

CTL 投与 7 日目の腫瘍内 CTL の IFN-γ 陽性率は、CTL/C-PTIO 併用マウスのほう が

CTL 移入療法マウスに比べて高いことが分かった。  

 

CTL 投与 3 日目、 7 日目の CTL 移入療法マウスと CTL/C-PTIO 併用マウスの腫瘍内

CTL の IFN-γ 陽性細胞数の比較 

CTL 投与 3 日目、ペプチド 刺激しない場合と 刺激した場合の腫瘍内 IFN-γ 陽性 CTL
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の数は C-PTIO の有無に関わらず差を認めなかった。  

CTL 投与 7 日目、 CTL/C-PTIO 併用マウスのほう がペプチド 刺激しない場合もした

場合も、 より 多く の IFN-γ 陽性 CTL を認めた。  

これらの結果から、IFN-γ を産生する CTL の能力は、CTL 移入療法マウスでは CTL

投与 3 日目から 7 日目にかけて減弱していた。 しかし 、 C-PTIO を投与して NO を除

去することで CTL/C-PTIO 併用マウスのほう が、より IFN-γ を産生する CTL の能力が

維持されていることが明らかになった。  

 

4)腫瘍内 CTL エフェ クター活性(CD107a)の変化(図 20E,F) 

CTL の細胞障害活性を CD107a 表面化アッ セイで解析した。  

CTL 投与 3 日目、 CTL 移入療法マウスも C-PTIO/CTL 併用マウスも CD107a 陽性

CTL の比率に差を認めなかった。  

CTL 投与 7 日目、C-PTIO/CTL 併用マウスのほう が CD107a 陽性 CTL の比率は CTL

移入療法マウスより も高かった。 同様に CTL 投与 7 日目の CD107a 陽性 CTL の数は

C-PTIO/CTL 併用マウスのほう が多かった。  

 

3)と 4)の結果から、NO 消去剤である C-PTIO は、腫瘍内で MDSC の免疫抑制作用に

より 制御されてしまう 、 CTL のエフェ クター活性を維持させることが明らかになっ

た。  
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図 20 NO 消去剤である C-PTIO は CTL の機能を維持させた  
C57BL/6 マウスに B16 メ ラノ ーマ細胞を接種して 9 日目に CTL を投与した。 図 16

の説明通り に C-PTIO を投与した。 CTL 投与 3 日目、 7 日目に CTL 移入療法マウスお

よび CTL/C-PTIO 併用マウス腫瘍より 細胞浮遊液を採取した。 A 左:腫瘍内 CTL の比

率をフローサイト メ ーターで測定した。 A 右:腫瘍内 CTL の数を計算した。 B:方法で

記載した通り 、 CTL 投与 3 日目と 7 日目の腫瘍内 CTL および所属リ ンパ節内 CTL の

BrdU 取り 込み率をフローサイト メ ーターで測定した。 C,D:CTL 投与 3 日目 7 日目の

ペプチド 刺激した場合と刺激しない場合の腫瘍内 CTL の IFN-γ 産生率および IFN-γ
陽性 CTL の数をフローサイト メ ーターで測定した。E,F:CTL 投与 3 日目 7 日目のペプ

チド 刺激した場合と刺激しない場合の腫瘍内 CTL の CD107a 陽性率および CD107a 陽
性 CTL の数をフローサイト メ ーターで測定し た。  
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11. 腫瘍内 effector molecules および immunosuppressive molecules 発現の検討(図 21) 

NO 消去剤である C-PTIO は、 CTL のエフェ クター活性を回復させることを細胞レ

ベルで確認できたが、 さらに分子レベルで評価した。  

CTL 投与 3 日目、7 日目の CTL 移入療法マウスあるいは C-PTIO/CTL 併用マウスの

腫瘍から抽出した mRNA を用いて定量 RT-PCR を行った。 エフェ クター分子として

IFN-γ、Perforin、granzyme B、FasL そして免疫抑制分子として iNOS、arginase I、NOX2、

MMP9、 VEGF の mRNA を CTL 投与 3 日目、 7 日目で比較した。  

CTL 移入療法マウスでは、 CTL 投与 3 日目から 7 日目にかけて IFN-γ、 perforin、

granzyme B、 FasL の発現は低下していた。CTL/C-PTIO 併用マウスでは CTL 投与 3 日

目から 7 日目にかけて IFN-γ、 perforin、 granzyme B、 FasL の発現は、 同じかあるいは

増加していた。  

これらの結果から、 免疫抑制分子の発現により CTL の機能は腫瘍内では減弱する

が、 NO 消去剤である C-PTIO の投与により 、 CTL の抗腫瘍活性は維持されることが

分子レベルでも明らかになった。  

反して、 免疫抑制分子である iNOS、 Arginase I、 NOX2、 MMP9、 VEGF の mRNA

発現は CTL 投与 3 日目、 7 日目で CTL 移入療法マウスと CTL/C-PTIO 併用マウスで

差を認めなかった。 これは C-PTIO は他の因子に影響を与えずに、 直接 NO の免疫抑

制作用を制御して CTL の抗腫瘍作用を回復さ せたものと考えられた。  
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図 21 エフェ クター分子と免疫抑制分子にかかわる遺伝子の発現 
C57BL/6 マウスに B16 メ ラノ ーマ細胞を接種して 9 日目に CTL を投与した。図 16 の

説明通り に C-PTIO を投与した。 CTL 投与 3 日目、 7 日目に CTL 移入療法マウスおよ

びCTL/C-PTIO併用マウス腫瘍より 細胞浮遊液を採取し mRNAを抽出し 、定量RT-PCR
を行った。  
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抄括 4 

CTL 移入療法に NO 消去剤である C-PTIO を併用することにより 、CTL 投与 3 日目

の腫瘍所属リ ンパ節内 CTL の増殖能力が増強した。その結果、CTL 投与 7 日目 C-PTIO

併用マウス腫瘍内における CTLの数が CTL 移入療法マウス腫瘍内のCTLの数に比べ

て維持されていた。 また、 C-PTIO 併用により CTL のエフェ クター活性も維持されて

いた。以上の結果より CTL 移入療法モデルで C-PTIO 併用により 抗腫瘍効果が増強し

たと考えられた。 しかしながら、それでもその抗腫瘍効果は一時的であり 再び腫瘍が

増大した。 腫瘍内で形成された免疫抑制性環境を評価するため、 腫瘍内に浸潤した

CTL の経時的な正負の共刺激分子の発現を検討する実験を行った。  
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12. 腫瘍内 CTL の経時的な正・ 負の共刺激分子の検討（ 図 22）  

CTL を投与したマウスから CTL 投与 3 日目、 5 日目、 7 日目、 10 日目、 14 日目に

腫瘍を摘出し 、 tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 CD45 陰性細胞と浸

潤リ ンパ球（ CD45 陽性）に分けてその共刺激分子を解析するために、死細胞を fixable 

viability dye efluor450 で染色し 、 anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、 anti-CD90.1/Alexa647 抗

体、 anti-CD8/APC-Cy7 抗体、 anti-CD69/FITC 抗体、 anti-4-1BB/PE 抗体、 anti-PD-1/PE

抗体、 anti-Tim3/PE 抗体、 anti-CTLA4/PE 抗体で染色した。 フローサイト メ ーターで

経時的な CTL の比率と 、 CTL 表面に発現する CD69、 4-1BB、 PD-1、 Tim3、 CTLA4

を解析した。  

正の共刺激分子である 4-1BB は CTL 投与 3 日目にピークとなった。 また負の共刺

激分子である PD-1 は CTL 投与 5 日目から発現し 、 以後も発現が維持されていた。

PD-1/PD-L1 経路をさらに検討する事とした。  
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図 22 CTL の正・ 負の共刺激分子 
CTL を投与したマウスから投与 3 日目、 5 日目、 7 日目、 10 日目、 14 日目に腫瘍を摘

出し 、 tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 死細胞を fixable viability dye 
efluor450 で染色し 、 anti-CD45/PerCP-Cy5.5 抗体、 anti-CD90.1/Alexa647 抗体、

anti-CD8/APC-Cy7 抗体、anti-CD69/FITC 抗体、anti-4-1BB/PE 抗体、anti-PD-1/PE 抗体、

anti-Tim3/PE 抗体、 anti-CTLA4/PE 抗体で染色した。 フローサイト メ ーターで、 経時

的な CTL の比率と 、 CTL に発現する CD69、 4-1BB、 PD-1、 Tim3、 CTLA4 の発現を

解析した。 灰色線： isotype、 黒線： 各共刺激分子 
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13. 腫瘍内 CD45-細胞の PD-L1 発現の検討 

CTL表面に PD-1の発現を認めたため、リ ガンド である PD-L1の発現を腫瘍内CD45-

細胞で検討した。 CD45-細胞は、 腫瘍細胞と 間質細胞である線維芽細胞や血管内皮細

胞や炎症細胞などが含まれていると考えられる。  

無治療マウス及び CTL 移入療法マウスから、 CTL 投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に

腫瘍を摘出した。 腫瘍を tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 死細胞を

fixable viability dye efluor450 で染色し 、 次に anti-CD45/APC-Cy7 抗体、 anti-PD-L1/PE

抗体で染色し 、腫瘍内 CD45-細胞と培養 B16 メ ラノ ーマ細胞の PD-L1 発現をフローサ

イト メ ーターで測定した(図 23)。  

培養中の B16 メ ラノ ーマには PD-L1 を発現し ておらず、 C57BL/6 マウスに B16 メ

ラノ ーマを接種して 9 日目の無治療腫瘍内 CD45-細胞は、わずかに PD-L1 を発現して

いた。 その後も無治療マウスの細胞は、 CTL 投与 5 日目も 10 日目も PD-L1 をわずか

に発現していた。  

CTL 移入療法マウスの腫瘍内 CD45-細胞では、 CTL 投与 5 日目 PD-L1 の発現が顕

著に高まっていた。 CTL 投与 10 日目、 PD-L1 の発現は現弱していたが、 無治療マウ

スに比べれば発現は高かった。  

CTL が腫瘍内に浸潤し腫瘍細胞を認識・ 反応し IFN-γ を産生し腫瘍を攻撃する。CTL

投与 5日目、腫瘍細胞はCTLの攻撃から逃避するために PD-L1を最大限に発現し CTL

に発現する PD-1 と相互作用して CTL を制御しよう と 試みていること が考えられた。
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CTL 投与 10 日目、 CTL の数が減少し 、 エフェ クター活性も低下するため腫瘍への攻

撃は弱まる。 そのため、 腫瘍細胞の PD-L1 発現が現弱していたものと考えられた。  

また、無治療マウス及び CTL移入療法マウスから CTL投与 5日目に腫瘍を摘出し 、

PI（ 青）、抗 PD-L1 抗体（ 緑）、抗 CD90.1 抗体（ 赤） で免疫組織染色を行った(図 24)。

CTL 投与マウスの腫瘍内では CTL の浸潤とと もに周囲の腫瘍(腫瘍細胞およびがん間

質細胞)の PD-L1 が著明に発現していた。 反して、 無治療群マウスの腫瘍では全く

PD-L1 の発現を認めなかった。  
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図 23  腫瘍内 CD45-細胞の PD-L1 発現 
無治療マウス及び CTL 移入療法マウスから、 CTL 投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に

腫瘍を摘出した。 腫瘍を tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。 死細胞を

fixable viability dye efluor450 で染色し 、 次に anti-CD45/APC-Cy7 抗体、 anti-PD-L1/PE
抗体で染色した。腫瘍内 CD45-細胞と培養中 B16 メ ラノ ーマ細胞の PD-L1 発現をフロ

ーサイト メ ーターで測定した。 赤線： isyotype、 水色線： PD-L1 
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図 24 無治療及び CTL を投与したマウスから投与 5 日後に腫瘍を摘出し 、PI（ 青）  、
抗 PD-L1 抗体（ 緑）、 抗 CD90.1 抗体（ 赤） で免疫組織染色を行った。 CTL 移入療法

マウスでは、 CTL が腫瘍内に浸潤して周囲の腫瘍細胞と間質細胞で PD-L1 が顕著発

現していた。無治療マウスでは、腫瘍細胞と間質細胞で PD-L1 はほとんど発現してい

なかった。  
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14. 腫瘍内 MDSC の PD-L1,PD-L2 発現の検討(図 25) 

 CTL 移入療法により 、 腫瘍内に CTL が浸潤すると MDSC が誘導される。 MDSC 表

面の PD-L1 あるいは PD-L2 発現の検討を行った。  

無治療マウス及び CTL 移入療法マウスから CTL 投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に腫

瘍を摘出し 、tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。死細胞を fixable viability 

dye efluor450 で染色し 、次に anti-CD45/FITC 抗体、 anti-PD-L1/PE 抗体、 anti-PD-L2/PE

抗体、 anti-CD11b/APC-Cy7 抗体、 anti-Gr1/APC 抗体、 anti-Ly6C/PE-Cy7 抗体で染色し

フローサイト メ ーターで測定した。  

C57BL/6 マウスに B16 メ ラノ ーマを接種して 9 日目のマウスの腫瘍内に浸潤して  

いる MDSC は、わずかに PD-L1 を発現していた。その後も CTL 投与 5 日目、10 日目、

無治療マウスの腫瘍内 MDSC はわずかに PD-L1 を発現していた。  

CTL 投与 5 日目、 CTL 移入療法マウスの腫瘍内に浸潤した MDSC では明らかに

PD-L1 の発現が高まっていた。 CTL 投与 10 日目も PD-L1 の発現は高まっていた。  

PD-L2 は、 無治療マウス、 CTL 移入療法マウスいずれでも発現を認めなかった。  

 

CTL 移入療法に C-PTIO を併用することで CTL の抗腫瘍効果の増強を認めたが、や

はり 腫瘍の再増大という 問題があった。これまでの実験結果から PD-1/PD-L1 経路が、

CTL を制御する免疫抑制機構の 1 因子と考えられたため、 C-PTIO 投与に加えて抗マ

ウス PD-1 抗体も併用することと した。  
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A 

 
B 

 
図 25 MDSC の PD-L1/PD-L2 発現 
無治療マウス及び CTL 移入療法マウスから CTL 投与 0 日目、 5 日目、 10 日目に腫

瘍を摘出し 、tumor dissociation kit を用いて細胞浮遊液を得た。死細胞を fixable viability 
dye efluor450 で染色し 、次に anti-CD45/FITC 抗体、 anti-PD-L1/PE 抗体、 anti-PD-L2/PE
抗体、 anti-CD11b/APC-Cy7 抗体、 anti-Gr1/APC 抗体、 anti-Ly6C/PE-Cy7 抗体で染色し

フローサイト メ ーターで測定した。 (A)MDSC の PD-L1 発現。  (B)MDSC の PD-L2 発

現。  赤線： isotype、 水色線： PD-L1 あるいは PD-L2 
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抄括 5 

この CTL 移入療法モデルでは、 先行研究で報告された腫瘍内への MDSC の誘導に

よる免疫抑制機構以外に、腫瘍内に浸潤した CTL に負の共刺激分子である PD-1 が発

現し 、 PD-1 のリ ガンド である PD-L1 が腫瘍細胞および MDSC に発現していることが

明らかになり あらたに免疫抑制機構として PD-1/PD-L1 経路があらたに形成されてい

ることが明らかになった。 そこで、 この Adaptive resistance と してあらたに形成され

た PD-1/PD-L1経路を解除するためCTL移入療法に抗マウス PD1抗体を併用する実験

を行った。  
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15. CTL 移入療法モデルに各種薬剤併用による抗腫瘍効果の検討 

3) 抗マウス PD-1 抗体と C-PTIO の併用による抗腫瘍効果の検討(図 26) 

B16 担癌マウスを次の 4 群に分けた(各群 5 匹)。  

( 1)無治療群 

( 2) CTL 治療群 1×107 個の CTL を投与する  

( 3) CTL/a-mPD1 mAb 併用群 1×107 個の CTL を投与する。 a-mPD1 mAb 100μg

を CTL 投与 1 日目、 4 日目、 7 日目、 10 日目に腹腔内へ投与した。  

( 4) CTL/a-mPD1 mAb/C-PTIO 併用群 CTL 投与と a-mPD1 mAb 投与に加えて

C-PTIO を CTL 投与 1 日目から 10 日目まで連日 2mg を 1 日 2 回腹腔内へ投

与した。  

CTL 投与後 13 日後の腫瘍体積は、 (1) 群は 5563.5±1683.5mm3 、 (2) 群は

1335.5±291.7mm3、 (3)群は 1035.8±724.4mm3、 (4)群は 561.6±669.1mm3 であった。 CTL

投与による腫瘍の増殖抑制を認め、 そして CTL 投与に a-mPD1 mAb を併用しても抗

腫瘍効果は増強しなかったが、CTL 投与に a-mPD1 mAb と C-PTIO を同時に併用する

ことで抗腫瘍効果が有意に増強された。  

腫瘍接種後、腫瘍体積が 600mm3 に達するまでの日数は、 (1)群は 3.9±1.2 日、 (2)群は

10.3±1.1 日、 (3)群は 12.2±3.5 日、 (4)群は 16.6±3.5 日であり 、増殖抑制期間の延長も認

められた。   
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図 26  B16 を接種したマウスを 4 群(各群 5 匹)に分け、無治療群、CTL 移入療法群、

CTL+a-mPD1 mAb 併用群、 CTL+a-mPD1 mAb+C-PTIO 併用群に分けた。 a-mPD1 mAb
は、 100μg を CTL 投与 1、 4、 7、 10 日後に腹腔内投与した。 C-PTIO は、 2mg を 1 日

2 回、CTL 投与 1 日目から 10 日目にかけて連日腹腔内投与した。 2 日毎に腫瘍のサイ

ズを測定し腫瘍増殖曲線を描いた。  
A:左から無治療マウス、 CTL 移入療法マウス、 CTL/a-mPD1 mAb 併用マウス、

CTL/C-PTIO/a-mPD1 mAb 併用マウスの 1 匹ずつの腫瘍増殖曲線が描かれている。  
B(左)： CTL 投与 13 日目の各群マウス腫瘍体積の平均±標準偏差を比較した。  
B(右)： CTL を投与してから各群腫瘍体積が 600mm3 に達するまでの日数の平均±標準

偏差を比較した。  
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考察 

 

 CTL 移入療法は強力かつ一定の抗腫瘍効果を発揮できる。しかしながら、腫瘍内に

浸潤した CTL は IFN-γ を産生し抗腫瘍活性を発揮するが、同時に CTL は M-MDSC を

腫瘍内に誘導し正反対の免疫抑制機構を誘導してしまう 。また、腫瘍細胞表面におけ

る免疫抑制分子 PD-L1 分子の発現を増強させてしまう 。我々は、B16 メ ラノ ーマ担癌

C57BL/6 マウス腫瘍特異的 CTL 移入療法モデルを用いて、腫瘍内の CTL の数が時間

とともに減少し 、 M-MDSC がさらに誘導さ れ CTL の機能に悪影響を与えることを報

告した(図 6,7,11-15)。M-MDSC が免疫抑制を担う といった以前の報告[45]に一致して、

我々は MDSC が産生する NO が CD8+T 細胞の増殖と機能を阻害し 、 腫瘍の増大につ

ながることを示した(図 16)。 腫瘍内での CTL の数や機能の低下を防ぐために、 CTL

移入療法に NO 消去剤である C-PTIO や iNOS 阻害剤である L-NMMA を併用した。

C-PTIO 投与により NO を消去することが、 CTL の増殖能力やエフェ クター活性を維

持させ、 腫瘍増大の制御につながった(図 18-21)。  

 

 MDSC はほとんどのマウス腫瘍モデル[46]および担癌状態のヒ ト 末梢血[47]で認め

られる。 さらに、 MDSC の存在が担癌状態のヒ ト で病期に関連する [48]。 MDSC には

2 つの主要なタイプがある、 granulocytic CD11b+Gr1+Ly6G+Ly6Clo (G-MDSC) と

monocytic CD11b+Gr1intLy6G-Ly6C+ (M-MDSC)である [49]。 一般的に、 G-MDSC は増大
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した癌において循環する MDSC の大部分を占める [49]。腫瘍において、MDSC の 75％

が G-MDSC で、残り の 25％が M-MDSC である [39]。しかし 、CTL 移入療法を行う と 、

腫瘍に誘導されるのは M-MDSC で、 G-MDSC より 数が多かった[41]。我々は、 MDSC

が腫瘍内に浸潤する際に必要であるケモカインレセプターである CCR2ノ ッ クアウト

マウスで CTL の抗腫瘍活性が増強することを明らかにした[41]。  

 

がん治療で MDSC を制御するには様々な方法が考えられた。  

1)機能を阻害する (PDE-5 阻害剤[50]、NO-アスピリ ン [51-53]、COX2 阻害剤[54, 55]、

本研究で用いた L-NMMA,C-PTIO)、 2)成熟骨髄細胞に分化させる (ATRA[56, 57]、

vitamin A、 vitamin D3[58]、 IL-12[59, 60])、 3)発生を阻害する (ゾレド ロン酸[61, 62]、

JAK2/STAT3 阻害剤[63, 64]、 VEGF 阻害剤[65])、 4)MDSC そのものを除去する

(gemcitabine[66], doxorubicin[67], docetaxel[68], 5-FU[69], IL-6R blocker など )に分類さ

れる [70]。  

臨床では、 PDE-5 阻害剤を頭頸部癌および多発性骨髄腫患者に投与することで、抗

腫瘍免疫反応の増強に成功した[71-73]。腫瘍内浸潤リ ンパ球を投与する養子免疫療法

は、 制御性 T 細胞や MDSC を含めた免疫抑制性細胞を除去する骨髄非破壊的リ ンパ

球除去化学療法により 大いに改善した。 がんワクチンにおいては、 我々は、 sunitinib

が血液循環 MDSC の頻度を低下させることにより 転移性腎臓がん患者において樹状

細胞を用いた免疫治療の効果を、 高めることを報告した[74]。 転移性メ ラノ ーマ患者
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では、 ipilimumab で CTLA-4 を阻害すると 、 MDSC の頻度が減少し MDSC が CTLA-4

阻害治療の効果予測バイオマーカーとなる可能性が考えられた[75, 76]。 本研究では

1)機能を阻害することに着目して、 MDSC が産生する免疫抑制分子 NO を薬理学的に

除去することにより 、 MDSC の免疫抑制性活性を減弱させることができた。  

 

 G-MDSC は主に活性酸素種(ROS)を産生し 、 M-MDSC は主に活性窒素種(RNS)を産

生することにより 、 G-MDSC と M-MDSC は異なる経路で、 抗原特異的あるいは非特

異的な抗腫瘍免疫反応を阻害している [39, 49, 77-79]。  

M-MDSC が産生する iNOS と Arginase 1(ARG1)は ROS と NO を産生し 、NO と ROS

から peroxynitrite(ONOO-、ペルオキシ酢酸)のよう な RNS が産生される [49, 78, 80, 81]。

Peroxynitrite は T 細胞受容体-CD8 複合体のニト ロ化[82]あるいは腫瘍細胞の MHC 分

子へのペプチド 結合部位のニト ロ化[83]を誘導する。いずれも CTL による腫瘍抗原の

認識を減弱させる (図 4)。  

さらに、ニト ロ化されたケモカインは腫瘍への T 細胞の誘導を損なう が、MDSC は

誘導されることが報告されている [52]。  

従って、 われわれは腫瘍内の M-MDSC による peroxynitrite のよう な RNS の産生を

阻害するために NO を標的にした(図 4)。  
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図 4 CTL,MDSC,Tumor の相互関係 
腫瘍内に浸潤した CTL は腫瘍細胞で提示された MHC-I を TCR(T 細胞受容体)で認

識・ 反応して IFN-γ を産生して腫瘍細胞を攻撃する。 しかし 、 同時に腫瘍内に大量の

MDSC が誘導される。この MDSC には iNOS や Arg I や NOX2 が産生さ れ NO や ROS
が産生され、さらに ONOO-(ペルオキシ硝酸)が産生される。NO は CTL 上の IL-2R(IL-2
受容体)を down regulation し 、 ONOO-は TCR をニト ロ化させて、 CTL の TCR による

MHC-I の認識を阻害して CTL を阻害する。 また CTL 表面に負の共刺激分子である

PD-1、 腫瘍細胞表面に PD-L1 が発現し 、 PD-1/PD-L1 経路により CTL が制御さ れる。 

 

 iNOS 阻害剤である L-NMMA と NO 消去剤である C-PTIO は両薬剤ともに in vitro

で CTL の増殖を回復させることができた(図 16)。 NO は MDSC による CTL 活性の阻

害に関与していることが示唆された。 われわれは、 C-PTIO が腫瘍内の CTL の増殖能

力とエフェ クター活性を維持させたこと (図 20、図 21)、 CTL 移入療法に C-PTIO を併

用することにより 、 CTL の抗腫瘍効果を増強させること (図 18)を明らかにした。  

一方、 iNOS 阻害剤併用により 、 CTL の抗腫瘍効果を増強させることはできなかっ
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た(図 17)。 iNOS 阻害が抗腫瘍効果増強につながらなかった理由は今後明らかにしな

ければならない。しかし 、C-PTIOは iNOSの活性そのものに影響を及ぼさないで、iNOS

から NO を直接識別して制御したことが関係しているかもしれない。対照的に、 iNOS

阻害剤である L-NMMA は、 NO と ともに重要な生理学的機能を調節する NO 関連代

謝産物の産生を阻害する作用をしめした[84, 85]。 C-PTIO により 、 より 選択的に NO

を制御したことが、 in vivo でより よい結果につながったと考えられた。 NOS には、恒

常的に発現している血管内皮型 eNOS と神経型 nNOS および、炎症などにより 誘導さ

れる誘導型 iNOS が存在する。 L-NMMA は非選択的 NOS 阻害剤であるため、 腫瘍内

の MDSC に発現した iNOS を阻害する前に、 eNOS や nNOS を阻害することにより 血

管系や神経系に対する副作用のため抗腫瘍効果を示さ なかった可能性が考えられた。 

従って、選択的 iNOS阻害剤である L-NILを併用して iNOSを選択的に阻害する事で、

抗腫瘍効果が増強できた可能性が考えられた。 また、 別の実験では L-NMMA を 2mg

から 5mg に増量して CTL 移入療法に併用し たが、 明らかな抗腫瘍効果の増強を認め

なかった。 DDS(ド ラッ グデリ バリ ーシステム)を用いて、 L-NMMA が効率的に腫瘍内

に到達すれば、CTL 移入療法による抗腫瘍効果の増強が得られた可能性が考えられた。 

 

 図 20B の結果で、 CTL 移入療法に C-PTIO を併用すると腫瘍内 CTL の増殖能力は

明らかに増加せず、 腫瘍所属リ ンパ節内 CTL の増殖能力が増加した。 CTL は、 腫瘍

内に浸潤するとエフェ クター細胞となり エフェ クター機能が増強し 、そのかわり 増殖
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能力が低下する。一方、腫瘍所属リ ンパ節内 CTL のエフェ クター機能は未熟であり 、

増殖能に富んでいる。 従って、 腫瘍内 CTL の増殖能力はすでに低下しているため、

C-PTIO を投与しても改善しなかったが、 腫瘍所属リ ンパ節内 CTL は増殖能力に富ん

でおり 、 C-PTIO 投与を投与して、 より 増殖能力が高まったと考えられた。  

 以上より 、 C-PTIO による NO 消去は CTL 機能を維持させたが、 効果は一時的であ

った。 CTL の数が減少するとともに機能も減弱した。 CTL を投与して 10 日目以降に

は腫瘍の再増大を認めた(図 18)。  

腫瘍は免疫監視機構から逃避するために多彩な戦略を用いている。 T 細胞における

負の共刺激分子と他の細胞との相互作用だけでなく 、免疫抑制因子やプロアポト ーシ

ス経路に関連する因子が全て、 免疫抑制性環境に関与している。  

先に述べたよう に、 Pardoll らは PD-1/PD-L1 間において、腫瘍に発現する PD-L1 と

T 細胞上の PD-1 の関係が重要であり 、 元々腫瘍に発現している PD-L1 からの免疫学

的逃避機構を Innate resistance、活性化した T 細胞が産生する IFN-γ 産生により Stat シ

グナルを通じて発現が惹起された PD-L1 による T 細胞上の PD-1 を介した免疫逃避機

構を Adaptive resistance と表現している [11]。我々の腫瘍モデルでは、腫瘍に浸潤した

CTL は投与 5 日目から PD-1 を発現してそれ以降も発現が維持されていた(図 22)。

B16F10 メ ラノ ーマ細胞は全く PD-L1 を発現してなかった。 また、 CD45-細胞は正確

にはがん間質に含まれる細胞を表しており 、がん細胞以外にも先で述べたがん関連繊

維芽細胞(CAF)や炎症細胞や血管内皮細胞など種々の細胞が含まれている。 B16 メ ラ
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ノ ーマ細胞を C57BL/6 マウスに接種して 9 日目の腫瘍では、 腫瘍細胞はわずかに

PD-L1 を発現していた。 その後も CTL 投与 5 日目、 10 日目無治療マウス腫瘍内の腫

瘍細胞では PD-L1 がわずかに発現しており Innate resistance と考えられた。そこへ CTL

移入療法を行う と 、 CTL 投与 5 日目の CTL 移入療法マウス腫瘍内の腫瘍細胞では

PD-L1の発現が著明に高まっており 、その後 10日目も PD-L1の発現は高まっていた。

また、腫瘍内に誘導された MDSC でも PD-L1 の発現が高まっていた。このよう に CTL

移入療法により 、 あらたに PD-1/PD-L1 経路による免疫抑制機構が形成されており 、

Pardoll らの呼ぶ Adaptive resistance と考えられた。  

従って、 この PD-1/PD-L1 経路を解除する事で、 CTL 移入療法を増強できると考え

られた。 抗マウス PD-1 抗体を CTL/C-PTIO 併用療法にさらに併用することが、 さら

に CTL 移入療法の抗腫瘍効果を増強させると 考えられた。 実際、 C-PTIO と抗マウス

PD-1 抗体を CTL 移入療法に併用することにより 、 CTL の抗腫瘍活性の増強につなが

った(図 26)。  

 

 本研究で取り 扱った MDSC や PD-1/PD-L1 経路を介した免疫抑制以外にも腫瘍には

多彩な免疫抑制メ カニズムが存在する。これまでのがん免疫治療の問題点をまとめる

と図 25 に示したよう な 5 つの問題点がある。 (1)がん抗原の消失あるいは発現低下、

(2)樹状細胞の抗原取り 込み、プロセッ シング、成熟の低下、 (3)リ ンパ節における CTL

活性化の低下・ CTL の数の低下、 (4)CTL のがん組織へのホーミ ングがう まく いかな
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い、 (5)免疫抑制環境の構築である [36]。今回の研究では(5)免疫抑制環境の構築におけ

る腫瘍内の免疫抑制因子である MDSC の制御のために、 MDSC が産生するエフェ ク

ター分子である NO を標的とした C-PTIO を用いることで CTL の抗腫瘍効果の増強に

成功した。 また CTL に発現する PD-1 と腫瘍や MDSC に発現している PD-L1 との結

合を阻害する抗マウス PD-1 抗体を投与することで、 さらに抗腫瘍効果の増強につな

がった。 しかし 、 図 25 で示したよう に他の問題点も今後解決すべき課題であると考

える。  

 本研究では CTL 移入療法を行う と腫瘍内の免疫抑制性環境が増強されていた。CTL

が腫瘍内に浸潤し腫瘍細胞を認識・ 反応し IFN-γ を産生して、 抗腫瘍効果を発揮する

と同時に、 腫瘍内に MDSC が誘導された。 MDSC が産生する NO が CTL の機能を制

御していた。 また腫瘍内に浸潤した CTL に PD-1 が発現し 、 腫瘍細胞と MDSC には

PD-L1 が発現して PD-1/PD-L1 経路があらたに形成さ れ CTL の機能を制御し ていた。

我々は、CTL 移入療法により 、免疫抑制性環境であらたに形成された免疫抑制機構で

あるこれらの Adaptive resistance に注目した。 この Adaptive resistance に注目して、

C-PTIO を投与し NO を消去して、 さらに PD-1/PD-L1 経路を抗マウス PD-1 抗体で解

除することで CTL の抗腫瘍効果を増強することが可能なことが本研究で明らかにす

ることができた。  
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腫瘍に対する免疫応答を阻害する因子は一人ひとり の患者ごとに異なっており 、そ

のメ カニズムを明らかにして対応する事が求められる。がん免疫療法は、複合的免疫

療法であり 、 個別化免疫療法となることが必要であると考えられる。  

我々は、胃がんや食道がんなどの消化器がんに対して手術療法だけでなく 、化学療

法や放射線療法を実施している。本研究で、CTL 移入療法により 腫瘍内に新たな免疫

抑制機構が形成される Adaptive resistance が免疫抑制性環境で起こっていることを

我々が明らかにしたよう に、 化学療法や放射線療法そのものが CTL 移入療法のよう

に腫瘍内に新たな免疫抑制機構を形成することが報告されている [86-89]。従って、本

研究で Adaptive resistance に注目し 、 その免疫抑制機構を解除することで抗腫瘍効果

の増強につながったよう に、今後臨床でも化学療法や放射線療法によって腫瘍内にも

たらされる Adaptive resistance に注目して、 より 抗腫瘍効果を高められるよう がん治

療に携わり たいと考える。  
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図 25 がんと免疫のサイクル  

がんを攻撃する免疫応答の誘導には(1)がん抗原の放出、(2)未成熟 DC によるがん抗原

の取り 込みおよびリ ンパ節への遊走・ 成熟化、 (3)成熟 DC による T 細胞への抗原提示

とプライミ ング、 (4)CTL のがん組織への遊走と浸潤、 (5)CTL によるがん細胞の認識

と攻撃という サイクルが回ることが重要である。  
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