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１．要旨 

 

 腫瘍免疫において、腫瘍抗原がリンパ流を介して所属リンパ節にたどりつく

ことは免疫の成立にとって重要なステップと考えられるが、マウスを用いた詳細な検

討は行われていない。全身のリンパ灌流異常を有する kCYC+/-マウスを用いて腫瘍免

疫の検討を行った。kCYC+/-マウスの腹部に B16メラノーマ細胞または EL-4リンパ腫

細胞を皮下注射したところ、野生型マウスに比較して腫瘍形成の促進がみられた。

kCYC+/-マウスでは所属リンパ節においてサイトカインの発現低下と流入腫瘍抗原お

よび抗原提示の減少がみられた。また kCYC+/-マウス由来の CD8+ Tリンパ球は腫瘍細

胞傷害活性が減弱していた。これによりリンパ節への腫瘍抗原の流入は腫瘍特異的な

免疫応答に必須であると考えられた。 

 

 



5 
 

２．序文 

 

 リンパ系は組織の間質液を血液循環に輸送する機能をもつ。リンパ管は末梢

では盲端の毛細管として始まり、中枢では集合リンパ管を形成し、胸管を介して血液

循環に繋がる。リンパ系は間質液のほかにタンパク質などの微小物質を輸送する機能

も有する。組織におけるタンパク質は動脈の毛細血管から血管外に拡散し、多くはマ

クロファージによる変性を受けて静脈系の毛細血管あるいはリンパ管から再吸収さ

れる。ところがリンパ管の機能が障害されると間質のタンパク質濃度が高くなり、膠

質浸透圧が高くなることで間質液の貯留に至ると考えられている 1。この状態はリン

パ浮腫とよばれ、二次的な炎症や脂肪組織の肥厚、線維化が生じ、運動機能の障害を

来たしうる。リンパ浮腫は先天的なリンパ系の奇形あるいは機能障害による原発性リ

ンパ浮腫と、疾患あるいは医原的にリンパ管機能が障害される二次性リンパ浮腫に分

類される。二次性リンパ浮腫の原因として世界的にはバンクロフト糸状虫などによる

フィラリア症が最も多いとされ、9000万人以上の罹患者がいると推定されている 2。

一方、米国など先進国における二次性リンパ浮腫の原因は悪性腫瘍またはその治療に

よるものが多数を占める。乳癌、メラノーマ、婦人科系悪性腫瘍、リンパ腫、泌尿器

科系悪性腫瘍を含む様々な悪性腫瘍の治療後にリンパ浮腫を来たすことが知られて
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いるが、特に乳癌の術後あるいは放射線治療後の二次性リンパ浮腫は注目されており、

上肢のリンパ浮腫の大多数を占める 1。リンパ浮腫患者では貯留した間質液に細菌感

染を来たし、しばしば蜂窩織炎を繰り返す傾向がある。また慢性に経過したリンパ浮

腫患者では罹患部位に脈管肉腫（Stewart-Treves 症候群）、カポジ肉腫、リンパ腫な

どの悪性腫瘍を合併することもある 3。これらの現象はリンパ管機能障害に伴った組

織の免疫学的監視の減弱と関連している可能性がある。実際、リンパ系は樹状細胞な

どの抗原提示細胞やリンパ球をリンパ節に誘導することで、病原体や悪性腫瘍に対す

る免疫応答において重要な役割を果たしていると考えられている 4-6。輸入リンパ管を

形成するリンパ管内皮細胞はケモカイン CCL21 (secondary lymphoid chemokine) や

CCL27を分泌することで、それぞれケモカイン受容体の CCR7や CCR10を発現して

いる樹状細胞、T細胞、B細胞をリンパ管に誘導する 7, 8。輸入リンパ管に吸収された

抗原や抗原提示細胞はリンパ節に到達し、B細胞やリンパ濾胞樹状細胞まで輸送され

る 9。また近年の研究では、リンパ節に存在する間質細胞やリンパ管内皮細胞は、抗

原特異的CD8+ T細胞に対してcross presentationすることにより末梢組織抗原に対する

免疫寛容を誘導しうること 10が報告されるなど、リンパ系の免疫応答に対する役割が

徐々に明らかにされつつある。 

 メラノーマは皮膚、眼窩内組織、口腔粘膜上皮などに発生するメラノサイト
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由来の悪性腫瘍である。顔面に発生するメラノーマは紫外線曝露、足底に発生するも

のは機械的刺激と関連性があると考えられている。メラノーマによる死亡数は増加の

一途を辿っており、有色人種もその例外ではない 11。外科的切除が治療の原則である

が、進行期メラノーマに対する治療は困難であり、化学療法や放射線療法の効果も限

定的である 12。また様々な免疫療法が試みられているが、その有効率は未だ十分とは

言えない。腫瘍関連抗原特異的な免疫の確立が困難であることの原因としては、単に

腫瘍関連抗原が獲得免疫から保護されるという受動的なもののみではなく、腫瘍内微

小環境において免疫寛容を誘導する能動的なプロセスが関与していることが想定さ

れている 13。実際、進行期の転移性メラノーマを有する患者においてメラノーマのエ

ピトープに対する CD8+ T 細胞の免疫応答が減弱していることが明らかになっている

14, 15。 

免疫系では、悪性腫瘍に対して抑制的に機能する細胞と促進的に機能する細

胞が存在する 16。腫瘍に対して抑制的に機能する免疫細胞は natural killer (NK) 細胞、

樹状細胞、細胞傷害性 T細胞が知られている。Al-Shibliらによると、腫瘍間質に浸潤

した NK細胞の密度は肺癌において良好な予後と関連する一方で、腫瘍内の NK細胞

浸潤では相関がみられなかった 17。腫瘍に浸潤した樹状細胞が多いことが乳癌、非小

細胞肺癌などいくつかの癌で良好な予後と相関したと報告されている 18, 19。またメラ
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ノーマにおける解析では、langerin 陽性樹状細胞の浸潤数と腫瘍の厚さに逆相関がみ

られた 20。CD8+ T細胞の腫瘍への浸潤が、非小細胞肺癌、直腸癌、食道癌など複数の

悪性腫瘍で良好な予後に関連すると報告されており 17, 21, 22、この結論は meta-analysis

でも支持されている 23。これに対して好中球、一部のマクロファージ、形質細胞様樹

状細胞、myeloid-derived suppressor cells (MDSCs)、制御性 T細胞は腫瘍に対して促進

的に機能することが知られている。好中球は様々なヒトの悪性腫瘍で浸潤しているこ

とが観察されるが、肺癌において hepatocyte growth factor産生を介して腫瘍の増殖に

関わる 24。肺腺癌、胃癌などで好中球の腫瘍への高度な浸潤は予後不良因子とされて

いる 25, 26。またM2マクロファージは matrix metalloproteinase 9や血管新生に関わる増

殖因子、免疫抑制性のサイトカイン分泌を介して腫瘍の増殖や転移に関わることが知

られている 18, 27-30。悪性腫瘍に対する免疫応答は、上記のような様々な免疫細胞が腫

瘍細胞と複雑な相互作用を起こした結果として生じ、腫瘍促進的な細胞が優勢であれ

ば腫瘍が増大し、腫瘍抑制的な細胞の影響が強ければ腫瘍が縮小すると考えられてい

る。 

多くの悪性腫瘍において所属リンパ節に最初に転移したのち、全身に浸潤す

ることは広く知られているが、腫瘍の増殖・転移に局所のリンパ管新生が関与するこ

とが近年知られるようになった。乳癌細胞において vascular endothelial growth factor 
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(VEGF)-Cあるいは VEGF-Dを過剰発現させると腫瘍内リンパ管新生が促進され、そ

の結果所属リンパ節や肺への転移が増加することが報告されている 31-33。乳癌におい

て浸潤性の細胞株と非浸潤性の細胞株を比較した研究では、浸潤性の細胞においてリ

ンパ管形成とリンパ節転移が相関する可能性が示唆された 34。しかしながら、リンパ

管およびリンパ流が腫瘍免疫にどのような影響を及ぼしているかについて、マウスを

用いて直接検討している研究はほとんどない。共同研究者の菅谷らはカポジ肉腫関連

ヘルペスウイルスの遺伝子である k-cyclin35, 36 を vascular endothelial growth factor 

receptor 3 (VEGFR3) のプロモーターの下流に挿入してトランスジェニックマウスを

作成した。この k-cyclin トランスジェニックマウスは全身のリンパ管の機能障害と皮

膚の浮腫、乳糜胸水を呈する 37。組織学的に、肺のリンパ管においてリンパ球の著明

な浸潤がみられたほか、肺・皮膚のリンパ管内皮細胞の一部に核の腫大が観察された。

しかし、リンパ節や胸腺、脾臓を含めたそれ以外の全身の諸臓器については、肉眼的

および病理組織学的に明らかな発達の異常はみられず、構造的な差異はみられなかっ

た 37。本研究では、リンパ灌流が障害された k-cyclin トランスジェニックマウスに対

して腫瘍を接種することで、リンパのダイナミックな動きが腫瘍に対する免疫応答に

どのような役割を果たしているのか解析することにした。 
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３．研究方法	
  

 

1)動物  

 C57BL/6マウスは日本SLC （Hamamatsu, Japan） より購入した。FVB/Nマウ

スはClea Japan, Inc. (Tokyo, Japan) より購入した。k-cyclin トランスジェニックマウス

はFVB/N マウスのVEGFR3のプロモーター領域にKaposi肉腫関連ヘルペスウイルス

由来の遺伝子k-cyclinを導入して作成された37。C57BL/6マウス由来の腫瘍細胞が拒絶

されないようk-cyclinトランスジェニックマウスをC57BL/6マウスと交配させ、

k-cyclin+/-のF1マウス（以降、kCYC+/-と称す）を作成して実験に使用した。コントロー

ルにはkCYC+/-マウスの同腹のkCYC-/-マウス（以降、野生型マウスと称す）を使用し

た。研究に用いたマウスはすべて7〜15週齢であり、12時間の明暗サイクル、水と餌

を自由に摂取できる環境にて飼育した。全ての実験プロトコールは東京大学の動物実

験委員会の承認を受けた。kCYC+/-マウスは以下のprimerを用いてgenotypingを行った。

forward: 5’-CTT CTG GAT CCC ACG CTA TG-3’, reverse: 5’-TCT GTT CGC CAC GCC 

AAC TT-3’。 

 

 



11 
 

2）細胞  

 C57BL/6マウス由来の B16/F1メラノーマ細胞 (以下 B16メラノーマ細胞と称

する)38を用い、Luciferase cDNAを retrovirusにより導入されたものを実験に供した。

B16メラノーマ細胞、EL-4リンパ腫細胞は Dr. Sam T. Hwang (Medical College of 

Wisconsin, Milwaukee, WI)より供与された。MO4メラノーマ細胞は B16メラノーマ細

胞に pAc-neo-OVA plasmidを用いて OVAを導入して作成された 39。MO4メラノーマ

細胞および、OVAを認識する T cell hybridomaである RF33.70 40 は Dr. K. Lock 

(University of Massachusetts Medical Center, Boston, MA) より供与された。B16メラノ

ーマ細胞と EL-4リンパ腫細胞は 10% FBS, penicillin G sodium, streptomycin sulphate, 

amphotericin Bを含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

USA) を用いて CO2インキュベーターで 37°Cで培養した。MO4メラノーマ細胞は

10% FBSと G418 sulphate (Calbiochem, San Diego, USA)を含む RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich) を用いて培養した。細胞は週に２回の間隔で trypsin処理し、継代し

た。  

 

3）マウス皮膚での腫瘍形成  
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 B16メラノーマ細胞 5×105を 100 µlの phosphate-buffered saline (PBS) に懸濁

し、吸入麻酔をかけた野生型マウスおよび kCYC+/-マウスの剃毛した左下腹部に皮下

注射した。２週間経時的に大きさを測定した。腫瘍の長径と短径を計測し、体積を V 

= π(長径 × 短径 × 短径)/6 で算出した。 

  

4）組織学的評価  

 B16 メラノーマ細胞を接種して 14 日後に野生型マウスおよび kCYC+/-マウス

から所属リンパ節である左鼠径リンパ節を採取した。組織を 3.5%ホルマリンで固定

し、パラフィン包埋したのちヘマトキシリン・エオジン染色を行った。 

 

5）Quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 B16メラノーマ細胞を接種して 14日後に左鼠径リンパ節を採取してホモジナ

イズしたのち、RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を用いて

RNAを抽出した。iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて逆

転写反応を行い、cDNAにした。IL-18のプライマーは Applied Biosystemsから購入し

た。IFN-γ、TNF-α、TGF-β1、IL-2、IL-10、tyrosinase-related protein 1 (TRP1)のプラ

イマーは Sigma-Genosys (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) にてデザインした。プラ
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イマーの配列を表 1 に示した。Quantitative RT-PCR は合成した cDNA に Fast SYBR 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を加え、StepOnePlus™ 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems)を用いて以下の条件で行った； 50℃2分を

1 サイクル、95℃10 分間を 1 サイクル、92℃ 15 秒間を 40 サイクル、60℃1 分を 40

サイクル。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) を用いて mRNAを標準

化した。GAPDH の PCR 産物と比較して、ターゲットとなる PCR 産物の相対発現量

を ΔΔCT methodにて算出した。つまり、RNA発現の相対値は 2-ΔΔCTと定義され、ここ

で CTは threshold cycle, つまりサンプルの比較蛍光がバックグラウンド蛍光をこえる

サイクル数をさす。ΔΔCT = [ターゲットとなる遺伝子の CT (発現量不明のサンプル) - 

GAPDH の CT (発現量不明のサンプル)] - [ターゲットとなる遺伝子の CT (キャリブレ

ータのサンプル) - GAPDH の CT (キャリブレータサンプル)]。野生型マウスにおける

サイトカイン mRNA 発現量をキャリブレータとして使用した。それぞれのサンプル

は triplicateで反応させ、平均の CTを解析に使用した。 

 

6)  Luciferase assay 

B16メラノーマ細胞を接種して 14日後にマウスからリンパ節と脾臓を採取し

た。採取した臓器は剪刀で切り刻み、Glo lysis buffer (Promega, Madison, WI, USA)で処
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理した。遠心分離して上清を回収し、Luciferase Assay System (Promega) を用いて

luciferaseの活性を評価した。上清を luciferase assay reagent と混合し、蛍光の相対値

を manual luminometer (Luminescencer-PSN, ATTO, Tokyo, Japan)で計測した。 

 

7）  T cell hybridoma assayによる腫瘍抗原 OVAの検出  

OVAを発現するMO4メラノーマ細胞を野生型マウスおよび kCYC+/-マウスに

接種して 14 日後に所属リンパ節と脾臓を採取した。それぞれ細胞懸濁液を作成し、

CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec, CA, USA)を用いて CD11c+樹状細胞を分離した。

CD11c+樹状細胞 (2 × 104 個) を、OVA 特異的に IL-2 を産生する T cell hybridoma 

RF33.70 (4 × 105 個) と 96ウェルプレートで 24時間共培養した。Total RNAを TRIzol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) 処理して抽出し、iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad)で逆転

写反応を行い cDNAを作成した。IL-2の RNA発現を前掲の quantitative RT-PCRで評

価した。 

 

8) Mixed lymphocyte reaction 

野生型 FVB/Nマウスおよび k-cyclinトランスジェニックマウス(FVB/N)より

両腋窩・両鼠径リンパ節を採取し、細胞懸濁液としてから CD8a+ T cell Isolation Kit II 
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(Miltenyi Biotec)を用いて CD8+ T細胞を回収した。C57BL/6マウスより両腋窩・両鼠

径リンパ節を採取し、細胞懸濁液としてから CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec)を用

いて CD11c+樹状細胞を回収した。野生型 FVB/Nマウスまたは k-cyclinトランスジェ

ニックマウス (FVB/N) 由来の CD8+ T細胞 (3 × 104個) と C57BL/6マウス由来の

CD11c+樹状細胞 (3 × 104個) を 96ウェルプレートで 24時間共培養した。CD8+ T細胞

の増殖を Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche Applied Science)を用いて評価した。 

 

9）Cytotoxicity assay 

 マウスリンパ球の腫瘍細胞傷害活性の測定するために、LIVE/DEAD 

cell-mediated cytotoxicity kit (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)を用いて cytotoxicity 

assayを行った。B16メラノーマ細胞を標的細胞として用いた。B16メラノーマ細胞 5 

× 105 個を野生型マウスおよび kCYC+/-マウスの腹部に皮下注射し、14 日後に所属リ

ンパ節と脾臓を採取した。これらから細胞懸濁液を作成し、effector cellとした。一部

の実験ではこれらの細胞から CD8a+ T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) を用いて

CD8+ T細胞を分離して effector cellとした。target cellである B16メラノーマ細胞を

DiOC18で 37℃で 20分間染色後、effector : target (E:T) 比が 20:1, 10:1, 5:1となるように

混合し、これらを死細胞を区別するための propidium iodideと混ぜ合わせて、37℃で 2
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時間培養した。マウスリンパ球の細胞傷害活性を評価するため、標的細胞のうちの死

細胞の割合を BD FACSVerse (BD Biosciences) にて解析した。 

 

10) Adoptive transfer 

CD8+ T細胞のドナーとして、野生型マウスおよび kCYC+/-マウスに B16メラ

ノーマ細胞 5 × 105 個を皮下注射した。腫瘍接種の 14日後に所属リンパ節を採取し、

CD8a+ T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) を用いて CD8+ T細胞を分離した。各ドナ

ーマウスから CD8+ T細胞 (5 × 105 個) を C57BL/6マウスに静注した。陰性コントロ

ールとして同量の PBSを C57BL/6マウスに静注したものを用いた。静注して 1日後

に 5 × 105 個の B16メラノーマ細胞を皮下注射し、大きさを経時的に測定した。 

 

11) 統計解析  

 データは平均値+SEMを用いて表した。2群間の比較にはマン・ホイットニー

の U検定またはカイ二乗検定を用いた。2群間の相関関係の解析にはスピアマンの順

位相関係数を用いた。P値が 0.05未満となるものを統計的に有意とみなした。 
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４．結果 

 

１）kCYC+/-マウスにおける B16メラノーマの腫瘍形成の検討  

 リンパ灌流障害が腫瘍免疫に関与するかどうかを検討するために、野生型マ

ウス、kCYC+/-マウスを用いて腫瘍接種の実験を行った。マウスの下腹部に B16 メラ

ノーマ細胞を皮下注射し、3, 7, 10, 14日後に腫瘍の大きさを測定した。野生型マウス

と kCYC+/-マウスの腫瘍の大きさはそれぞれ、3日後では 5.9±1.2 mm3, 4.9±1.2 mm3

と有意差はみられなかったが、7日後では 31.2±8.2 mm3, 67.2±13.9 mm3, 10日後では

86.0±22.2 mm3, 255.0±72.33 mm3, 14日後では 331.6±106.1 mm3, 866.6±243.0 mm3と

7日後以降では kCYC+/-マウスにおいて腫瘍が有意に増大していた（図１a, b）。 

 メラノーマを含む様々な癌において、所属リンパ節（センチネルリンパ節）

に転移を来たすことが癌の進展の最初のステップと考えられている 41。このリンパ節

は腫瘍抗原が最初に流入するリンパ節でもあり、腫瘍に対する免疫応答にも関わると

考えられる。そこで腫瘍接種部の所属リンパ節におけるサイトカインの発現を検討す

るために、野生型マウス、kCYC+/-マウスに対して下腹部に B16 メラノーマ細胞を皮

下注射し、14日後に所属リンパ節である鼠径リンパ節を回収し、サイトカインの RNA

発現を quantitative RT-PCRを用いて評価した。所属リンパ節における IFN-γ, TNF-α, 
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IL-2, IL-18, IL-10, TGF-β1の発現は野生型マウスと比較して kCYC+/-マウスでは有意

に減弱していた（図 2）。 

 このように、リンパ灌流障害を有する kCYC+/-マウスにおいては、皮下に接種

した腫瘍が増大しているだけでなく、所属リンパ節においてサイトカインの産生が減

弱していた。このことから、リンパ流障害があることによって腫瘍に対する免疫が低

下している可能性が示唆された。 

 

2）kCYC+/-マウスにおける EL-4リンパ腫の腫瘍形成の検討  

 前述したリンパ流障害マウスにおける腫瘍の増大という現象が、他の腫瘍で

もみられるかを確認するために、野生型マウス、kCYC+/-マウスを用いてリンパ腫細胞

の接種の実験を行った。マウスの下腹部に EL-4リンパ腫細胞を皮下注射し、3, 7, 10, 

14日後に腫瘍の大きさを測定した。野生型マウスと kCYC+/-マウスの腫瘍の大きさは、

3日後では肉眼的な腫瘍形成は確認できず、7日後では 135.2±21.3 mm3, 308.9±267.0 

mm3, 10日後では 257.9±78.6 mm3, 678.6±377.0 mm3と 2群間に有意差はみられなかっ

た。ところが 14日後では 121.4±59.1 mm3, 1561.9±323.1 mm3と kCYC+/-マウスにおい

て腫瘍が有意に大きかった（図 3）。B16 メラノーマと同様に、リンパ流障害マウス

において腫瘍が増大する傾向が示唆された。 
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 B16 メラノーマの実験と同様に腫瘍接種後の所属リンパ節におけるサイトカ

インの発現を検討するために、野生型マウス、kCYC+/-マウスに対して下腹部に EL-4

リンパ腫細胞を皮下注射し、14日後に所属リンパ節である鼠径リンパ節を回収し、サ

イトカインの RNA発現を quantitative RT-PCRを用いて評価した。所属リンパ節にお

ける IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-18, IL-10の発現は野生型マウスと比較して kCYC+/-マウス

では有意に減弱していた（図 2）。TGF-β1の発現は 2群間で差がみられなかった。 

 以上より、リンパ灌流障害を有する kCYC+/-マウスにおいて、皮下に接種した

2系統の異なる腫瘍を接種した場合に、野生型マウスと比較して腫瘍が増大した。リ

ンパ流の障害は、腫瘍細胞の種類に関わらず、腫瘍免疫を低下させると考えられた。 

 

3) 所属リンパ節の組織学的検討  

 B16メラノーマ細胞を皮下注射して 14日後に所属リンパ節を回収し、ヘマト

キシリン・エオジン染色を行い、腫瘍の転移について評価した。野生型マウスではリ

ンパ濾胞構造が保たれているのに対し、kCYC+/-マウスでは不整な核をもつ大型の細胞

がリンパ節に浸潤しており、B16メラノーマの転移と考えられた（図 5a）。組織学的

に所属リンパ節転移が確認されたマウスの割合を算出すると、kCYC+/-マウスでは野生

型マウスと比較して有意にリンパ節転移が少ないという結果が得られた（図 5b）。リ
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ンパ灌流の障害によってリンパ節に腫瘍細胞が到達する可能性が低くなるため、リン

パ節転移が少ないことが示唆された。 

 

4) 所属リンパ節における腫瘍由来タンパクの検討  

腫瘍を接種後の kCYC+/-マウスの所属リンパ節において腫瘍由来のタンパク

あるいは RNA がどの程度発現しているかを定量するために、メラノーマを含むメラ

ノサイト系細胞に特異的に発現している TRP1の発現を quantitative RT-PCRを用いて

評価した 42。前述のサイトカインの評価と同様に野生型マウス、kCYC+/-マウスの下腹

部に B16メラノーマ細胞を皮下注射し、14日後に所属リンパ節を回収し、RNAを抽

出した。kCYC+/-マウスの所属リンパ節における TRP1 の mRNA の発現は、野生型マ

ウスと比較して有意に低下していた（図 6a）。所属リンパ節に浸潤した B16 メラノ

ーマ細胞が kCYC+/-マウスでは少ないことが示唆され、図 5 の組織学的検討と矛盾し

ない結果が得られた。 

 次に、より腫瘍細胞特異的なタンパク質を用いて定量化するために、luciferase

遺伝子を導入したメラノーマ細胞を用いた。本実験で使用した B16メラノーマ細胞に

は luciferaseが組み込まれているが、正常な組織の細胞は luciferase活性を有しないた

め、luciferase の活性は B16 メラノーマの抗原量を反映すると考えられる。Luciferase
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活性を計測したところ、kCYC+/-マウスの所属リンパ節においては野生型マウスと比較

して活性が低いという結果が得られた（図 6b）。これは組織学的検討および TRP1発

現による検討と矛盾しない結果と考えられた。リンパ流が障害されていると、接種さ

れた腫瘍が局所で増大すると同時に、所属リンパ節へは抗原として運ばれないことが

示唆された。所属リンパ節に抗原が流入しないことと腫瘍の増大との関係を検討する

ため、腫瘍の大きさと所属リンパ節における luciferase 活性の相関について検討した

ところ、接種して 14日後の腫瘍の大きさと所属リンパ節における luciferase活性は負

の相関があることがわかった（図 6c）。この結果から所属リンパ節に腫瘍抗原がより

多く流入すると腫瘍特異的な免疫応答が惹起され、腫瘍の成長が抑制される可能性が

示唆された。 

 

5) MO4由来抗原の抗原提示能の検討  

次に所属リンパ節および脾臓における腫瘍抗原の提示を評価した。OVA を発現する

B16メラノーマであるMO4細胞を野生型および kCYC+/-マウスに接種し、14日後に所

属リンパ節および脾臓から CD11c+樹状細胞を回収した。MO4を接種して 14日後の腫

瘍の大きさを計測したところ、kCYC+/-マウスで有意に腫瘍は増大しており（図 7a）、

B16細胞、EL-4細胞接種の実験と同様の結果が得られた。OVAを認識して活性化し、
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IL-2 を産生する T cell hybridoma の RF33.70 を、回収した樹状細胞と共培養して

quantitative RT-PCRで IL-2の産生を評価した。所属リンパ節、脾臓のいずれの樹状細

胞においても、腫瘍接種していない陰性コントロールと比較して野生型マウスでは

IL-2の発現は増加がみられた（図 7b）。その一方で、kCYC+/-マウスでは IL-2の発現

は野生型マウスより減弱しており、腫瘍を注射していないコントロールと同程度であ

った（図 7b）。以上より、kCYC+/-マウスの所属リンパ節および脾臓の樹状細胞にお

いては、腫瘍由来抗原の提示が減弱していることが示唆された。 

 

6）kCYC+/-マウスのリンパ球の細胞傷害活性の検討  

 上記の実験で所属リンパ節に流入する腫瘍抗原または腫瘍細胞が kCYC+/-マ

ウスでは減少するとともに、樹状細胞の抗原提示が低下していることが明らかになっ

た。次にリンパ球の腫瘍に対する細胞傷害活性を測定するために、B16メラノーマ細

胞を標的として cytotoxicity assayを行った。まずもともとの細胞傷害性 T細胞の反応

性に差がないことを確認するために、FVB/Nバックグラウンドの k-cyclinトランスジ

ェニックマウスと C57BL/6マウス由来の野生型マウスで mixed leukocyte reactionを行

った。野生型 FVB/Nマウス、k-cyclinトランスジェニックマウス (FVB/Nバックグラ

ウンド)のリンパ節から CD8+ T細胞を回収し、野生型 C57BL/6マウスのリンパ節から
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CD11c+樹状細胞を回収し、それぞれを共培養して細胞増殖能を評価した（図 8）。

k-cyclin トランスジェニックマウスと野生型マウスで細胞増殖に有意差はみられなか

った。 

B16メラノーマ細胞を野生型マウスおよび kCYC+/-マウスに皮下注射し、14日

後に所属リンパ節および脾臓を摘出し、細胞を採取した。effector cellであるリンパ節

および脾臟の細胞を、target cellである B16メラノーマ細胞と effector : target比が 20:1, 

10:1, 5:1となるように共培養した。リンパ球の細胞傷害活性を、target cellのうちの死

細胞の割合をフローサイトメトリーにて解析したところ、野生型マウスと kCYC+/-マ

ウスの間において、細胞障害活性に有意な差はみられなかった（図 9a）。次に、非特

異的な免疫応答の影響を除くために、腫瘍接種後に回収したリンパ節および脾細胞か

ら CD8+ T細胞を分離して B16メラノーマ細胞と培養を行い、同様の方法で細胞傷害

活性を評価した（図 9b）。野生型マウスのリンパ節由来の CD8+ T細胞では effector cell

が増加するにつれて細胞傷害活性が増強されたのに対して、kCYC+/-マウスのリンパ節

由来のCD8+ T細胞では effectorの増加に従う細胞傷害活性の増強はあまりはっきりみ

られず、また野生型マウスと比較して細胞傷害活性は有意に減弱していた。kCYC+/-

マウス脾細胞由来の CD8+ T細胞では、野生型マウス脾細胞由来の CD8+ T細胞と比較

すると有意な差はみられなかったものの、細胞傷害活性が若干弱い傾向であった。こ
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れらより、CD8+細胞傷害性 T細胞の腫瘍特異的な免疫応答の減弱が kCYC+/-マウスの

腫瘍増大に関与している可能性が示唆された。 

 

7) 腫瘍の大きさと細胞傷害活性の相関関係の検討  

CD8+ T細胞の細胞傷害活性が減弱していることが腫瘍の増大に寄与している

か評価するために、腫瘍の大きさと細胞傷害活性の相関関係をグラフに示した（図 10）。

接種して 14日後の腫瘍の大きさは、リンパ節由来の CD8+ T細胞による target cellの

死細胞の割合と負の相関がみられた。腫瘍の大きさは、脾臓由来の CD8+ T細胞によ

る死細胞の割合とも負の相関がみられた。以上より CD8+ T細胞の腫瘍細胞傷害活性

が低いマウスの方が、接種した腫瘍がより増大する傾向が示唆された。 

 

8) adoptive transferによる腫瘍抑制の検討  

次に、腫瘍で免疫した kCYC+/-マウス由来の CD8+ T細胞が別のマウスの腫瘍

の成長を抑制するかについて評価した。野生型および kCYC+/-マウスに B16メラノー

マ細胞を接種し、14日後に所属リンパ節から CD8+ T細胞を分離した。CD8+ T細胞を

C57BL/6マウスに静注して 1日後に B16メラノーマ細胞を皮下注射したのち、腫瘍の

大きさを経時的に計測した（図 11）。PBSのみを静注した陰性コントロールと比較し
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て、野生型マウス由来の CD8+ T細胞は皮下注射 10、14日後に有意に腫瘍の増大を抑

制した（†P < 0.05, ‡P < 0.01）。これに対して kCYC+/-マウス由来の CD8+ T細胞では

腫瘍注射 14日後に陰性コントロールよりも有意に腫瘍形成を抑制したが（†P < 0.05）、

14日後の腫瘍抑制の程度は野生型マウスよりも有意に弱いという結果が得られた（*P 

< 0.05）。これらの結果は腫瘍で免疫した kCYC+/-マウスの CD8+ T細胞の抗腫瘍免疫

作用は野生型マウスと比較して減弱していることが示唆された。 
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５．考察 

 

メラノーマ、有棘細胞癌などの皮膚悪性腫瘍をはじめ、乳癌や消化管悪性腫

瘍など多くの癌腫では、リンパ管を介して腫瘍がリンパ節に転移し、その後遠隔転移

することが知られている。これらの担癌患者における所属リンパ節は、転移の足場に

なるものとしてかつては否定的に捉えられる見方があった。実際、臨床的にリンパ節

転移が確認できない悪性腫瘍の症例に対する外科的治療として、予防的リンパ節郭清

がなされていた。メラノーマにおいてはランダム化比較試験の結果、予防的所属リン

パ節郭清 (elective regional lymph node dissection) は生存期間の延長に寄与しないこと

が示され、現在は予防的リンパ節郭清の有益性は否定されている 43-46。一方でメラノ

ーマにおける多変量解析の結果、所属リンパ節郭清における転移陽性リンパ節の割合

は重要な独立予後規定因子であると報告されており 47、リンパ向性に腫瘍が転移する

ことは病勢の進行と密接な関わりがあると考えられる。他方、腫瘍特異的な免疫につ

いては、in vitroで様々な研究がなされているが、リンパ灌流の障害モデルを用いて、

リンパの流れの腫瘍免疫に対する影響をダイナミックに研究しているものはほとん

どない。本研究ではリンパ灌流が障害されたマウスにおいて、2種類の腫瘍細胞を接

種して腫瘍形成が促進されることを明らかにした（図 1, 3）。 



27 
 

また、リンパ流障害マウスにおいて、腫瘍の所属リンパ節転移が減少してい

るという結果が得られた（図 5）。VEGF-Cや VEGF-Dを強発現する癌細胞をマウス

に接種すると腫瘍内のリンパ管新生がみられ、リンパ節転移および遠隔転移が増加し

たとする研究結果 31-33から推察すると、逆に本研究の結果のようにリンパ灌流の減少

が所属リンパ節転移の抑制をもたらすとしても矛盾はしないと考えられる。 

所属リンパ節におけるサイトカインを解析したところ、kCYC+/-マウスにおい

てサイトカインの発現が低下していることが示された（図 2, 4）。適応免疫の誘導に

おいて、naïve CD4+ T細胞が抗原提示細胞によって抗原提示を受けると、活性化され

てエフェクターT細胞となり、サイトカインを産生するようになる 48, 49。上記の実験

結果は、抗原提示が減少し T細胞の活性化が減弱していることを反映している可能性

が考えられた。そこで腫瘍抗原と抗原提示について検討したところ、リンパ流障害マ

ウスの所属リンパ節において腫瘍抗原の流入が減少していること（図 6）、および所

属リンパ節における腫瘍抗原の提示が減弱していること（図 7）が明らかになった。

上記より、kCYC+/-マウスで観察された腫瘍が増大する原因として腫瘍抗原および抗原

提示が減弱していることが示唆され、その結果抗腫瘍免疫の低下を来たすことが推察

された。そこで腫瘍に対する細胞障害活性をリンパ節および脾細胞を用いて解析した

ところ、kCYC+/-マウス由来 CD8+ T細胞の細胞傷害活性が減弱していることを in vitro
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および in vivoで明らかにした（図 9, 11）。これらの結果から、腫瘍特異的な免疫応

答の成立には腫瘍由来の抗原がリンパ管を介して所属リンパ節にたどりつき、抗原提

示されることが重要な役割を果たしていることが示された。 

Cytotoxicity assayにおいてリンパ節および脾臓の細胞から CD8+ T細胞を単離

しない場合は、野生型マウスと kCYC+/-マウスの腫瘍細胞傷害活性に有意差はみられ

なかったのに対して、CD8+ T細胞を単離した場合には有意差がみられた（図 9）。リ

ンパ組織には抗腫瘍作用をもつNK細胞などが存在しているが、今回の実験結果から、

これらの細胞による腫瘍免疫はリンパ灌流の影響を受けないと考えられる。これらの

細胞の非特異的な免疫応答の影響が大きいため、CD8+ T 細胞を単離しない場合は腫

瘍細胞傷害活性に差がみられなかったと考えられた。本研究で用いた kCYC+/-マウス

における各免疫担当細胞の機能について、CD8+ T 細胞に関しては野生型マウスとの

差がないことを確認しているが、その他の細胞については完全には検討できてはいな

い。しかし k-cyclin 遺伝子はリンパ管のみに発現していること、腫瘍接種後、単離処

理を施さないリンパ節および脾臓で細胞傷害活性に差がなかったことなどから、

k-cyclin 遺伝子が直接免疫担当細胞に影響を与えている可能性は低いと考えられる。

また Cytotoxicity assayにおいて kCYC+/-マウスでは、effector細胞の細胞傷害活性がは

っきりみられなかった。腫瘍特異的な細胞傷害性 T細胞の抗腫瘍活性については相反
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する報告がいくつかなされている。B16メラノーマ細胞がバリア形成により抗原特異

的な CD8+ T細胞の免疫学的反応を受けない 50、あるいは腫瘍から分離された腫瘍特

異的な CD8+ T細胞がエフェクター機能を欠いている 51, 52ことが報告されている。そ

の一方で、B16メラノーマ細胞で刺激したのちに回収した細胞傷害性 T細胞で抗腫瘍

活性が確認されたと複数のグループから報告されている 53, 54。B16メラノーマ細胞を

注射して間もない段階では骨髄由来の抗原提示細胞による cross-presentaion によって

機能的な細胞傷害性 T細胞が誘導される一方で、時間が経過した段階では腫瘍がリン

パ節に転移して direct-presentationによって T細胞を活性化し、その結果 T細胞が細胞

傷害活性を獲得できないとする研究結果もあり 55、抗原提示の経路や時間経過などに

依存して腫瘍特異的な CD8+ T細胞の細胞傷害活性は変化する可能性があると考えら

れる。Cytotoxicity assayで kCYC+/-マウス由来 CD8+ T細胞の細胞傷害活性が低下して

いた主な原因は、抗原提示の減弱によって腫瘍特異的な CD8+ T細胞の誘導が減弱し

ていることが考えられるが、制御性 T細胞など別の populationによる差も否定はでき

ず、この点は更なる検討が必要と考えられる。 

悪性腫瘍におけるリンパ管はリンパ節転移の主要な経路として認識されてお

り、実際に所属リンパ節転移はメラノーマなどでは予後規定因子となりうる 47。しか

しそれと同時に、腫瘍抑制的に機能する免疫応答の成立にもリンパ管が重要な役割を
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果たしていることが本研究で明らかとなった。メラノーマにおいては悪性腫瘍に対す

る治療として外科的切除、化学療法、放射線治療を適宜組み合わせて行う集学的治療

が主流となっている。これに加えて腫瘍特異的な免疫応答を誘導して治療を行う免疫

療法が研究されているが、臨床的に有効性のある治療として確立されるにはまだ解決

するべき課題が多く残っている。本研究はまず第一に、リンパ節転移のない悪性腫瘍

の症例においては、原発巣のみを切除し、リンパ節を温存しておくことで、再発の際

に抗腫瘍免疫応答を誘導できる可能性を示した点で重要である。また本研究で得られ

た知見を更に発展させることで、ケモカインに対する応答性などの違いを利用して抗

原提示細胞のみを選択的に所属リンパ節に誘導する、あるいは腫瘍由来抗原のみを選

択的にリンパ節に誘導し、抗原提示できればより効率的な腫瘍免疫を実現できる可能

性がある。あるいは腫瘍細胞内あるいは周囲のリンパ管新生を抑制することで腫瘍の

転移を抑制しつつ、腫瘍免疫を誘導することができれば免疫療法の発展に大きく貢献

すると期待される。 
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６．まとめ 

 本研究ではリンパ灌流障害を有する kCYC+/-マウスを用いて、リンパ管の腫瘍

免疫における役割について検討した。 

 kCYC+/-マウスでは野生型マウスと比較し、腹部皮下に接種した B16メラノー

マ細胞および EL-4 リンパ腫細胞の腫瘍形成の増大がみられた。また所属リンパ節に

おけるサイトカインの発現を検討したところ、kCYC+/-マウスでは野生型マウスと比較

して減少していた。 

また、kCYC+/-マウスにおいて腫瘍の所属リンパ節転移が減少していることに

加えて、腫瘍抗原の流入が減少していること、および所属リンパ節における腫瘍抗原

の提示が減弱していることを示した。上記より kCYC+/-マウスの腫瘍が増大する原因

として腫瘍抗原および抗原提示が減弱していることが示唆された。 

次に腫瘍に対する細胞障害活性を解析したところ、所属リンパ節から分離し

た kCYC+/-マウス由来 CD8+ T細胞の細胞傷害活性は in vitroおよび in vivoにおいて減

弱していた。これらの結果から、腫瘍特異的な CD8+ T細胞による免疫応答が腫瘍免

疫では重要な機能をもち、その免疫応答の成立には腫瘍由来の抗原がリンパ管を介し

て所属リンパ節において抗原提示されることが重要な役割を果たしていることが示

唆された。 
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９．図表 
 

表 1	
 Quantitative RT-PCRの primerの配列 
Target  Sequence 

GAPDH 56 forward 5'CGTGTTCCTACCCCCAATGT3' 

 reverse 5'TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT3' 

IFN-γ 57 forward 5’-TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3’ 

 reverse 5’-TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-3’ 

TNF-α 58 forward 5'CCACCACGCTCTTCTGTCTAC3' 

 reverse 5'AGGGTCTGGGCCATAGAACT3' 

IL-259 forward 5’-TGAGCAGGATGGAGAATTACAGG-3’ 

 reverse 5’- GTCCAAGTTCATCTTCTAGGCAC-3’ 

IL-10 57 forward 5'TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA3' 

 reverse 5'ACAGGGGAGAAATCGATGACA3' 

TGF-β160 forward 5’-TTGCTTCAGCTCCACAGAGA-3’ 

 reverse 5’-TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC-3’ 

TRP161 forward 5’- GAAAATATGACCCTGCTGTTCGA-3’ 

 reverse 5’- TTGTCCTCCCGTTCCATTCA-3’ 
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図 1	
 kCYC+/-マウスにおける B16メラノーマ腫瘍形成の検討 
 (a) 野生型マウスおよび kCYC+/-マウスの左下腹部に PBSを用いて 5×105 cells/100 µl
に調整した B16メラノーマ細胞を皮下注射し、7, 14日後に形成された腫瘍を示す。(b) 
野生型マウス (n=22), kCYC+/-マウス (n=22) にB16メラノーマ細胞を注射して3, 7, 10, 
14日後に計測した腫瘍の大きさを示す (*P < 0.01)。データは平均値±SEMを用いて
表した。 
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図 2	
  kCYC+/-マウスの所属リンパ節におけるサイトカインの検討 
野生型マウス (n=4) および kCYC+/-マウス (n=6) に対して B16メラノーマ接種 14日
後の所属リンパ節（左鼠径リンパ節）から RNA を抽出し、quantitative RT-PCR を用
いて IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-18, IL-10, TGF-β1の発現量を測定した (*P < 0.05, **P < 
0.02)。データは平均値+SEMを用いて表した。 
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図 3	
 kCYC+/-マウスにおける EL-4リンパ腫の腫瘍形成の検討 
野生型マウス (n=4), kCYC+/-マウス (n=4) に EL-4 リンパ腫細胞を皮下注射して
3,7,10,14日後に計測した腫瘍の大きさを示す (*P < 0.05)。データは平均値±SEMを用
いて表した。 
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図 4	
  kCYC+/-マウスの所属リンパ節におけるサイトカインの検討 
野生型マウス (n=4) および kCYC+/-マウス (n=4) に対して EL-4リンパ腫接種 14日後
の所属リンパ節（左鼠径リンパ節）から RNA を抽出し、quantitative RT-PCR を用い
て IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-18, IL-10, TGF-β1の発現量を測定した (*P < 0.05)。データ
は平均値+SEMを用いて表した。 
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図 5	
 kCYC+/-マウスの所属リンパ節転移の検討 
(a) 野生型マウスおよび kCYC+/-マウスに対して B16メラノーマ接種 14日後に所属リ
ンパ節（左鼠径リンパ節）を採取し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。スケ

ールバーは 100 µmを示す。 (b) 野生型マウス (n=6), kCYC+/-マウス (n=5)に B16メラ
ノーマ細胞を注射して 14 日後に所属リンパ節を採取し、ヘマトキシリン・エオジン
染色を行ってリンパ節転移陽性であったマウスの割合を示す (*P < 0.01)。 
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図 6	
  kCYC+/-マウスの所属リンパ節における腫瘍由来 RNAおよび luciferaseの検討 
(a) 野生型マウス (n=6)および kCYC+/-マウス (n=4)に対して B16 メラノーマ接種 14
日後の所属リンパ節（左鼠径リンパ節）から RNA を抽出し、quantitative RT-PCR を
用いて tyrosinase-related protein-1 (TRP1)の発現量を測定した。データは平均値+SEM
を用いて表した。 (b) 野生型マウス (n=4)および kCYC+/-マウス (n=4)に対して B16
メラノーマ接種 14日後の所属リンパ節を採取し、luminometerを用いて luciferaseの活
性を評価した (*P < 0.05)。データは平均値+SEM を用いて表した。 (c) 腫瘍体積と
luciferase活性の相関関係を示した。直線は近似曲線を示す (r = -0.71, *P < 0.05)。 
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図 7	
 kCYC+/-マウスにおけるMO4細胞由来の抗原提示の検討 
(a) 野生型マウス (n=11), kCYC+/-マウス (n=8) に MO4 メラノーマ細胞を皮下注射し
て 14日後に計測した腫瘍の大きさを示す (*P < 0.05)。データは平均値+SEMを用い
て表した。 (b) MO4メラノーマ接種 14日後に所属リンパ節と脾臓を採取し、RF33.70
細胞と 24時間共培養した。培養細胞から RNAを回収し、quantitative RT-PCRを用い
て IL-2の発現量を測定した (*P < 0.05)。データは平均値+SEMを用いて表した。 
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図 8	
 k-cyclinトランスジェニックマウスにおける CD8+ T細胞の反応性の検討 
野生型 FVB/Nマウス、k-cyclinトランスジェニックマウス (FVB/Nバックグラウンド)
のリンパ節から CD8+ T細胞を回収した。また野生型 C57BL/6マウスのリンパ節から
CD11c+ 樹状細胞を回収した。CD8+ T細胞と CD11c+ 樹状細胞をそれぞれ 3×104個ず

つ共培養し、細胞の増殖能を評価した。データは平均値+SEMを用いて表した。 
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図 9	
 kCYC+/-マウスにおけるリンパ球の細胞傷害活性の検討 
野生型マウス (n=10)、kCYC+/-マウス (n=7) に B16メラノーマ細胞 5×105 cells/100 µl
を皮下注射し、14日後に所属リンパ節および脾臓から細胞（effector cell）を採取した。
分離操作を行わない細胞 (a) あるいは MACS を用いて分離した CD8+ T 細胞 (b) を
effectorとして B16メラノーマ細胞 (target)と effector : target (E : T) 比が 5 : 1, 10 : 1, 
20 : 1となるように共培養した。Target cellのうち死細胞の割合をフローサイトメトリ
ーにて解析した (*P < 0.05)。データは(a) 野生型、kCYC+/-マウスそれぞれ n=10, 7、(b) 
野生型、kCYC+/-マウスそれぞれ n=7, 4から得られ、平均値±SEMを用いて表した。 
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図 10	
 腫瘍の大きさと細胞傷害活性の相関 
野生型マウス、kCYC+/-マウスに B16メラノーマ細胞を皮下注射し、14日後に腫瘍の
大きさを計測するとともに、所属リンパ節および脾臓のそれぞれから CD8+ T細胞を
採取した。図 9と同様に、CD8+ T細胞を effector、B16メラノーマ細胞を targetとし
て effector : target (E : T) 比が20 : 1となるように共培養し、死細胞の割合を測定した。
腫瘍の大きさと死細胞の割合について相関関係を図に示した。直線は回帰直線を表す。

リンパ節、脾臓のそれぞれについて R = -0.76 (P < 0.05)、R = -0.81 (P < 0.01)の負の相
関がみられた。 
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図 11	
 腫瘍接種後のリンパ節細胞の移入実験 
野生型マウス (n=4)、kCYC+/-マウス (n=3) に B16 メラノーマ細胞を皮下注射し、14
日後に所属リンパ節を採取し、CD8+ T細胞を分離した。CD8+ T細胞を C57BL/6マウ
スに静注して 1日後に B16メラノーマ細胞を皮下注射したのち、3,7,10,14日後に腫瘍
の大きさを計測した。陰性コントロールとして同量のPBSを静注したマウス (n=3) を
用いた。14日後に採取した腫瘍の写真と大きさの経時的変化を示す (*P < 0.05)。†P < 
0.05, ‡P < 0.01はそれぞれ陰性コントロール群との比較を示した。データは平均値±
SEMを用いて表した。 
 


