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学位論文内容の要旨

【背景と目的】
  一般的に腫瘍組織は、様々なサイトカインを産生し自身の増殖に都合の良い環境を形成している
ことが知られている。例えば、腫瘍内微小環境は、様カな免疫抑制性サイトカインを産生し、癌特
異的細胞傷害性T細胞(cytotoxicTlymp hocytes，CTL)の誘導を阻害するばかりでなく、制御性T
細胞(regulatoryTcells，Treg）を誘導することで、腫瘍細胞に対するT細胞依存的抗免疫反応を
阻害している。さらに、CDllb+Gr.l+未熟ミエロイド細胞(immature myeloid cells，ImC)を誘
導することによっても、抗腫瘍免疫の誘導を阻害されていることが報告されている。このような免
疫抑制性サイトカインや抑制性細胞を制御することは、癌免疫療法を確立する上で不可欠である。
  また、抗腫瘍免疫を効率的に誘導するためには、抗原提示細胞、中でも強カにT細胞を活性化す
ることが出来る樹状細胞(dendritic cells，DC)が重要な役割を果たす。なぜなら、癌特異的CTL
を誘導するためには、DC上のMHC class II分子(MHCII)やMHC classI分子(MHCI)、さら
にはDCから産生されるサイトカインなどが必要だからである。従って、担癌生体内においてDC
の機能を制御することは、抗腫瘍免疫を誘導する上で非常に重要な手段となりうる。
  近年、IL-6がSTAT3シグナルを介してDCの活性化を抑制するサイトカインとして報告きれた。
このIL-6は、様々な腫瘍細胞によって産生されることが知られており、事実多くに論文により、
担癌マウスモデルおよぴ癌患者で著明に産生が増加していることが報告されている。しかしながら、
担癌生体における免疫系への影響については不明な点が多い。
  そこで本研究では、BALB/cマウス由来IL-6高産生腫瘍株である上皮性腫瘍CMC-1および問質
系腫瘍CMC-G4を用い、ImCおよびDCが担癌生体腫瘍局所における免疫反応にどのような影響
を与えるかについて検討し、担癌生体内における免疫抑制状態の機序について解明を行った。

【方法と結果】
  まず始めに、CMC-1担癌モデルを作製し、腫瘍内および脾臓、骨髄、末梢血中におけるImCの
割合について検討した。その結果、担癌40日後の各臓器において、ImCは異常に集積しているこ
とが明らかとなった。次に、脾細胞および腫瘍内浸潤細胞よりImCを単離し、これらの細胞群を
アロのりンパ球混合反応(mixed lymphocyte reaction，MLR)に添加し、MLRの抑制能について
検討した。その結果、脾細胞由来ImCは全く抑制能を示さなかったのに対し、腫瘍内浸潤ImCは
著明にMLRを抑制することが明らかとなった。この抑制機能獲得のメカニズムを解明するために、
CMCー1腫瘍細胞培養上清(tumor-derivedfactor8，TDF）を用いて脾細胞由来ImCを培養した結
果、新たにマクロファージのマーカーであるF4／80分子を発現し、貪食能を有するマクロファージ
へと分化することが明らかとなった。このTDFを用いて培養したImCは、著明にMLRを抑制し
た。そこで、いったい何のTDFがImCの分化・抑制能獲得を制御しているかを検討するために、
CMC‾1腫瘍細胞のサイトカイン産生能について詳細に解析した結果、IL．6とT（汀‐B1を著明に産
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生することが明らかとなった。そこで、脾細胞由来ImCをIL-6およぴTGF-131を添加して培養し
た結果、IL-6/TGF-p1処理したImCは、著明にMLRを抑制することが明らかとなった。このこと
は、腫瘍内浸潤ImCが腫瘍組織由来IL-6およびTGF-131により、強い抑制機能を獲得しているこ
とを示唆している。
  次に、CMC-G4担癌モデルを作製し、腫瘍組織より産生されるIL-6が他の免疫系、特に腫瘍局
所のDCにどのような影響を与えているかについて検討した。まず始めに、CMC-G4担癌マウスに
抗IL-6受容体くIL-6R)抗体を投与することによる腫瘍増殖に与える影響について検討した。その
結果、抗IL-6R抗体を投与することで著明な腫瘍増殖抑制効果がみられたばかりでなく、T細胞機
能の著しい回復も認められた。そこで、このIL-6シグナル遮断による抗腫瘍効果について検討す
るために、マウス骨髄細胞よりDCを誘導し、IL-6処理を行った。その結果、IL-6処理DCは、
遺伝子レベル、蛋白レベルおよび酵素活性レベルにおいてアルギニン分解酵素であるArginase-l
(Arg-l)を著明に発現した。実際に担癌生体のDCにおいてもArg-lを発現しているかどうかを検
討した結果、担癌生体腫瘍局所のDCにおいて著明にArg-l発現が上昇していた。しかしながら、
抗IL-6R抗体投与によりArg-l発現レベルが著明に低下したことにより、担癌生体におけるArg-l
上昇は、腫瘍組織より産生されるIL-6依存的であることが示唆された。また、腫瘍内浸潤DCの
MHCII発現レベルについても検討した結果、正常マウスに比べ、著明にMHCII発現が低下して
いたのに対し、抗IL-6R抗体投与によりMHCII発現が完全に回復することが明らかとなった。
Arg-lはアルギニンを分解することで知られている。そこで、アルギニンの枯渇状態によりDCの
MHCII発現が低下を誘導するかについて、アルギニン欠損培地を用いてDCの誘導を行った。そ
の結果、アルギニン欠損培地を用いて誘導したDCは、MHCIIの発現レベルのみを低下させ、他
の分子には全く影響を与えなぃことが明らかとなった。さらに担癌生体において、Arginase阻害
剤(nor-NOHA)や基質であるアルギニン自体を投与することによっても、腫瘍内浸潤DCの
MHCII発現が回復することが明らかとなった。最後に、CMC-G4担癌マウスにnor-NOHAを投
与することによる腫瘍増殖に与える影響について検討した。その結果、nor-NOHA投与マウスにお
いて著明な腫瘍増殖抑制効果カミみられたばかりでなく、腫瘍内浸潤DCのMHCII発現が著しく回
復していた。また、そのMHCII発現増強に相関して、CD4+T細胞の機能も増強していた。従つ
て、担癌生体においてArg-lの発現を制御することは、腫瘍内浸潤D.CのMHCII発現レベルを回
復させ、CD4+T細胞の機能を増強させることにより、抗腫瘍免疫を誘導することが示唆された。

【考察と結論】
  担癌生体では、腫瘍細胞により様々なサイトカインが産生され、免疫系が抑制される環境になっ
ている。その環境下においてImCの異常増殖が起こり、更には、末梢において抑制能を持ってい
ないImCが、腫瘍内微小環境由来のIL-6およびTGF-131により、強いT細胞免疫抑制能を有する
抑制性ImC及びマクロファージーの分化が促進するものと考えられる。またIL-6は、腫瘍内浸潤
DCにも作用し、DCのArg-l発現レベルを増強させ、腫瘍局所でのアルギニンの枯渇状態を誘導
する。このアルギニンの枯渇状態が腫瘍内浸潤DCのMHCII発現を低下させ、CD4+T細胞の機
能を低下させることで抗腫瘍免疫を抑制していると考えられる。しかしながら、抗IL-6R抗体を用
いてIL-6シグナルを遮断することにより、ImCの免疫抑制能獲得の阻害の可能性、さらには腫瘍
内浸潤DCの機能増強による抗腫瘍効果が得られることを明らかとした。さらに、nor-NOHAやア
ルギニンを投与することによっても、腫瘍内浸潤DCのMHCII発現が回復し、抗腫瘍効果が得ら
れる可能性を明らかとした。
  従って、担癌生体におけるIL-6シグナルを遮断することは、腫瘍内微小環境における強い免疫
抑 制状 態を 打破し 、よ り有 効な 癌免疫 療法 の確 立に 繋がる もの と考えられた。
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学位論文審査の要旨

主 査   教 授   小 野 江 和 則

副 査   教 授   岩 永 敏 彦

副 査   教 授   西 村 孝 司

    学位論文題名

ImmunosuppresslVetumor―eSCapemeChaniSmSln

    tumor―bearlngState・

  （担癌生体腫瘍内微小環境における免疫逃避機構に関する研究）

  本研究は、担癌生体におけるCDllb＋Gr-l゙ 未熟ミエロイド細胞(immature myeloid cells，ImC)
および腫瘍内浸潤樹状細胞(dendritic cells，DC)による免疫逃避機構への関与について詳細に検
討したものである。申請者は、担癌マウスモデルおよぴ癌患者で著明に産生が亢進しているサイト
カインであるIL-6に注目し、このサイトカインが担癌生体における免疫逃避機構の一翼を担って
いることを証明した。
  担癌生体におけるIL-6による免疫逃避機構への関与については、これまで明らかにされていな
かった。そこで本研究では、担癌生体で異常増殖しているImCに対し、IL-6の作用機序解明につ
いて試みた。その結果、ImCは、腫瘍組織より産生されるIL-6およぴTGF-131により、強い免疫
抑制能を有するF4/80＋マクロファージ(macrophages，Mq))、ならびに抑制性ImCに分化制御さ
れていることが明らかとなった。
  次に、腫瘍内浸潤DCに対し、IL-6の作用機序解明について試みた。CMC-G4担癌マウスに抗
IL-6受容体(IL-6R)抗体を投与することによる腫瘍増殖に与える影響について検討したところ、
著明な腫瘍増殖抑制効果がみられたばかりでなく、腫瘍内浸潤DCのArginase-l (Arg-l)発現レベ
ルが著明に低下したことより、担癌生体におけるArg-l上昇は、腫瘍組織より産生されるIL-6依
存的であることが示唆された。また、腫瘍内浸潤DCのMHCII発現レベルについても検討したと
ころ、正常マウスに比べ、著明にMHCII発現が低下していたのに対し、抗IL-6R抗体投与により
MHCII発現が完全に回復することが明らかとなった。さらに担癌生体において、Arginase阻害剤
(nor-NOHA)や、基質であるアルギニン自体を投与することによって、腫瘍内浸潤DCのMHCII
発現が回復することが明らかとなった。最後に、CMC-G4担癌マウスにnor-NOHAを投与し、腫
瘍増殖に与える影響について検討したところ、nor-NOHA投与マウスにおいて著明な腫瘍増殖抑制
効果がみられたばかりでなく、腫瘍内浸潤DCのMHCII発現が著しく回復していた。また、その
MHCII発現増強に相関して、CD4＋T細胞の機能も増強していた。っまり、担癌生体においてArg-l
の発現を制御することは、腫瘍内浸潤DCのMHCII発現レベルを回復させ、CD4+T細胞の機能
を 増 強 さ せ る こ と に よ り 、 有 効 な 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る こ と を 示 し た 。
  従って、担癌生体におけるIL-6シグナルを遮断することは、腫瘍内微小環境における強い免疫
抑制 状態 を打 破し、 より 有効 な癌免 疫療 法の 確立 に繋が るも のと 考え られた 。
  学位論文発表後、副査である岩永敏彦教授から、担癌生体内より単離後すぐのImCおよび免疫
抑制能を獲得した抑制性ImCの形態学的差異についての質問があった。それに対し申請者は、既
に予備的実験をしていたデータ結果を元に、担癌生体内より単離後すぐのImCは未熟な好中球様
の核を持った細胞群であり、抑制性ImCは成熟した好中球様とマクロファージ様の細胞群が入り
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交じっているヘテロな集団であると回答した。この回答に対し、岩永教授からはギムザ染色により
細胞内顆粒の観察および電子顕微鏡による詳細な解析が必要ではないかという適切な指摘を頂い
た。また、免疫抑制因子をしてなぜArg-lに着目したかという質問に対しては、免疫抑制すると既
に報告されている種カの因子について網羅的に解析した結果、その中でArg-lが非常に高い発現を
示したことを説明した。
  次に主査である小野江和則教授から、アルギニン枯渇によりDCのMHCIIのみを選択的に低下
させるメカニズムについての質問があった。その質問に対しては、既に予備的実験をしていたデー
タを元に、アルギニンの枯渇によりMHCIIのmRNAレベルも低下しており、MHCIIを転写レベ
ルで低下させている可能性があると答えた。また、ImCの免疫制御活性を検討する実験系でなぜ、
アロのMLRを使用しているかという質問に対しては、既に実験をしていたデータを元に、OVA特
異的TCRをもったトランスジェニックマウスを用いた系でも、抗CD3抗体を用いた系でも同様の
結果が得られていることを説明した。最後に、抗TGF-[3抗体投与によりTGF-13シグナルを遮断す
ると免疫抑制状態を打破できるのかという質問に対しては、過去の論文結果を引用し、担癌生体に
おける抑制性細胞の一種である制御性T細胞も制御できるため、腫瘍増殖の抑制効果が期待できる
と回答した。
  最後に副査である西村孝司教授から、癌免疫療法への応用に関する展望についての質問があった。
これに対しては、現在の癌免疫療法は宿主の強い免疫抑制状態により期待されていたほどの効果を
上げていない文献を引用し、いかに免疫抑制状態を打破し、有効な癌免疫療法を行うかが重要だと
回答した。最後に、ImC研究で世界を牽引しているGabrilovich D.らと申請者の研究の違いについ
て質問があった。その質問に対しては、現在ImCと定義されているCDllb陽性Gr-l陽性の細胞
群をさらに詳細に細分化し、各々の細胞群にっいて詳細に解析していくことが重要であると述べた。
  この論文は、担癌生体におけるIL-6シグナルより免疫抑制機序を世界で初めて示した点で高く
評価され、今後、癌治療に対する臨床応用が十分期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得なども併せ、申
請 者が 博 士（ 医 学） の 学位 を 受け る の に十分な資 格を有する ものと判定 した。
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