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略語一覧 

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity 

ADCP antibody-dependent cellular phagocytosis 

ANG2 angiopoietin 2 

Arg1 arginase 1 

ATRA all-transretinoic acid 

BID BH3-interacting domain death agonist 

BMDC bone marrow-derived dendritic cell 

bp basepair 

BSA bovine serum albumin 

BV8 Bombina variegata 8 

CAF cancer-associated fibroblast 

CCL C-C motif chemokine ligand 

CCR C-C motif chemokine receptor 

cDNA complementary DNA 

CAF cancer-associated fibrablast 

Cebp CCAAT/enhancer-binding protein 

COX2 cyclooxygenase 2 

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 

CX3CR1 CX3C Chemokine Receptor 1 

CXCL C-X-C motif chemokine ligand 

CXCR C-X-C motif chemokine receptor 

CD cluster of differentiation 

CM conditioned medium 

CSF-1R colony stimulating factor 1 receptor 

CTL cytotoxic T lymphocyte 

DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium 

EDTA ethylendiamine tetraacetic acid 

EGF epidermal growth factor 

FACS fluorescence activated cell sorting 

FBS fetal bovine serum 

FcεRIα type I high-affinity IgE receptor alpha 

FcγR Fcγ receptor 

FGF fibroblast growth factor 

Fluc firefly luciferase 

FoxP3 forkhead box P3 

FPS farnesyl diphosphate synthase 



略語一覧 

5 
 

FS_Lin forward scatter_linear 

5-FU 5-fluorouracil 

g standard gravity (9.80665m/s2) 

Gal9 galectin 9 

GFP green fluorescence protein 

GITR glucocorticoid-induced tumour necrosis factor receptor 

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

GPI glycosylphosphatidylinositol 

Gr-1 granulocyte-differentiation antigen-1 

IDO indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase 

IFN-γ interferon gamma 

IL interleukin 

iNOS induced nitric oxide synthase 

Irf8 interferon regulatory factor 8 

IVIS in vivo imaging system 

JAK Janus kinase 

KIR killer cell immunoglobulin like receptor 

LAG-3 lymphocyte-activation gene 3 

LLC lewis lung carcinoma 

Mafb v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

M-CSF macrophage colony-stimulating factor 

MDSC myeloid-derived suppressor cell 

Mertk c-MER proto-oncogene tyrosine kinase 

MFI mean fluorescent intensity 

MHC-I major histocompatibility complex class I 

MHC-II major histocompatibility complex class II 

mKO2 monomer KusabiraOrange2 

MLAC MDSC-like adherent cell 

MMP matrix metalloproteinase 

Mo-MDSC monocytic MDSC 

mRNA messenger ribonucleic acid 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NF-κB nuclear factor-kappa B 

NRP1 neuropilin 1 

O.C.T. optimum cutting temperature 

PAI-1 plasminogen activator inhibitor 1 

PBS phosphate-buffered saline 
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PCR polymerase chain reaction 

PD-1 programmed cell death 1 

PDE5 phosphodiesterase 5 

PDGF platelet-derived growth factor 

PDGFR PDGF receptor 

PD-L1 programmed cell death ligand 1 

PI3K phosphoinositide 3-kinase 

PlGF placental growth factor 

PMN-MDSC polymorphonuclear MDSC 

qRT-PCR quantitative real-time RT-PCR 

Rluc renilla luciferase 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

ROS reactive oxygen species 

S100a8 S100 calcium-binding protein A8 

SCA1 stem cell antigen-1 

sfGFP superfolder GFP 

shRNA short hairpin RNA 

Siglec-F sialic acid-binding Ig-like lectin-F 

αSMA alpha smooth muscle actin  

SS_Lin side Scatter_Linear 

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 

TAM tumor-associated macrophage 

TCR T-cell receptor 

TEPM thioglycollate-elicited peritoneal macrophage 

TGF-β transforming growth factor beta 

TIGIT T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains 

TIM-3 T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 

TLR Toll-like receptor 

TNF tumor necrosis factor 

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 

Trap tartrate-resistant acid phosphatase 

Treg regulatory T cell 

TTCM tumor-tissue conditioned medium 

VEGFA vascular endothelial growth factor A 

VEGFC vascular endothelial growth factor C 
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1.1. 腫瘍内の間質系細胞と腫瘍悪性化との関わり 

 がんの発生および進展の細胞自律的な機構として、がん遺伝子やがん抑制遺伝子の変異が有名で

あるが、固形腫瘍組織内に存在するがん細胞と正常な間質系細胞との相互作用が腫瘍悪性化に大き

く寄与しているとして長年注目されている[1]。固形腫瘍組織内には、血管・リンパ管を形成する内

皮細胞や周皮細胞、cancer-associated fibrablast (CAF)、および非常に多くの種類の免疫細胞（リン

パ球およびミエロイド細胞）など、多種多様な間質系細胞が存在している[2, 3]（Fig 1.1.）。 

 

Fig 1.1. 固形腫瘍組織を構成する多種多様な間質系細胞 

固形腫瘍組織を形成するのは、がん細胞のみでなく、血管を形成する血管内皮細胞、CAF、T 細胞

や B 細胞や NK 細胞などのリンパ球、TAM や MDSC などのミエロイド細胞など、多くの間質系

細胞が存在している。 

  

  免疫細胞は、本来異物であるがん細胞を認識・駆逐する働きを有しており、実際に腫瘍組織内に

浸潤しているリンパ球が多い患者ほど予後が良いという数多くの報告がある[4-8]。しかしながら、

がん患者の生体内の免疫細胞は、本来の免疫応答が抑制されている場合があり、逆に腫瘍悪性化を

促進する免疫細胞も存在することも知られている[9, 10]（Table 1.1.）。これら免疫細胞の賦活化を

狙った【がん免疫療法】の臨床試験が現在盛んに進められている[11-14]（Table 1.3.-1.5.）。 
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Table 1.1. 固形腫瘍組織内の主な免疫細胞による腫瘍悪性化機構 

細胞種 細胞を定義するマーカー 機能 

B 細胞 CD11b− CD19+ CD20+ IL-10 および IgG を放出するなどにより、TAM の活性化

に寄与する。 

1 型ヘルパーT 細胞 

(Th1) 

CD11b− CD3ε+ CD4+ CD8−  

IFNγ+ T-bet+ 

IFNγ を放出するなどにより、CTL の活性化に寄与する。 

2 型ヘルパーT 細胞 

(Th2) 

CD11b− CD3ε+ CD4+ CD8−  

IL-4+ GATA-3+ 

IL-4, IL-13 を放出するなどにより、TAM の活性化に寄与

する。 

Treg CD11b− CD3ε+ CD4+ CD8−  

FoxP3+ 

CTL の抑制、NK 細胞の抑制など、様々な機構で腫瘍悪

性化に貢献する。 

CTL CD11b− CD3ε+ CD4− CD8+ がん抗原を提示するがん細胞を認識し、perforin や

granzyme などにより殺す。 

NK 細胞 CD3ε− NK1.1+ NKp46+ MHC-I を発現していないがん細胞を認識し、perforin や

granzyme などにより殺す。 

M1 マクロファージ CD11b+ F4/80+ MHC-IIhi 抗原を提示することで、T 細胞の活性化に寄与する。 

TAM CD11b+ F4/80+ MHC-IIlow 血管新生の促進、CTL の抑制、NK 細胞の抑制など、様々

な機構で腫瘍悪性化に貢献する。 

Mo-MDSC CD11b+ Gr-1low Ly6Chi Ly6G+ 血管新生の促進、CTL の抑制、NK 細胞の抑制、TAM へ

の分化など、様々な機構で腫瘍悪性化に貢献する。 PMN-MDSC CD11b+ Gr-1hi Ly6Clow Ly6G− 

マスト細胞 CD11b+ FcεRIα+ c-Kit+ SCA1+ 

CD34+ 

血管新生の促進、CTL の抑制、NK 細胞の抑制、など、

様々な機構で腫瘍悪性化に貢献する。 

表は、[2, 9]を参考にして作成。腫瘍悪性化に貢献する細胞を青色、腫瘍抑制に貢献する細胞を赤色で塗りつぶ

した。略語については、4-6 ページ目の略語一覧を参照。 

1.2. Cytotoxic T lymphocyte (CTL) 

 リンパ球の一種である CTL は、がん細胞表面の major histocompatibility complex class I (MHC-I)

とがん細胞特異的な抗原ペプチドの複合体を、T-cell receptor (TCR)およびその補助受容体である

CD8 により認識する（Fig 1.2.）。すると、CD8 および TCR 下流のシグナルにより活性化された CTL

は、膜に小孔を形成する因子 perforin およびセリンプロテアーゼである granzyme B (GzmB)を内包

する顆粒を放出する[15]（Fig 1.2.）。perforin の小孔よりがん細胞内に入り込んだ GzmB は、(1) 

Caspase 3 を直接切断・活性化する、もしくは(2) BH3-interacting domain death agonist (BID)を切

断・活性化することで間接的に Caspase 3 を活性化するという機構により、そのがん抗原陽性のが

ん細胞特異的かつ強力にアポトーシスへ誘導する[16]（Fig 1.2.-1.3.）。 
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Fig 1.2. CTL ががん細胞を認識および攻撃する機構 

CTL は、MHC-I 表面に提示されたがん抗原ペプチドを、TCR およびその補助受容体である

CD8 により認識する。すると CTL は、膜に小孔を形成する因子 perforin およびセリンプロテ

アーゼである GzmB を放出することで、がん細胞をアポトーシスへ誘導する。 

 

Fig 1.3. GzmB ががん細胞をアポトーシスへ誘導する機構 

perforin の小孔よりがん細胞内へ入り込んだ GzmB は、Caspase 3 を直接切断・活性化する

か、もしくは BID を切断・活性化することによりミトコンドリア経由で間接的に Caspase 

3 を活性化することで、標的がん細胞を強力にアポトーシスへ誘導する。 
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がん細胞を殺す役割を担うもう 1 種のリンパ球 NK 細胞と比べて、CTL の方がその細胞傷害活性

が高いと知られている[17]。しかし、myeloid-derived suppressor cell (MDSC)および tumor-associated 

macrophage (TAM)など様々な細胞が、CTL 本来の細胞傷害活性を抑制していることが報告されてい

る[18]（Table 1.2.）。 

Table 1.2. 固形腫瘍組織内における主な CTL 抑制機構  

抑制機構の概要 トリガーとなる主な因子 発現する主な免疫細胞種 

NO が TCR をニトロ化することで不活性化 iNOS Mo-MDSC 

準必須アミノ酸 Arg を枯渇させることで不活性化 Arg1 Mo-MDSC, TAM 

ROS が TCR や IFNγ の発現を抑制することで不活

性化 
NADPH oxidase PMN-MDSC 

必須アミノ酸 Trp を枯渇させることで不活性化 IDO MDSC, TAM 

CTL 表面の PD-1, TIM-3 に結合することで不活性化

シグナルを流す 
PD-L1, Gal9 MDSC, TAM 

CTL 表面の PD-1, CTLA-4 に結合することで不活性

化シグナルを流す 
PD-L2, CD80, CD86 TAM 

CTL 表面の FASL, TRAIL に結合することでアポト

ーシスへ誘導する 
FAS, TRAIL-R TAM 

TAM を活性化することで、CTL を不活性化 IgG B 細胞 

Treg への分化・活性化を促進することで、CTL を

不活性化 TGF-β 
Treg、マスト細胞、 

TAM, MDSC 
CTL による IFNγ, GzmB などの発現を抑制 

表は、[12, 18]を基にして作成した。略語については、4-6 ページ目の略語一覧を参照。 

 そのため、CTL を再活性化するための抗がん剤が、がん免疫療法の中で最も積極的に研究開発さ

れている[11]（Table 1.3.）。中でも、抗 PD-1 抗体（Nivolumab, Pembrolizumab）は極めて高い治

療効果を発揮したが、単剤で投与した際の奏効率がわずか 20-30%であるという問題がある[19, 

20]。そこで残り 70-80%の患者への治療効果を高めるための手段として、他の抗がん剤と併用する

臨床試験が年々増加しており[21]、現在世界で 1,000 以上の併用臨床試験が進められている[22]。

これまで、併用する薬剤標的の多くは T 細胞などの獲得免疫の主要担当細胞であったが、近年はマ

クロファージなどの自然免疫系を標的とする薬剤との併用が注目されている[22]。 
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Table 1.3. 現在臨床試験中の CTL 標的薬 

薬剤  代表的な作用機構の概要 

Anti-CTLA-4 antibodies (Ipilimumab, Tremelimumab) 

CTL における、免疫チェックポイント分子の 

不活性化シグナルを阻害 

Anti-PD-1 antibodies (Nivolumab, Pembrolizumab, 

Pidilizumab, AMP-224, AMP-514, PDR001) 

Anti-PD-L1 antibodies (BMS-936559, 

Atezolizumab, Durvalumab, Avelumab) 

Anti-NKG2A antibody (Monalizumab) 

Anti-KIR antibodies (IHP2101, Lirilumab) 

Anti-B7-H3 antibody (Enoblituzumab) 

Anti-LAG-3 antibodies (IMP321, BMS-986016) 

Anti-TIGIT antibody (OMP-313M32) 

Anti-TIM-3 antibody (TSR-022) 

Anti-CD200 antibody (Samalizumab) 

Recombinant IL-2 (Aldesleukin) 

CTL における、活性化シグナルを亢進 

IL-15/soluble IL-15Rα complex (ALT-803, hetIL15) 

Recombinant IL-21 (Denenicokin) 

Agonistic anti-4-1BB antibodies (Urelumab, 

Utomilumab) 

Agonistic anti-OX40 antibodies (MEDI6383,  

MEDI0562, MEDI6469, MEDI6383) 

Agonistic anti-GITR antibody (TRX518) 

Agonistic anti-CD27 antibody (Varlilumab) 

表 は [11] を 基 に 作 成 し 、 National Library of Medicine 、 National Institutes of Health 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/home)の情報を参考にして更新した。CTL 不活性化シグナルの阻害剤を青色、活性

化シグナルの作動薬を赤色のカラムに示した。略語については、4-6 ページの略語一覧を参照。 

1.3. TAM 

 TAMは、完全に分化成熟したミエロイド細胞の一種であり、未分化ミエロイド細胞 MDSC が骨髄

や脾臓という造血系臓器から固形腫瘍組織へ誘引された後に、腫瘍内で分化成熟する[12]。また、固

形腫瘍組織内に浸潤している免疫細胞の中で最も多くの割合を占めている[23]。 

 マクロファージは本来抗原提示細胞として、がん細胞特有のがん抗原ペプチドを認識して CTL に

よる抗腫瘍免疫応答を助ける機能を有するが、腫瘍組織内でがん細胞により教育されることで TAM
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となり、主に 3 つの機構により腫瘍悪性化に貢献している[12] （Fig 1.4.）。 (1) 様々な分子を発現

してCTLの機能を抑制する。例えば、TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor (TRAIL-

R)および FAS は、CTL 表面の TRAIL および FASL に結合することで、CTL をアポトーシスへ誘導

する[24]。Arginase 1 (Arg1)は T 細胞にとって必須アミノ酸である L-アルギニンを L-オルニチンへ

分解することで L-アルギニンを枯渇させ、T 細胞の増殖および TCR の発現を抑える[25]。CD80, 

CD86, PD-L1, PD-L2, Galectin 9 (Gal9)は、CTL 表面の免疫チェックポイント分子（CTLA-4, PD-1, 

TIM-3）と結合することで、CTL に不活性化シグナルを誘導する[12]。(2) VEGFA, WNT7β, MMP9 な

どを細胞外に発現・分泌することにより腫瘍内血管新生を促進し、その結果として腫瘍の成長を促

進する[26-28]。(3) がん細胞の幹細胞性を促進する。TAMが分泌する IL-6, TNF-α は、がん細胞内の

NF-κB シグナルおよび STAT3 シグナルを活性化し、がん細胞の幹細胞性に重要な遺伝子の発現を亢

進する[29, 30]。また、固形腫瘍内の TAMの割合が高い患者ほど予後が悪いという相関が、多くのが

ん種において報告されている[31]。それゆえ、この TAM を標的とするがん免疫療法の研究開発が長

年進められてきたが、最近では TAM標的薬単剤投与ではなく、CTL 標的薬との併用の有用性が臨床

試験において盛んに検証されている[11, 12, 14]（Table 1.4.）。 

 

Fig 1.4. TAM による腫瘍悪性化機構 

背景が緑色 (1)は CTL による免疫応答の抑制を、赤色(2)は血管新生の促進を、青色(3)はがん細

胞の幹細胞性の促進を、それぞれ示している。図は、[12]を参考にして作成。略語については、

4-6 ページの略語一覧を参照。 
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Table 1.4. 現在臨床試験中の TAM 標的薬 

薬剤 作用機構 

CSF-1R inhibitor (Pexidartinib, ARRY-382) 

TAMの遊走阻害 

Anti-CSF-1R antibodies (Emactuzumab, Cabiralizumab, LY3022855)  

Anti-CCL2 antibody (Carlumab) 

Anti-NRP1 antibody (Vesencumab) 

Anti-ANG2 antibody (Nesvacumab) 

Anti-IL6 antibodies (Clazakizumab, Olokizumab, Siltuximab, Sirukumab) TAMの機能阻害 

IDO inhibitors (Epacadostat, Indoximod, Navoximod) TAMによる CTL 抑制能阻害 

Tie2 inhibitors (Pexmetinib, CEP-11981) 

TAMによる血管新生阻害 

Anti-VEGF antibody (Bevacizumab) 

TLR3 agonist (Hiltonol) 

マクロファージによる抗原提示促進 

TLR4 agonist (OM-174) 

TLR7 agonist (PF-04878691) 

TLR7/8 agonist (Imiquimod) 

TLR8 agonist (Motolimod) 

TLR9 agonists (CpG 7909, lefitolimod, SD-101, IMO-2055, IMO-2125) 

Agonistic anti-CD40 antibodies (CP-870893, Lucatumumab, Dacetuzumab) 

Anti-CD47 antibodies (CC-90002, Hu5F9-G4) TAMによる ADCC, ADCP 活性促進 

表 は [11, 12, 14] を 基 に 作 成 し 、 National Library of Medicine 、 National Institutes of Health 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/home)の情報を参考にして更新した。略語については、4-6 ページの略語一覧を参

照。 

1.4. MDSC 

 骨髄におけるミエロイド細胞の分化制御が異常になるのは担がん個体の特徴であり、健常者の場

合は末梢組織内には存在せず骨髄などの造血系臓器内のみに存在する未成熟ミエロイド細胞が、が

ん患者の様々な組織内に集積する[32]。このような未成熟ミエロイド細胞は成熟ミエロイド細胞と比

較して、（1）reactive oxygen species (ROS)、一酸化窒素、Arg1 などを生産することで、CTL など

による免疫応答を抑制すること、（2）貪食能が低いことなどの特徴であり[33]、このような不均一な

ミエロイド細胞集団を MDSC と総称している[34, 35]。現在は、この MDSC は 2 種類の細胞種に大

別されており、polymorphonuclear MDSC (PMN-MDSC)および monocytic MDSC (Mo-MDSC)と呼ば

れる。 

MDSC は腫瘍悪性化に貢献しており、主に以下 3 つの機構が報告されている（Fig 1.5）。(1) MDSC
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は CTL の活性を抑制する[36]。PMN-MDSC は NADPH oxidase 活性が高く、ROS を産生すること

により CTL を抑制する[37]。ROS は TCR および IFN-γ の発現を抑制すると知られている[38]。対し

て、Mo-MDSC は inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS)および Arg1 を発現することで、T 細胞の

活性化を抑制する[36]。iNOS により生成された一酸化窒素は TCR をニトロ化することで、T 細胞活

性化を抑える[39]。Arg1 は T 細胞にとって必須アミノ酸である L-アルギニンを枯渇させることで、

T 細胞の増殖および TCR の発現を抑える[40]。Mo-MDSC および PMN-MDSC のどちらも発現する

PD-L1, Gal9 は、CTL 表面の免疫チェックポイント分子（PD-1, TIM-3）に結合することで、CTL に

不活性化シグナルを誘導する。(2) Mo-MDSC および PMN-MDSC のどちらも、VEGFA, BV8, MMP-

9 などを放出することにより血管新生を促進し、その結果として腫瘍の成長を促進する[41]。(3) Mo-

MDSC および PMN-MDSC のどちらも TAMへ分化することで、腫瘍悪性化に貢献する[36]。 

がん患者の末梢血中に存在する MDSC の割合が高いほど予後が悪いことから[42]、現在は予後マ

ーカーとしても利用され始めている[43]。また、末梢血中の MDSC 量が多いがん患者ほど抗 PD-1 抗

体などの CTL 標的薬の応答が低いと報告されており[44, 45]、MDSC を標的とする薬と CTL 標的薬

の併用も徐々に注目され始めている[46, 47][Clinical Trial # NCT03302247]。それゆえ、実際に MDSC

標的薬の臨床試験が近年進められているが[11-13]（Table 1.5）、未だ承認された MDSC 標的薬はな

い。その原因の 1 つとして、MDSC は非常に不均一な細胞であり、TAM や CTL などと比べると未

解明な部分が非常に多いことが、MDSC 標的薬の開発を困難なものにしていると考えられる。 

 

Fig 1.5. MDSC による腫瘍悪性化機構 

緑色の背景の(1)は CTL による免疫応答の抑制を、赤色の(2)は血管新生の促進を、青色の(3)は TAM への分化

を、それぞれ示している。図は、[12]を参考にして作成。略語については、4-6 ページ目の略語一覧を参照。 
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Table 1.5. 現在臨床試験中の MDSC 標的薬 

薬剤 作用機構 

5-FU 

MDSC の増殖阻害 

Gemcitabine 

VEGFR1/2/PDGFRα/β inhibitor (Sunitinib) 

FPS inhibitor (Amino-bisphosphonate) 

BRAF inhibitors (Vemurafenib, Dabrafenib) 

MDSC の除去 

Trabectedin 

Vitamin A derivative (ATRA) 

MDSC の分化誘導 

Vitamin D3 

Anti-CSF-1R antibody (LY3022855, Cabiralizumab, Emactuzumab)  

MDSC の遊走阻害 CSF-1R inhibitors (Pexidartinib, ARRY-382) 

Anti-CCL2 antibody (Carlumab) 

ROS synthesis inhibitor (CDDO-Me) 

MDSC の不活性化 

Exosome inhibitor (Amiloride) 

iNOS/Arg1 inhibitor (NO-aspirin) 

IDO inhibitors (Epacadostat, Indoximod, Navoximod) 

PDE5 inhibitors (Tadalafil, Sildenafil, Vardenafil) MDSC の不活性化/増殖阻害 

Anti-VEGF antibody (Bevacizumab) 
MDSC による血管新生阻害、 

MDSC の増殖阻害 

COX2 inihbitor (Celecoxib) MDSC の増殖/活性/遊走阻害 

表 は [11-13] を 基 に 作 成 し 、 National Library of Medicine 、 National Institutes of Health 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/home)の情報を参考にして更新した。略語については、4-6 ページの略語一覧を参

照。
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2.1. 序論 

2.1.1. MDSC 不均一性と現在の課題 

 マウス生体内において MDSC は、ミエロイド細胞共通マーカーCD11b および顆粒球マーカーGr-

1 の両方を発現する細胞として定義されており[48]、数多くのがん種のモデルマウスの腫瘍組織内の

みならず、末梢血、脾臓、骨髄、リンパ節内にも存在することが知られている[43, 49-52]。 

 第一章にも既述した通り、MDSC は不均一なミエロイド細胞集団であり、現在は Mo-MDSC と

PMN-MDSC の二種に大別されている。各々の細胞集団は膜表面マーカーに基づいて区別すること

が可能であり、前者は CD11b+ Gr-1low Ly6G− Ly6Chi、後者は CD11b+ Gr-1hi Ly6G+ Ly6Clowと定義さ

れている[36]。 

 2008 年の Youn らの報告によると、腫瘍組織内から CD11b+ Gr-1+細胞として回収した細胞のう

ち全てが TAM へ分化する能力を有する訳ではない[36]。さらに、肺がん自然発症モデルマウスの前

病変肺組織より回収した CD11b+ Gr-1+細胞は CTL 抑制能を有さないことが知られている[53]。これ

らの報告を踏まえると、CD11b+ Gr-1+細胞群は現在 Mo-MDSC および PMN-MDSC という 2 種の細

胞に大別されて定義されているが、実際は非常に不均一な細胞の集まりであり、CD11b+ Gr-1lo Ly6G− 

Ly6Chi細胞および CD11b+ Gr-1hi Ly6G+ Ly6Clow細胞の中には MDSC とそうでない未同定の新規細胞

亜集団が混在している可能性が示唆される。つまり、CD11b+ Gr-1+細胞群を構成する細胞の全貌を

解明し、どの細胞や因子を治療標的にすべきか適切に判断することが、より有効な MDSC 標的薬を

開発するために極めて重要であると言える。 

 腫瘍内 CD11b+ Gr-1+細胞は非常にヘテロな細胞集団であり、MDSC とそうでない未同定の細胞が

存在することが示唆されていた。そこで、皮下腫瘍から CD11b+ Gr-1+細胞群を単離し、解析するた

めに培養したところ、一部の細胞が培養ディッシュに強く接着した。本章では、この強接着性の

CD11b+ Gr-1+細胞群の性状解析を行い、新規の CD11b+ Gr-1+細胞であることを示す結果を得た。 

2.2. 実験材料および方法 

動物実験 

B6(Cg)-Tyrc-2J/J (B6 albino)は、ジャクソン研究所 (Maine, USA) より胚を購入し、京都大学再生

医科学研究所 近藤玄 教授に樹立・飼育して頂いた。全ての実験には、同腹仔もしくは 6-11 週齢の

雄のマウスを使用した。餌および水は絶えず供給された環境であり、東京工業大学 動物実験施設に

おいて飼育された。 

本研究は、東京工業大学動物実験委員会の審査を受け、承認を得て行った。実験は、東京工業大学

動物実験等管理規則を順守し、また、「動物の愛護及び管理に関する法律」「実験動物の飼養及び保

管並びに苦痛の軽減に関する基準」「研究機関等における動物実験の実施に関する基本指針」等の関

連法令を厳守し、可能な限り倫理面に配慮し、実験動物の尊厳を重視した実験を行った。 
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細胞および培養条件 

 Lewis lung carcinoma (LLC)細胞は、 American Type Culture Collection (ATCC) (Virginia, USA)よ

り購入したものであり、100 U/ml Penicillin, 100 g/ml Streptomycin (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 

を添加した 5% Fetal bovine serum (FBS) 含有の Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 

(Invitrogen, California, USA) 培地（5% FBS-DMEM）を用いて、37°C, 5% CO2で培養・維持した。

恒常的に firefly luciferase (Fluc)を発現する LLC/Fluc は、当研究室の先行研究においてレポーター遺

伝子 (pEF/Fluc)[54]をリン酸カルシウム法[55]により導入することで樹立した。 

皮下腫瘍モデル 

 LLC/Fluc (3.0 × 105 cells)を懸濁した PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.0 mM Na2HPO4.12H20, 

1.47 mM KH2PO4)を等量の Geltrex (Invitrogen)と混和し、B6 Albino マウスの後脚の皮下に注入し

た。皮下腫瘍の直径が 15-20 mm に到達した時点で腫瘍を摘出し、各種実験に用いた。 

フローサイトメトリーおよび細胞分取 

腫瘍組織や脾臓や骨髄由来の単細胞を懸濁した PBS に 1:200 の希釈率となるように抗 Fcγ 

receptor (FcγR) II/III (CD16/32)抗体（clone 93, Biolegend, California, USA）を添加し、4°C で 20 分

インキュベートすることで、FcγR による抗体 Fc 領域への結合をブロッキングした。次に、FACS 

Buffer (2% FBS および 1 mM EDTA 含有 PBS)で細胞を 1 回洗浄した後、蛍光色素標識された抗体

を添加し、暗室 4°C で 25 分インキュベートすることで、膜表面抗原を染色した。最後に FACS Buffer

で細胞を 1 回洗浄した後、フローサイトメーターiCyt ec800 (Sony Biotechnology, California, USA)

で蛍光測定をした。ただし、目的の細胞集団を単離する場合、FACSAria (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)を用いた。 

使用した抗体は以下の通り。抗CCR2抗体（clone #475301, R&D Systems, Minnesota, USA, 1:50）、

抗 CD11b 抗体（clone M1/70, Biolegend, 1:200）、抗 CD11c 抗体（clone N418, Biolegend, 1:200）、

抗 CD45 抗体（clone 30-F11, Biolegend, 1:200）、抗 CD68 抗体（clone FA-11, Biolegend, 1:200）、

抗 CSF-1R 抗体（clone AFS98, Biolegend, 1:200）、抗 CX3CR1 抗体（polyclonal, R&D Systems, 

1:200）、抗 F4/80 抗体（clone CI:A3-1, AbD Serotec, North Carolina, USA, 1:50）、抗 Gr-1 抗体（clone 

RB6-8C5, Biolegend, 1:200）、抗 Ly6C 抗体（clone HK1.4, Biolegend, 1:200）、抗 Ly6G 抗体（clone 

1A8, Biolegend, 1:200）、抗 c-Kit 抗体（clone 2B8, Biolegend, 1:200）、抗 MHC-II 抗体（clone 

M5/114.15.2, Biolegend, 1:400）、抗 CD34 抗体（clone RAM34, Biolegend, 1:100）、抗 Siglec-F 抗体

（clone RNM44N, eBioscience, San Diego, USA, 1:200）、抗 FcεRIα 抗体（clone MAR-1, Biolegend, 

1:200）。 

MDSC-like adherent cell (MLAC)の単離 

 皮下腫瘍の直径が 15-20 mm に到達した時点で腫瘍を摘出し、メスにより腫瘍組織を細かく刻ん
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だ。続いて、0.13 U/mL Liberase DH (Roche Applied Science, Indiana, USA)および 2% FBS を添加

した Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Life Technologies) に移し、37°C で 60 分間攪拌

することで、分散させた。その後、孔径の異なる（500, 250, 100, 40 μm）4 種のセルストレーナー

（Greiner bio-one, Kremsmünster, Austria）に順に通すことで凝集した細胞塊を除き、1× 

PharmLyse solution (BD Biosciences, New Jersey, USA)中で室温 10 分間インキュベートすること

で赤血球を除去した。分散させた単細胞を 2% FBS を添加した RPMI 1640（2% FBS-RPMI1640）

で懸濁し、10 cm ディッシュあたり 2.0 × 107 cells まいて 37°Cで培養した。培養開始 30 分間経過

した時点で培地を除き、2 mM EDTA/PBS で 3 回洗浄することで、接着力の弱い細胞を念入りに除

いた。そして、最後までディッシュ底面に接着していた細胞（強接着性細胞）をセルスクレーパーに

より回収した。強接着性細胞を抗 CD11b 抗体と抗 F4/80 抗体で染色し、CD11b+ F4/80−細胞として

単離した。 

MDSC の単離 

 皮下腫瘍の直径が 15 - 20 mm に到達した時点で腫瘍を摘出し、メスにより腫瘍組織を細かく刻ん

だ。続いて、0.13 U/mL Liberase DH (Roche Applied Science)を添加した 2% FBS-RPMI1640 に移

し、37°C で 60 分間攪拌することで、分散させた。その後、孔径の異なる（500, 250, 100, 40 μm）

4 種のセルストレーナー（Greiner bio-one, Kremsmünster, Austria）に順に通すことで凝集した細

胞塊を除き、1X PharmLyse solution (BD Biosciences)中で室温 10 分間インキュベートすることで

赤血球を除去した。分散させた単細胞を抗 CD11b 抗体と抗 Gr-1 抗体で染色し、CD11b+ Gr-1+細胞

として単離した。PMN-MDSC および Mo-MDSC は各々、CD11b+ Gr-1hi細胞、CD11b+ Gr-1low細胞

として単離した。 

細胞形態の解析 

 MLAC, PMN-MDSC, Mo-MDSC, TAM 各々1.0 x 104 cells ずつの細胞懸濁液をスライドガラスに滴

下し、カバーガラスを用いて薄く塗り広げた。その後、メイグリュンワルド-ギムザ染色液（Sigma 

Aldrich, Missouri, USA）を用いて、製品プロトコール通りの方法で染色した。 

bone marrow-derived dendritic cell (BMDC)の調製 

 過去に報告された方法の通りに、骨髄細胞から樹状細胞を樹立した[56]。まず、健常の B6 Albino

マウスの頚骨および大腿骨を摘出し、20 ng/mL GM-CSF (Peprotech, New Jersey, USA)および 50 

µM 2-mercaptoethanol 含有 10% FBS-RPMI1640 で骨髄細胞を懸濁し、10 cm ディッシュあたり 2.0 

× 105 cells まいて 37°C で培養した。4 日目に浮遊細胞を回収し、20 ng/mL GM-CSF (Peprotech)含

有 10% FBS-RPMI1640 で懸濁して再度 10 cm ディッシュにまいた。7 日目にも浮遊細胞を回収し、

20 ng/mL GM-CSF (Peprotech)含有 10% FBS-RPMI1640 で懸濁して再度 10 cm ディッシュにまい

た。10日目に浮遊細胞を回収し、接着細胞が残存している 10 cmディッシュに 5 mL 2mM EDTA/PBS



第 2 章 

21 
 

を添加し、37°C でインキュベートした。5 分後に浮遊してきた細胞も回収し、先に回収した浮遊細

胞と混和し、BMDC として各種実験に用いた。 

RNA抽出および qRT-PCR 

 MLAC, TAM, MDSC, BMDC より、RNeasy Mini Kit (Qiagen, California, USA)を用いて RNA を抽

出した。その後、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて増幅した

cDNA を鋳型とし、Table2.1 に示したプライマーを用いて、THUNDERBIRD SYBR qPCR mix 

(TOYOBO)で qRT-PCR を行った。各々の工程で用いた試薬の製品プロトコール通りの方法で行っ

た。 

Table 2.1. qRT-PCR に用いたプライマーのリスト 

遺伝子名 順方向 or 逆方向 配列 長さ [bp] 

𝜷-Actin 順方向 GGCTACAGCTTCACCACCAC 20 

逆方向 TACTCCTGCTTGCTGATCCAC 21 

S100a8 順方向 GTCCTCAGTTTGTGCAGAATATAAA 25 

逆方向 TGAGATGCCACACCCACTTT 20 

Mafb 順方向 GCAACGGTAGTGTGGAGGAC 20 

逆方向 TTCAGGCGGATCACCTCGT 19 

Zbtb46 順方向 GCCGAGACTCAAATGTAGACCT 22 

逆方向 GGCCCAAGTAGCTGGTTTCT 20 

Cebp alpha 順方向 GAACAGCAACGAGTACCGGG 20 

逆方向 GCGGTCATTGTCACTGGTCA 20 

Cebp beta 順方向 ATCCGGATCAAACGTGGCTG 20 

逆方向 CCCGCAGGAACATCTTTAAGTGA 23 

Mertk 順方向 AGCGCAGGGACTTACAAAGAG 21 

逆方向 TTCACTGGCTCACTGAAGGG 20 

Irf8 順方向 ACACCATTCAGCTTTCTCCCAG 22 

逆方向 CGGCCCATACAACTTAGGCA 20 

統計学的解析 

各実験結果の差が統計学的に有意であるか否かは、Student’s t-test によって得た p 値が 0.05 を下回

っているかどうかで判断した。全てのデータは、平均値±標準誤差で示した。 
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2.3. 結果 

2.3.1. 強接着性細胞の単離 

 マウス肺がん細胞株 LLC 細胞を B6 Albino の皮下に同種移植し、皮下腫瘍の直径が 15 - 20 mm に

到達した時点で腫瘍組織を摘出し、酵素などにより分散させた単細胞懸濁液を細胞培養用ディッシ

ュ上で短時間インキュベートし、弱く接着していた細胞を除くために、PBS/EDTA で念入りに洗浄

した。すると、一部の細胞が極めて強く培養ディッシュに接着していることが確認された。そこで

まず、学士論文研究[57]において、回収する強接着細胞に、がん細胞が混入するのを最小限に抑える

ために、superfolder GFP (sfGFP)を恒常的に発現する LLC (LLC/sfGFP)の皮下腫瘍から調製した単

細胞懸濁液を用いて、(1)細胞培養用ディッシュでインキュベートする時間、(2) 培地中の血清濃度、

(3) インキュベート後の洗浄バッファーの組成、(4) 洗浄回数、を検討した[57]。その結果、Fig. 2.1.

赤色ヒストグラムに示す通り、sfGFPを発現するがん細胞 LLC/sfGFP の混入がほとんど無くなる最

適な条件を決定した[57]。 

 

Fig 2.1. LLC/sfGFP 皮下腫瘍組織からの強接着細胞の回収 

LLC/sfGFP 皮下腫瘍組織から回収した強接着性細胞における GFP 波長域の蛍光強度を、 

フローサイトメトリーで測定した。TEPM は、健常マウスから回収した腹腔内マクロファージ 

(TEPM)であり、ネガティブコントロールとして用いた。 

 

2.3.2. MDSC 様強接着性細胞の同定 

 マクロファージは非常に接着力が強い特性を持ち[58]、また TAM は腫瘍内に最も多く存在する免

疫細胞であること[59]から、当初これら強接着性細胞が TAM であると推測した。そこで、強接着系

の細胞から、骨髄由来細胞マーカーCD45 陽性細胞において、ミエロイド細胞マーカーCD11b とマ

クロファージマーカーF4/80 の発現を調べたところ、予想に反して、強接着性細胞の半数以上(66.8%)

が CD11b+F4/80−であった（Fig 2.2.）。 
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Fig 2.2. CD11b+ F4/80− 強接着細胞の同定 

皮下腫瘍組織から回収した強接着性細胞のフローサイトメトリー解析。CD45+ 強接着性

細胞（ピンク色長方形）における、CD11b および F4/80 の発現解析を行った。 

 また、その CD11b+ F4/80−強接着性細胞において、MDSC に特徴的な膜表面マーカーである Gr-

1, Ly6C, Ly6G の発現強度を解析した結果、CD11b+ F4/80−強接着性細胞は Gr-1low Ly6G− Ly6Chiお

よび Gr-1hi Ly6G+ Ly6Clowの 2 種の細胞により構成されており（Fig 2.3.）、これらは PMN-MDSC

および Mo-MDSC のマーカー発現パターンに一致する[60]。 

 

 

 

Fig 2.3. MDSC 様強接着細胞の同定 

CD11b+ F4/80− 強接着性細胞における、Gr-1 の発現（赤色ヒストグラム）を解析した。灰色

のヒストグラムは、未染色サンプルのデータを示す。また、Gr-1hi 分画（青色長方形）もし

くは Gr-1low分画（赤色長方形）における、Ly6C および Ly6G の発現解析もさらに行った。 
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 さらに、その CD11b+ Gr-1+ F4/80−強接着細胞は、単球マーカー（CX3CR1, CD68）、樹状細胞マ

ーカー（CD11c）、マスト細胞マーカー（c-Kit）[61]、好酸球マーカー（Siglec-F）[62]、好塩基球

マーカー（FcεRIα）[63]の何れも陰性であったことから、これら既知の免疫細胞の何れとも異なる

ことがわかった（Fig 2.4.）。また、未成熟血球系細胞マーカー（CD34）、および単球・マクロファ

ージ・樹状細胞などミエロイド細胞に広く発現する CCR2 の両方は、弱く発現していた（Fig 

2.4.）。  

 

 

Fig 2.4. MDSC 様強接着細胞における各種マーカー発現解析 

各々のマーカーに対する抗体で染色したサンプルのデータを赤色のヒストグラムで示し、

灰色のヒストグラムは未染色サンプルのデータを示す。 

2.3.3. MDSC 様強接着性細胞の基礎的な性状解析 

 次に、CD11b+ Gr-1+ F4/80−強接着細胞の形態を調べるために、LLC 皮下腫瘍組織から回収した強

接着細胞（Fig. 2.1.赤色ヒストグラム）から、FACS を用いて CD11b+ Gr-1+ F4/80−分画の細胞（Fig 

2.2.緑色の長方形内）を分取し、May-Grünwald-Giemsa を行った。また、腫瘍組織内から強接着細

胞を回収する条件で接着せずに浮遊していた細胞群から、FACS を用いて PMN-MDSC (CD11b+ 

Ly6Clow Ly6G+細胞)および Mo-MDSC (CD11b+ Ly6Chi Ly6G−細胞)を分取し（Fig. 2.5.緑色長方形内）、

対照サンプルとして用いた。その結果、CD11b+ Gr-1+ F4/80−強接着細胞は好酸球や好塩基球に特徴

的な顆粒[64]を有さなかったことから、細胞形態の点でも好酸球および好塩基球と違う細胞種である

ことを再確認した。一方、うす紫色の細胞質や核の形などの点が MDSC に共通していた（Fig 2.6.）。 
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Fig 2.5. 腫瘍内浮遊細胞群内の MDSC をフローサイトメトリーで Gating する流れ  

皮下腫瘍組織から回収した浮遊細胞のフローサイトメトリー解析。CD11b+ ミエロイド

細胞（ピンク色長方形）における、Ly6C, Ly6G, Gr-1 の発現解析を行った。腫瘍内浮遊

細胞には Mo-MDSC および PMN-MDSC の両方が存在する。 

 

Fig 2.6. MDSC 様強接着細胞の形態観察 

MLAC, TAM, PMN-MDSC, Mo-MDSC のメイ-グリュンワルド ギムザ染色結果の一例。スケールバー

は 10 μm。 

 続いて、CD11b+ミエロイド細胞群の各細胞種に特徴的な遺伝子の mRNA 量を qRT-PCR により測

定した。その結果 CD11b+ Gr-1+ F4/80−強接着細胞は、MDSC などの未成熟ミエロイド細胞に特徴的

な遺伝子（S100a8, Cebpa, Cebpb）[65, 66]を MDSC と同程度に高発現しており（Fig 2.7.）、TAM

に特徴的な遺伝子（Mertk, Mafb）[67]および樹状細胞に特徴的な遺伝子（Zbtb46, Irf8）[65, 68]の発

現量は、それぞれ TAMおよび樹状細胞に比べて有意に低かった（Fig 2.7.）。 
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Fig 2.7. MDSC 様強接着細胞における、各種ミエロイド細胞に特徴的な遺伝子発現解析 

DC は bone-marrow derived dendritic cell (BMDC)を示す。これら mRNA の発現量は、qRT-

PCR により測定した。誤差範囲は標準誤差を示す。 *, P<0.05 vs. MLAC. n = 3. 

 これらの細胞形態（Fig 2.6.）および遺伝子発現解析（Fig 2.7.）の結果から、CD11b+ Gr-1+ F4/80−

強接着細胞は TAM や樹状細胞などの成熟ミエロイド細胞よりも未成熟な MDSC に近く、これまで

報告されているいずれの細胞とも異なる新規細胞種であると考え、MDSC-like adherent cell (MLAC)

と名づけた。 
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MLAC は、LLC 担がんマウスの腫瘍組織のみならず、末梢血、脾臓、骨髄の何れからも同じ方法

で単離することができた（Fig 2.8.）。それに対して、健常の B6 Albino マウスの末梢血、脾臓、骨髄

の何れからも同じ方法で細胞を得ることはできなかった。この結果は、MLAC が担がん個体特有な

細胞種であることを示唆しており、これは MDSC と共通する[32, 33]。 

 

 

 

Fig 2.8. LLC 担がんマウスの正常組織における、新規免疫細胞種 MLAC の存在調査 

LLC 皮下腫瘍組織が直径 15-20 mm に到達した時点で末梢血、骨髄、脾臓から強接着性細胞を

回収し、CD45+ F4/80−細胞の存在を調査した。全ての実験を、少なくとも 3 回実施した。 

 

2.4. 考察 

 MLAC は健常マウスには存在せず、担がんマウスにおいてのみ確認されたため（Fig 2.8.）、将来的

にがん患者特異的なマーカーとしても利用できる可能性が示唆された。 

また MLAC は、MDSC などの未分化ミエロイド細胞に特徴的な遺伝子(S100a8, Cebpa, Cebpb)を

MDSC 同程度に高発現していたこと（Fig. 2.7.）、同じく未分化ミエロイド細胞に特徴的な CD34 を

低レベルながら発現していた（Fig. 2.4.）。これらの結果を踏まえると、MLAC は未分化ミエロイド

細胞であり、成熟ミエロイド細胞である TAMへ分化する能力を有する可能性が示唆された。これに

ついては、後の第 5 章で検証した。  
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MLAC の腫瘍増殖促進作用の解析 
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3.1. 序論 

3.1.1. in vivo 共移植モデル 

 MLAC が MDSC 同様に腫瘍促進効果を示すか否かを評価するために、「in vivo 共移植モデル」と

いう手法[41]を用いて解析した。具体的には、解析したい細胞をがん細胞株と混ぜてマウスの皮下に

共移植し、腫瘍を形成させる。また、比較対象として、がん細胞のみを単独移植したマウスも用意

し、腫瘍組織の成長を経時的に観察することで、共移植した細胞の腫瘍促進効果もしくは抑制効果

の有無を調べることができる。 

 

3.1.2. 発光イメージング 

生体光イメージングは、個体における細胞レベルあるいは分子レベルでの生物学的なイベントを

可視化する手法で、蛍光と発光が主に使われている。生物発光は、発光酵素ルシフェラーゼによる

基質の酸化反応によって生じる[69]。生物発光を利用した生体発光イメージングは、マウスやラット

などの小動物モデルにおいて、発光する分子、細胞の動態を高感度に検出できることから、がんや

その他の疾患の研究、ドラッグスクリーニングなどの目的で、近年広く応用されている[70, 71] (Fig 

3.1.)。発光イメージングの特徴として、(1) 非侵襲的に深部からのシグナルを観察できること、(2) 

蛍光と異なり、自家発光がほとんどないことから、バックグラウンドの非特異的なシグナルが少な

いこと、(3) 蛍光と異なり励起光を使用しないため退色せず長期観察が可能であること、(4) 基質や

波長の異なる発光を産生する複数の発光酵素を用いることで、複数の目的分子や細胞をほぼ同時に

イメージング可能であることなどが挙げられる[69]。 

 発光イメージングを用いたがん研究を行う場合は、例えば次のようなステップを経る必要がある。

まず Fluc のような発光酵素を恒常的に発現するレポーター遺伝子をがん細胞株に導入し、そのがん

細胞を動物に移植する。その後、D-luciferin のような発光基質を動物に投与し、腫瘍組織からの発光

をイメージング装置で測定することで、がん細胞の成長や転移をリアルタイムかつ非侵襲的に検出

することができる[70]。この技術により、同一個体でがんの成長や転移といった過程を経時的かつ定

量的に評価することが可能である[72]。 

 本章では、生体発光イメージングを用いて MLAC の腫瘍促進効果を解析した。 
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Fig 3.1. 生体発光イメージング 

恒常的に発光酵素 firefly luciferase (Fluc)を発現するレポーター遺伝子が導入されたがん

細胞をマウスに移植する。その後、発光基質 D-luciferin をマウスの腹腔内へ投与し、超高

感度冷却 CCD カメラを搭載するイメージング装置を用いることで、リアルタイムかつ非

侵襲的に生体内の現象をイメージングすることができる。 

3.2. 実験材料および方法 

動物実験 

EGFP(K268Q)-GPI transgenic (GFP-Tg)マウス[73]は、京都大学再生医科学研究所 近藤玄 教授に

樹立・飼育して頂いた。全ての実験には、同腹仔もしくは 6-11 週齢の雄のマウスを使用した。餌お

よび水は絶えず供給された環境であり、東京工業大学 動物実験施設において飼育された。 

細胞および培養条件 

 Renilla luciferase (Rluc)および monomer KusabiraOrange2 (mKO2)を恒常的に発現する

LLC/mKO2-Rluc8.6 は、当研究室の先行研究においてレポーター遺伝子 (pT2/CMV-mKO2-Rluc8.6)

をエレクトロポレーター（NepaGene Co., Chiba, Japan）により導入することで樹立した。この

LLC/mKO2-Rluc8.6 も 5% FBS-DMEMで培養・維持した。 

がん細胞の皮下移植モデル 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

MLAC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

MDSC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 
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In vivo 生物発光イメージング 

MLAC (4.0 × 105 cells)、Mo-MDSC (4.0 × 105 cells)、もしくは PMN-MDSC (4.0 × 105 cells)を

LLC/Fluc (3.0 × 105 cells)と混和した懸濁液を Geltrex (Invitrogen)と混和し、B6 Albino マウスの後

脚の皮下に注入した。またネガティブコントロールとして、LLC/Fluc (3.0 × 105 cells)のみを懸濁し

た PBS を等量の Geltrex (Invitrogen)と混和し、B6 Albino マウスの後脚の皮下に注入した。移植し

た日から 4 日毎に、150 μL D-luciferin solution (100 µg/mL in PBS, Promega, Wisconsin, USA)をこ

れら担がんマウスの腹腔内へ注射し、20 分後に IVIS-spectrum (Perkin Elmer, Chicago, USA)で撮像

した。 

腫瘍組織内における MLAC 生存期間調査 

LLC/Fluc 担がんの GFP-Tg マウスの皮下腫瘍が 15-20 mm に到達した時点で腫瘍を摘出し、第 2

章に既述の方法により強接着細胞を回収した。CD11b および F4/80 を染色し、FACS (BD)により

GFP+ CD11b+ F4/80−細胞を単離した。GFP+ MLAC (4.0 × 105 cells)を LLC/mKO2-Rluc8.6 (3.0 × 105 

cells)と混和した懸濁液を Geltrex (Invitrogen)と混和し、B6 Albino マウスの後脚の皮下に注入した。

共移植後 8, 12, 20 日後に皮下腫瘍を摘出し、腫瘍組織内の GFP+ MLAC の存在を蛍光免疫染色法に

より染色し、LSM780 共焦点蛍光顕微鏡 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)で観察した。 

蛍光免疫染色 

摘出した腫瘍組織を optimum cutting temperature (O.C.T.) comound (Sakura Finetek Japan, Tokyo, 

Japan)に浸し、凍結させた。Microm HM560MV cryostat (ThermoFisher Scientific)を用いて厚さ 10 

μm の凍結切片を作製し、4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液（nacalai tesque）中で室温 10 分

間インキュベートすることで、固定した。続いて、0.05% Tween20/PBS (PBS-T)で 3 回洗浄し、3% 

BSA/PBS 中で室温 30 分間インキュベートすることで、ブロッキングした。次に、3% BSA/PBS で

希釈した一次抗体液中で 4°C で 16 時間インキュベートし、再度 PBS-T で 3 回洗浄した。次に、

PBS-T で希釈した蛍光色素標識二次抗体液中で室温 1 時間インキュベートし、再度 PBS-T で 3 回

洗浄した。最後に、0.1% Bisbenzimide H33342 Fluorochrome Trihydrochloride (Nacalai Tesque)を添

加した Fluoromount (Diagnostic BioSystems, California, USA)を 3-4 滴スライドガラスに滴下し、カ

バーガラスをかぶせた。画像は、LSM780 共焦点蛍光顕微鏡 (Carl Zeiss)で撮影した。用いた一次抗

体は、抗 F4/80 (clone BM8, Biolegend, 1:50)、抗 GFP (polyclonal, Abcam, Massachusetts, USA, 

1:250)、抗 Rluc (polyclonal, MBL international, Massachusetts, USA, 1:100)。蛍光色素標識二次抗体

（ThermoFisher Scientific）は、全て 1,000 倍希釈して用いた。 

In vivo 共培養による LLC 増殖への直接的作用の解析 

 0.4 μm 孔径 Transwell® insert (Corning, New York, USA)を用いて、24 ウェルプレート（TPP, 

Trasadingen, Switzerland）を bottom chamber と upper chamber に分けて培養した。bottom chamber
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には LLC/Fluc (2.4 × 104 cells)をまき、upper chamber には MLAC (3.2 × 104 cells)、Mo-MDSC (3.2 

× 104 cells)、もしくは PMN-MDSC (3.2 × 104 cells)をまいて培養した。またネガティブコントロール

として、LLC/Fluc (2.4 × 104 cells)のみを bottom chamber にまく、upper chamber は空のまま培養

するサンプルも用意した。37°C で 48 時間培養後、Passive Lysis Buffer (Promega)を用いて bottom 

chamber の LLC/Fluc 細胞のライセートを調整し、 Luciferase Assay Kit (Promega)および

luminometer GL-210A (Microtec Co., Ltd, Chiba, Japan)を用いてホタルルシフェラーゼ活性を測定

した。 

統計学的解析 

各実験結果の差が統計学的に有意であるか否かは、Student’s t-test によって得た p 値が 0.05 を下回

っているかどうかで判断した。全てのデータは、平均値±標準誤差で示した。 
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3.3. 結果 

3.3.1.MLAC と MDSC の腫瘍増殖促進効果の比較 

 MDSC と MLAC の腫瘍増殖への影響を比較するために、ホタルルシフェラーゼを恒常的に発現す

るマウス肺がん細胞株 LLC/FlucをMLACもしくはMDSCと共にB6 Albinoマウスの皮下に移植し、

in vivo生物発光イメージングにより腫瘍成長を経時的に観察した（Fig 3.2A）。MLAC (CD11b+ F4/80−), 

MDSC (CD11b+ Gr-1+)どちらの細胞分取にも利用したマーカーCD11b は、がん細胞には発現してお

らずミエロイド細胞特異的に発現しているため、がん細胞株 LLC は混入していない。それを踏まえ

ると、MLAC も MDSC もどちらも LLC 腫瘍成長を有意に促進することがわかった。しかし、その影

響は明確に異なった。MLAC との共移植では、共移植 8 日後付近と 20 日後付近で、2 段階の腫瘍増

殖促進作用が確認されたのに対し、MDSC は共移植 20 日後付近のみ促進作用を示した（Fig 3.2B）。 

 

 

Fig 3.2. MLAC, Mo-MDSC, PMN-MDSC による腫瘍増殖促進作用 

(A, B) LLC/Fluc を MLAC, Mo-MDSC, PMN-MDSC の何れかと混ぜて B6 Albino マウスの皮下に

共移植した。(A) 移植 8, 12, 16, 20 日後における生物発光イメージングの一例。(B) 皮下腫瘍組

織における生物発光強度の定量化解析。LLC/Fluc growth は、移植 0 日後の発光強度に対する相

対値として示している。誤差範囲は標準誤差を示す。 *, P<0.05 vs. LLC/Fluc. n = 6; LLC + MLAC, 

n = 4; LLC + Mo-MDSC, n = 4; LLC + PMN-MDSC, n = 8; LLC.   



第 3 章 

34 
 

3.3.2. 腫瘍組織内における MLAC の生存期間の調査 

 上記結果をより詳しく考察するために、皮下移植後の腫瘍内における MLAC の生存期間を調査し

た。LLC/Fluc 担がん GFP-Tg マウスの皮下腫瘍組織から単離した MLAC を、LLC/mKO2-Rluc8.6 と

混ぜて B6 Albino マウスの皮下に移植し、8, 12, 20 日後の腫瘍内における GFP+ MLAC の存在を観

察した。その結果、8 日後には多く確認できたが、12 日後にはわずかに確認できる程度まで減少し、

20 日後には完全に消失していた（Fig 3.3A-B）。つまり、共移植された MLAC は皮下腫瘍内において

少なくとも 8 日間は機能していることがわかった。 

 

 

 

Fig 3.3. 腫瘍組織内における MLAC の生存期間調査 

(A, B) LLC 担がんの GFP-Tg マウスの皮下腫瘍組織から GFP+ MLAC を単離し、

LLC/mKO2-Rluc8.6 と混ぜて B6 Albino マウスの皮下に共移植した。移植 8, 12, 20 日後に

皮下腫瘍を摘出し、腫瘍凍結切片の蛍光免疫染色により、GFP（緑色）と Rluc（赤色）と

核（青色）を検出した。(A) 蛍光免疫染色画像の一例を示す。(B) 視野当たりの GFP+ 細

胞数を示す。データは 5 視野のデータの平均値であり、誤差範囲は標準誤差を示す。*, 

P<0.05 vs. Day 8.  
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3.3.3. 腫瘍増殖の直接的促進効果の MLAC と MDSC の間での比較 

 また、これらの結果は、MLAC 共移植 8 日後付近の腫瘍成長促進作用が MLAC による直接的な作

用である可能性を示唆している。そこで、LLC/Fluc と MLAC を Transwell® insert で共培養し、48 時

間後に生物発光強度を測定することで LLC の増殖への寄与を調査した。その結果、MLAC は LLC の

増殖を有意に促進したのに対し、MDSC にはそのような作用を示さなかった（Fig 3.4.）。 

 

Fig 3.4. MLAC, Mo-MDSC, PMN-MDSC による腫瘍増殖への直接的作用 

Transwell® insert を用いて、LLC/Fluc を MLAC, Mo-MDSC, PMN-MDSC の何れかと共培養し、48 時間後に

LLC/Fluc の生物発光強度を測定した。誤差範囲は標準誤差を示す。 *, P<0.05 vs. LLC/Fluc 単独培養。n = 4. 

3.4. 考察 

 in vitro 共培養系の結果、 MLAC は癌細胞の増殖を直接促進した（Fig 3.4.）。この in vitro 共培養

系は Transwell® insert を用いており、がん細胞と MLAC が直接接触することができなかったことを

踏まえると、MLAC の放出する液性因子が癌細胞の成長促進に寄与していると示唆される。この仮

説については、次の第 4 章で詳細に検証した。 

MDSC は共移植された後、腫瘍成長を有意に促進するまでに 20 日前後という長い時間を要した

（Fig 3.2.）。これは、過去の報告と矛盾しない結果であり[41]、また MLAC と異なり MDSC が、が

ん細胞増殖を直接促進する機能を持たないことが in vitro 共培養系の実験結果から示されたこと（Fig 

3.4.）で説明できると考えられる。 

最後に、MLAC と違い MDSC はなぜがん細胞の成長を直接促進しなかったのかについては、MLAC

由来のがん細胞成長促進因子の発現量が MDSC は低い可能性が示唆される。この仮説についても、

次の第 4 章で検証した。  

MLAC は共移植された 12 日後にはほとんどが消失していたが（Fig 3.3.）、共移植 16 日後以降も、

LLC 単独移植の腫瘍と比べて腫瘍成長を顕著に促進していた（Fig 3.2.）。これは、始めに共移植され

た MLAC が生きている間に、血管新生促進や宿主免疫細胞の誘引などを促すことで、がん細胞の成

長に好都合な環境を築き上げた結果であると示唆される。この仮説については、第 5 章で検証した。  
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MLAC のがん細胞増殖促進機構の解析 
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4.1. 序論 

4.1.1. サイトカインと腫瘍組織内におけるその役割 

 サイトカインとは、腫瘍微小環境の様々な細胞から発現される分泌型タンパク質であり[74, 75]、

分泌されたサイトカインは、対応する受容体に結合して、受容体を発現する細胞内で下流シグナル

（NF-κB, JAK-STAT, MAPK など）を活性化することで、細胞間の情報伝達を担っている[76]。細胞

の増殖・分化・老化・死など様々な細胞の機能を制御している（Fig 4.1.）。腫瘍組織内だけに注目し

ても、サイトカインは様々な細胞応答を引き起こす[74, 75]。例えば、VEGFA, FGF2, PDGF, PlGF な

どは血管内皮細胞に作用することで、腫瘍内血管新生を調整する[77]。IFNγ[78, 79]や IL-12[80, 81]

などは、T 細胞に作用することで、T 細胞による抗腫瘍免疫応答を活性化する。 

 分泌されたサイトカインの受容体を分泌した細胞が発現していれば、自分自身に作用することも

あり（オートクライン）、周辺の細胞の発現する受容体に結合して作用することもある（パラクライ

ン）。加えて、サイトカインは血液やリンパ液により遠隔臓器まで運ばれ、その遠隔臓器内の細胞の

発現する受容体に結合して作用すること（エンドクライン）も可能であり、他の臓器からの細胞の

誘引や造血系臓器（骨髄や脾臓）内における血球細胞の分化・増殖などの調節にも貢献する[74]。 

 また、炎症性サイトカイン受容体からのシグナルを受けて活性化する NF-κB は、腫瘍悪性化に寄

与することが報告されており[82]、例えば IL-1, IL-6, IL-11, TGFβなどいくつかのサイトカインは、が

ん細胞の増殖を促進すると知られている[83]。 

この章では、MLAC 細胞のがん細胞増殖促進作用に寄与するサイトカインの解析を行った。 
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Fig 4.1. サイトカイン受容体による細胞間情報伝達 

ある細胞が分泌したサイトカインは、そのサイトカインに対応する受容体を発現する周辺

の細胞に作用することで、他の細胞間での情報伝達の役割を担う。サイトカインが受容体

に結合すると、受容体下流のシグナルを活性化することで、細胞増殖・分化・活性化を制

御する遺伝子の転写を調節する。 

4.2. 実験材料および方法 

がん細胞の皮下移植モデル 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

MLAC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

サイトカインアレイ 

 第 2 章に記述した in vitro 共培養と同じ条件で、単独培養もしくは共培養した後の bottom chamber

の培地を回収した。次に、400 x g 4°C で 10 分間遠心し、上清を 0.22 µm 孔径セルストレーナー

（Pall Corporation, New York, USA）へ通すことで、混入している浮遊細胞を完全に除いた。続いて、

Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array Kit (R&D SYSTEMS, ARY028)のニトロセルロースメン
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ブレンを、その培養上清中に浸してインキュベートし、製品プロトコール通りに実験を行った。化

学発光シグナルは、ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences, Pennsylvania, USA)で撮

像し、ImageQuant TL software (GE Healthcare Life Sciences)で定量化した。 

shRNA発現プラスミドの作製 

 マウス Cxcr2 に対する shRNA の配列（#1; 5’- GGGAGAATTCAAGGTGGATAA -3’ and #2; 5’- 

GCTATGAGGATGTAGGTAACA -3’）は、Block-iT program（Invitrogen）を用いて設計した。そして、

各々を pSUPER.neo+GFP vector (OligoEngine, Washington, USA)に組み込むことで、shRNAおよ

び GFP を恒常的に発現するプラスミド 2 種（pSuper/shCXCR2-GFP#1, #2）を作製した。 

CXCR2 ノックダウン株の樹立 

 作製した pSuper/shCXCR2-GFP を、エレクトロポレーター（NepaGene Co.）により LLC/Fluc へ

導入した。その後、500 μg/mL G418 硫酸塩（ThermoFisher Scientific）含有の 5% FBS-DMEM で継

続的に培養することで、マウス Cxcr2 に対する shRNA を安定的に発現する細胞 2 種（LLC/Fluc-

shCXCR2#1, #2）を樹立した。また、ネガティブコントロール株として、空の pSUPER.neo+GFP 

vector (OligoEngine)を導入した細胞（LLC/Fluc-empty）も樹立した。 

 ノックダウンされているかどうかを確認するために、CXCR2 の mRNA および膜表面タンパク質

レベルでの発現量を、各々qRT-PCR およびフローサイトメトリーにより測定した。 

細胞および培養条件 

 樹立した後の LLC/Fluc-shCXCR2 は、LLC/Fluc や LLC/mKO2-Rluc8.6 同様に 5% FBS-DMEM で

培養・維持した。 

RNA抽出および qRT-PCR 

 LLC/Fluc-shCXCR2#1, LLC/Fluc-shCXCR2#2, LLC/Fluc-empty より、RNeasy Mini Kit (Qiagen)を

用いて RNA を抽出した。その後、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO)を用いて増幅した

cDNA を鋳型とし、Table4.1 に示したプライマーを用いて、THUNDERBIRD SYBR qPCR mix 

(TOYOBO)で qRT-PCR を行った。各々の工程で用いた試薬の製品プロトコール通りの方法で行っ

た。 

Table 4.1. qRT-PCR に用いたプライマーのリスト 

遺伝子名 順方向 or 逆方向 配列 長さ [bp] 

𝜷-Actin 順方向 GGCTACAGCTTCACCACCAC 20 

逆方向 TACTCCTGCTTGCTGATCCAC 21 

Cxcr2 順方向 CCTGCCTCAGACTTTTGGCT 20 

逆方向 GAAGACAAGGACGACAGCGA 20 
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MDSC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

フローサイトメトリー 

 単細胞を懸濁した PBS に 1:200 の希釈率となるように抗 FcγR II/III (CD16/32)抗体（clone 93, 

Biolegend）を添加し、4°C で 20 分インキュベートすることで、FcγR による抗体 Fc 領域への結合

をブロッキングした。次に、FACS Buffer で細胞を 1 回洗浄した後、蛍光色素標識された抗 CXCR2

抗体（clone #242216, R&D Systems, 1:100）を添加し、暗室 4°C で 25 分インキュベートすること

で、CXCR2 を染色した。 

 引き続き細胞内抗原を染色する場合、fixation-permeabilization buffer (FoxP3/Transcription Factor 

Staining kit from eBioscience)で細胞を懸濁し、暗室 4°C で 25 分インキュベートすることで、細胞

の固定および膜透過処理を行った。次に、Permeabilization Buffer (eBioscience)で細胞を 1 回洗浄し

た後、Permeabilization Buffer (eBioscience)で希釈した抗体液で細胞を懸濁し、暗室 4°C で 30 分イ

ンキュベートすることで、細胞内抗原を染色した。最後に、Permeabilization Buffer (eBioscience)、

FACS Buffer の順で 1 回ずつ洗浄した後に、フローサイトメーターiCyt ec800 (Sony Biotechnology)

を用いて、蛍光強度を測定した。 

 使用した抗体は以下の通り。抗 CXCL1 抗体（polyclonal, R&D Systems, 1:200）、抗 CXCL2 抗体

（polyclonal, R&D Systems, 1:200）、抗 CXCL5 抗体（polyclonal, R&D Systems, 1:400）。 

統計学的解析 

各実験結果の差が統計学的に有意であるか否かは、Student’s t-test によって得た P 値が 0.05 を下回

っているかどうかで判断した。全てのデータは、平均値±標準誤差で示した。 
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4.3. 結果 

4.3.1. MLAC 由来腫瘍増殖促進因子の探索 

 in vitro 共培養の結果、MLAC は LLC と接触することなく LLC の増殖を促進したことを踏まえる

と（Fig 3.4.）、MLAC は液性因子を放出することで LLC の増殖を促進すると示唆される。そこで、

in vitro 共培養と同じの条件で単独培養（LLC/Fluc or MLAC）もしくは共培養（LLC/Fluc + MLAC）

した後の bottom chamber の培地（CM, conditioned medium）を用いてサイトカインアレイを行い、

各々培地中に含まれるサイトカイン量を測定・比較した（Fig 4.2A）。13 種類のサイトカイン（CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL2, CXCL5, G-CSF, M-CSF, MMP-2, MMP-3, PAI-1, and VEGFA）

が共培養培地中に豊富に存在し（ポジティブコントロールのスポットに対する相対発光強度が 0.3

以上）、かつ単独培養 CMに比べて 1.5 倍以上多かった（Fig 4.2B）。 

 

 

Fig 4.2. LLC + MLAC 共培養 CM のサイトカインアレイ 

(A-B) LLC/Fluc + MLAC 共培養 CM、LLC/Fluc 単独培養 CM、MLAC 単独培養 CM 各々を用いた
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サイトカインアレイ。(A) 111 種サイトカインの各々に対する抗体がスポットされているニトロ

セルロースメンブレンを CM 中に浸してインキュベートし、製品プロトコールに従って 111 種

類の相対的な存在量を測定した。各サイトカインのスポットにおける化学発光を ImageQuant 

LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences)で撮影した画像を示しており、赤色の長方形で囲って

いるスポットは、LLC/Fluc + MLAC 共培養 CM 中に多く含まれた候補因子を示す。また、A1, A2, 

A23, A24, J1, J2 のスポットは、ニトロセルロースメンブレンに最初からプロットされていたも

ので、ポジティブコントロールを示す。(B) これら 13 種のサイトカインは、共培養 CM 中に豊

富に存在しており（ポジティブコントロールのスポットに対する相対発光強度が 0.3 以上）、か

つ単独培養培地に比べて 1.5 倍以上多かった。Relative to positive control は、共培養 CM でイン

キュベートしたメンブレン上のポジティブコントロールスポットに対する、各サイトカインの

相対化学発光強度を示す。Relative to SUM of mono-culture は、LLC 単独 CM の化学発光強度と

MLAC 単独培養 CM の化学発光強度に対する、共培養 CM の相対化学発光強度を示す。 

4.3.2. CXCL1/2/5CXCR2 シグナルによる腫瘍増殖促進効果の調査 

 サイトカインアレイ解析結果から、MLAC の腫瘍増殖促進作用への関与が示唆された候補因子の

うち、CXCL1, CXCL2, CXCL5 はケモカイン受容体 CXCR2 に結合する[84]。いくつかの悪性黒色腫

細胞株は CXCR2 を発現していることが報告されており[85]、CXCL1/2/5/CXCR2 シグナルは悪性黒

色腫細胞の増殖を促進することが in vivo および in vitro 両方の実験により示されている[86, 87]。そ

こで、これら 3 因子（CXCL1, CXCL2, CXCL5）の腫瘍増殖への直接的な影響を調査するために、

各々のリコンビナントタンパク質を添加した培地中で LLC/Fluc を培養したところ、何れの因子も

LLC 増殖を有意に促進した（Fig 4.3.）。 

 

Fig 4.3. 候補因子 CXCL1, CXCL2, CXCL5 による LLC 増殖への影響 

図中に示す濃度のリコンビナントサイトカインを添加した培地中で LLC/Flucをインキュベートし、

48 時間後の LLC/Fluc による生物発光強度を測定した。Relative LLC/Fluc growth は、リコンビナン

トサイトカイン非添加条件と比べた相対発光強度を示す。誤差範囲は標準誤差を示す。*, P<0.05 vs. 

PBS. n = 4 
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 次に、MLAC による LLC 増殖促進作用が、これらサイトカインの作用に起因するのかを調べるた

めに、まず LLC/Fluc と MLAC を共培養した CM を調製し、そこへ各々のサイトカインに対する中

和抗体を添加してサイトカインの作用を阻害した培地を用いて LLC/Fluc を培養し、増殖への影響を

解析した。その結果、何れの中和抗体も LLC増殖を有意に抑制した（Fig 4.4.）。 

 

 

Fig 4.4. 候補因子の中和抗体による LLC 増殖への影響 

候補因子 CXCL1, CXCL2, CXCL5 に対する中和抗体を添加した CM 中で LLC/Fluc をインキュ

ベートし、48 時間後の LLC/Fluc による生物発光強度を測定した。Relative LLC/Fluc growth は、

中和抗体非添加 2% FBS-RPMI1640 の条件と比べた相対発光強度を示す。誤差範囲は標準誤差

を示す。 *, P<0.05 vs. CM + Rat control IgG. n = 4 
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 さらに、CXCR2 を shRNA によりノックダウンした LLC/Fluc 細胞株（shRNA#1, shRNA#2）を

樹立し（Fig 4.5A-B）、MLAC との共培養を行ったところ、shRNA#1, shRNA#2 細胞に有意な増殖促

進は見られなかった（Fig 4.5C）。この結果は、MLAC による LLC 増殖促進作用が CXCR2 受容体を

介した CXCL1/2/5 サイトカインの作用によることを示している。 

 

Fig 4.5. CXCR2 による LLC 増殖への影響 

(A-B) shRNA を用いた LLC における CXCR2 ノックダウン。ネガティブコントロールとして、空ベ

クターを導入した LLC/Fluc も樹立し、mRNA レベル(A)およびタンパク質レベル(B)の発現強度を、

各々qRT-PCR およびフローサイトメトリーによる測定した。(A) Relative expression は、空ベクター

導入細胞株と比べた相対 mRNA 量を示す。誤差範囲は標準誤差を示す。*, P<0.05 vs. empty vector. 

n = 3 (B) CXCR2 染色の Mean fluorescent intensity (MFI)を示す。誤差範囲は標準誤差を示す。*, 

P<0.05 vs. empty vector. n = 3 (C) CXCR2 ノックダウンによる LLC 増殖への影響。CXCR2 を shRNA

によりノックダウンした LLC/Fluc（shRNA#1, shRNA#2）を MLAC と 48 時間共培養し、LLC 由来

の生物発光強度を測定した。誤差範囲は標準誤差を示す。*, P<0.05 vs. LLC/Fluc mono-culture. n = 4 
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4.3.3. CXCL1/2/5 発現量の MLAC と MDSC との間での比較 

 CXCL1, CXCL2, CXCL5 がどの細胞から分泌されているかを解析するために、in vitro 共培養と同

じ条件で共培養した LLC と MLAC を別々に回収し、各々の細胞内の CXCL1, CXCL2, CXCL5 を抗

体で染色し、フローサイトメトリーにより CXCL1, CXCL2, CXCL5 の発現レベルを測定した。その

結果、3 つのサイトカインは、LLC と MLAC で何れも高発現していたが（Fig 4.6A）、PMN-MDSC

および Mo-MDSC では発現レベルが低かった（Fig 4.6B-C）。 

 

Fig 4.6. CXCL1/2/5 発現量の MLAC と MDSC の間での比較 

(A-C) MLAC (A), Mo-MDSC (B), PMN-MDSC (C)を各々LLC と共培養した系における候補

サイトカインの発現解析。48 時間共培養した後、各々の細胞を回収し、細胞内フローサ

イトメトリーにより CXCL1, CXCL2, CXCL5 に対する抗体で染色し、フローサイトメト

リーで測定した。青色、赤色、ピンク、緑色のヒストグラムは各々LLC, MLAC, Mo-MDSC, 

PMN-MDSC の発現強度を示す。全ての実験を、少なくとも 3 回実施した。 
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4.4. 考察 

 サイトカインアレイの結果（Fig 4A）、共培養 CM 中に増加した 13 種の候補因子のうち CCL3, 

CCL4, G-CSF, CXCL5, M-CSF, MMP-2, PAI-1, VEGFA は、LLC 単独培養 CMおよび MLAC 単独培

養 CMの何れにおいても存在量が非常に少なく、共培養 CMにおいてのみ顕著に増加した（Fig 4A）。

つまり、これら 8 因子の発現誘導には、LLC と MLAC の相互作用が非常に重要な役割を担っている

可能性が示唆された。 

 13 種の候補因子のうち CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCL5, MMP-2, MMP-3, PAI-1, VEGFA は血管新

生促進因子として報告されており[88-92]、MLAC は腫瘍内血管新生も促進している可能性が示唆さ

れた。この仮説については、後の第 5 章で検証した。さらに、同様に共培養 CM中で増加した CXCL1, 

CXCL2, CXCL5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5は（Fig 4A）、MDSC のケモカインとして知られており

[93-97]、MLAC は腫瘍内への MDSC の誘引も促進している可能性が示唆された。この仮説について

は、後の第 6 章で詳細に検証した。  
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5.1. 序論 

5.1.1. 血管新生と腫瘍成長 

 がん細胞は自身が盛んに増殖していくために必要な酸素や栄養源を十分に確保するために、

VEGFA などの血管新生促進する機能を有するサイトカイン（血管新生促進因子）を放出するこ

とで周囲に血管を誘引する。一般的に、近傍の既存の血管を構成する血管内皮細胞の発現する

サイトカイン受容体に血管新生促進因子が作用すると、その血管内皮細胞の増殖が促されるこ

とで、その既存血管から新たな血管枝が分岐するようにして新しい脈管が形成される[98]（Fig 

5.1.）。この血管新生が腫瘍成長に非常に重要であるということは、1972 年に Folkman らの血

管新生阻害によって腫瘍増殖が抑制されることを示した in vivo 研究[99]で初めて明確に示され

てから数多くの研究が報告されており、また実際のヒト臨床検体の様々な臓器の前がん病変に

おいて既に、血管密度もしくは VEGF 発現強度が顕著に高いという報告も数多くある[100-105]。

これらを踏まえ、血管新生は代表的な腫瘍増殖機構の 1 つとして知られている。 

 

Fig 5.1. がん細胞が血管新生を促進する機構 

がん細胞の放出する血管新生促進因子は、近傍の既存の血管を構成する血管内皮細胞に作

用し、分岐するような形で新規脈管形成を誘導する。 

5.1.2. 血管新生を促進する腫瘍内免疫細胞 

 がん細胞だけでなく、腫瘍内に存在するいくつかの免疫細胞も血管新生に貢献しており

[77]、Table 5.1.に示すような免疫細胞は骨髄やリンパ節などから腫瘍組織内に浸潤すると、腫

瘍内の血管新生を促進することで、腫瘍悪性化に貢献する[77]。 
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Table 5.1.血管新生を促進する主な免疫細胞 

細胞種 細胞を定義するマーカー 分泌する血管新生促進因子 

17 型ヘルパーT 細胞 CD11b− CD3ε+ CD4+ CD8− RORγt+ IL-17+ IL-17 

TAM CD11b+ F4/80+ MHC-IIlow VEGFA, FGF2, CXCL8, CXCL12, PlGF, 

VEGFC, IL-1β, IL-6, TNF, WNT7B, MMPs, 

cathepsins 

Mo-MDSC CD11b+ Gr-1low Ly6Chi Ly6G+ 

VEGFA, FGF2, BV8, MMP9 

PMN-MDSC CD11b+ Gr-1hi Ly6Clow Ly6G− 

マスト細胞 CD11b+ FcεRIα+ c-Kit+ SCA1+ CD34+ VEGFA, FGF2, CXCL8, TNF, chymase, 

tryptase, MMP9 

表は、[77]を基にして作成した。略語については、4-6 ページ目の略語一覧を参照。 

5.1.3. 腫瘍内免疫応答の抑制と腫瘍悪性化 

 序論に既述した通り、TAM や MDSC などの免疫細胞は、CTL や NK 細胞などの細胞傷害性

を抑制することで免疫抑制型の腫瘍微小環境の構築に貢献しており[18]（Table 1.2.）、このよう

にしてがん細胞は免疫監視機構から逃れることで、より一層の腫瘍成長につながる[106]（Fig 

5.2.）。 

 

Fig 5.2. 腫瘍内の免疫監査逃避機構と腫瘍悪性化 

腫瘍組織内の TAM や MDSC が CTL や NK 細胞などの活性を抑えることで、免疫抑制型の腫瘍微

小環境が形成され、その結果として腫瘍成長が促進される。 
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 MDSC の腫瘍促進機構に関する報告に基づくと、LLC と MDSC 共移植 20 日後前後に確認さ

れた腫瘍成長促進効果は（Fig 3.2）、上述した 3 つの機構（血管新生の誘導、CTL 抑制、TAM

への分化）によるものと考えられる。そこで、本章では、LLC と MLAC 共移植後 20 日前後に

確認された腫瘍成長促進効果（Fig 3.2）が、同じ機構に依るものなのか、つまり、MLAC にも

MDSC 同様の腫瘍増殖促進作用を有するかについて調べた。 

5.2. 実験材料および方法 

細胞および培養条件 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

がん細胞の皮下移植モデル 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

MLAC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

MDSC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

腫瘍内血管新生能力の調査 

LLC/Fluc担がんの B6 Albinoマウスの皮下腫瘍が 15-20 mmに到達した時点で腫瘍を摘出し、

MLAC および MDSC 各々を単離した。MLAC (4.0 × 105 cells)もしくは MDSC (4.0 × 105 cells)

を LLC/Fluc (3.0 × 105 cells)と混和した懸濁液を Geltrex (Invitrogen)と混和し、B6 Albino マウ

スの後脚の皮下に注入した。共移植 8 日後に皮下腫瘍を摘出し、腫瘍組織内の CD31+ 血管内

皮細胞を蛍光免疫染色法により染色し、LSM780 共焦点蛍光顕微鏡 (Carl Zeiss)で観察した。ま

た、視野内の CD31+領域の密度を Image J により定量化した。 

蛍光免疫染色 

 摘出した腫瘍組織を O.C.T. comound (Sakura Finetek Japan)に浸し、凍結させた。Microm 

HM560MV cryostat (ThermoFisher Scientific)を用いて厚さ 10 μm の凍結切片を作製し、4%パ

ラホルムアルデヒドリン酸緩衝液（nacalai tesque）中で室温 10 分間インキュベートすること

で、固定した。続いて、PBS-T で 3 回洗浄し、3% BSA/PBS 中で室温 30 分間インキュベート

することで、ブロッキングした。次に、3% BSA/PBS で希釈した一次抗体液中で 4°C で 16 時

間インキュベートし、再度 PBS-T で 3 回洗浄した。次に、PBS-T で希釈した蛍光色素標識二

次抗体液中で室温 1 時間インキュベートし、再度 PBS-T で 3 回洗浄した。最後に、0.1% 

Bisbenzimide H33342 Fluorochrome Trihydrochloride (Nacalai Tesque)を添加した Fluoromount 
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(Diagnostic BioSystems)を 3-4 滴スライドガラスに滴下し、カバーガラスをかぶせた。画像は、

LSM780 共焦点蛍光顕微鏡 (Carl Zeiss)で撮影した。用いた一次抗体は、抗 CD31 (clone 

MEC13.3, BD Biosciences, 1:50)。蛍光色素標識二次抗体（ThermoFisher Scientific）は、全て

1,000 倍希釈して用いた。 

T 細胞の抑制能アッセイ 

 B6 Albino マウスの脾臓から CD8+ CTL を単離し、CD8+ CTL (5 × 105 cells)を MLAC (4 × 105 

cells)もしくは MDSC (4 × 105 cells)と共培養した。その際の培地には、T 細胞刺激因子である

0.5 μg/mL 抗 CD3ε 抗体（clone 145-2C11, Biolegend）および 3.0 μg/mL 抗 CD28 抗体（clone 

37.51, Biolegend）を添加した。72 時間培養した時点で細胞を回収し、CD8+ CTL 中の CD69+ 

活性化 CTL の割合を、フローサイトメーターiCyt ec800 (Sony Biotechnology)で測定した。 

フローサイトメトリー 

 単細胞を懸濁した PBS に 1:200 の希釈率となるように抗 FcγR II/III (CD16/32)抗体（clone 

93, Biolegend）を添加し、4°C で 20 分インキュベートすることで、FcγR による抗体 Fc 領域

への結合をブロッキングした。次に、FACS Buffer で細胞を 1 回洗浄した後、蛍光色素標識さ

れた抗体を添加し、暗室 4℃で 25 分インキュベートすることで、膜表面抗原を染色した。最後

に FACS Buffer で細胞を 1 回洗浄した後、フローサイトメーター iCyt ec800 (Sony 

Biotechnology)を用いて、蛍光強度を測定した。 

 使用した抗体は、抗 CD8 抗体（clone 53-6.7, Biolegend, 1:100）および抗 CD69 抗体（clone 

H1.2F3, Biolegend, 1:100）。 

Tumor tissue conditioned medium (TTCM)の調製 

LLC/Fluc担がんの B6 Albinoマウスの皮下腫瘍が 15-20 mmに到達した時点で腫瘍を摘出し、

メスにより腫瘍組織を細かく刻んだ。次に、0.13 U/mL Liberase DH (Roche Applied Science)を

添加した 2% FBS-RPMI1640 に移し、37°C で 60 分間攪拌することで、分散させた。続いて、

400 x g 4°C で 10 分間遠心し、上清を除いた。その細胞ペレットを無血清 RPMI1640 で再懸濁

し、37°C で 48 時間インキュベートした後に培養上清を回収した。400 x g 4°C で 10 分間遠心

し、上清を 0.22 µm 孔径セルストレーナー（Pall Corporation）へ通すことで、混入している浮

遊細胞を完全に除き、得られた培養上清を TTCMとして実験に用いた。 

in vitro 分化実験 

LLC/Fluc担がんの B6 Albinoマウスの皮下腫瘍が 15-20 mmに到達した時点で腫瘍を摘出し、

MLAC および MDSC 各々を単離した。25% TTCM および 10 ng/ml rGM-CSF (Peprotech)を

10% FBS-RPMI1640 に添加し、各々の細胞を培養した。5 日後に細胞を回収し、CD11b+ F4/80+ 
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TAMの割合を、フローサイトメーターiCyt ec800 (Sony Biotechnology)で測定した。 

in vivo 分化実験 

LLC/Fluc 担がんの GFP-Tg マウスの皮下腫瘍が 15-20 mm に到達した時点で腫瘍を摘出し、

MLAC および MDSC 各々を単離した。GFP+ MLAC (4.0 × 105 cells)もしくは GFP+ MDSC (4.0 

× 105 cells)を LLC/Fluc (3.0 × 105 cells)と混和した懸濁液を Geltrex (Invitrogen)と混和し、B6 

Albino マウスの後脚の皮下に注入した。共移植 8 日後に皮下腫瘍を摘出し、腫瘍組織内の GFP+ 

F4/80+ TAMを蛍光免疫染色法により染色し、LSM780 共焦点蛍光顕微鏡 (Carl Zeiss)で観察し

た。また、視野内の CD31+領域の密度を Image J により定量化した。 

統計学的解析 

各実験結果の差が統計学的に有意であるか否かは、Student’s t-test によって得た P 値が 0.05

を下回っているかどうかで判断した。全てのデータは、平均値±標準誤差で示した。 
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5.3. 結果 

5.3.1. MLAC における腫瘍増殖促進機構の解析 

第 4 章でのサイトカインアレイによる解析の結果、血管新生促進因子として報告されている

VEGFA, MMP-2, MMP-3, PAI-1, CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCL5[88-92]が、LLC と MLAC 共培

養の培地中に多く含まれており（Fig 4.2）、MLAC も血管新生を誘導する機能を有することが示

唆されていた。そこでまず、血管新生の誘導について調べた。LLC と MLAC を共移植した腫瘍

組織を蛍光免疫染色した結果、MLAC は MDSC と LLC の共移植腫瘍と同程度に血管密度を増

加させていることがわかり、MDSC 同様に腫瘍血管新生の誘導促進作用があることが示された

（Fig 5.3A-B）。 

 

Fig 5.3. MLAC により誘導される血管新生 

(A-B) LLC/Fluc を MLAC もしくは MDSC と混ぜて B6 Albino マウスの皮下に共移植した。移植 8 日後に

摘出した腫瘍組織の凍結切片を用いて、蛍光免疫染色を行った。（A）共焦点蛍光顕微鏡で撮影した画像の

一例であり、赤色、青色は各々血管内皮細胞、各を示す。スケールバーは 50 μm。（B）視野当たりの CD31+ 

領域の割合を示す。データは 5 視野のデータの平均値であり、誤差範囲は標準誤差を示す。*, P<0.05 vs. 

LLC/Fluc. 
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 次に CTL 抑制作用について調査するために、T 細胞へ共刺激シグナルを誘導する CD3 抗体

および CD28 抗体を添加した培地中で CD8+ CTL を培養した。その同じ培養ディッシュ内で

MLAC を共培養したところ、CTL 単独培養の条件と比べて、活性化 CTL の割合が有意に変化し

なかった（Fig. 5.4.）。つまり、MLAC は MDSC のように CTL を抑制する作用を有していない

ことが示唆された。 

 

Fig 5.4. MLAC による CTL 抑制能の調査 

MLAC による CTL 抑制。CTL を MLAC もしくは MDSC と in vitro で共培養し、72 時間後

の活性化 CTL (CD8+ CD69+)の割合を測定した。誤差範囲は標準誤差を示す。*, P<0.05 vs. 

CTL mono-culture. n = 3. 

 最後に、第 2 章で、未分化ミエロイド細胞であることが示唆された MLAC が、MDSC 同様に

TAMへ分化できるか否かを検証した。MDSC から TAMへ分化誘導できる in vitro 培養条件[36]

で MLAC を培養した結果、MLAC は TAMへ分化できなかった（Fig 5.5.）。 

 

 

Fig 5.5. MLAC から TAM への in vitro 分化アッセイ 

MLAC もしくは MDSC を、tumor tissue conditioned medium (TTCM)中でインキュベート

し、5 日後に細胞を回収して、TAM (CD11b+ F4/80+)の割合を測定した。誤差範囲は標準

誤差を示す。*, P<0.05 vs. MLAC. n = 3. 
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 しかし、in vitro のこの条件が MLAC の分化には適当でなかった可能性を否定できないので、

腫瘍組織内における in vivo 分化実験を行った。LLC 担がん GFP-Tg マウスの皮下腫瘍組織から

GFP+ MLAC および GFP+ MDSC を単離し、LLC/Fluc 細胞と混ぜて B6 Albino の皮下に移植し

た。このモデルにおいてドナーMLAC およびドナーMDSC は GFP+細胞であり、ホスト由来の

MLAC および MDSC と区別することができるので、共移植 8 日後に皮下腫瘍組織を摘出し、

GFP+ドナー細胞および F4/80+ TAMを蛍光免疫染色により観察した。その結果、MDSC を共移

植した腫瘍内には GFP+ F4/80+ TAM（黄色細胞）が存在したのに対し、MLAC を共移植した腫

瘍内ではGFP+ F4/80+ TAMを確認できず、全てのGFP+細胞が F4/80−のままであった（Fig 5.6.）。 

 

Fig 5.6. MLAC から TAM への in vivo 分化アッセイ 

腫瘍組織内における MLAC の分化能。LLC 担がんの GFP-Tg マウスの皮下腫瘍組織から GFP+ MLAC

および GFP+ MDSC を単離し、LLC/Fluc と混ぜて B6 Albino マウスの皮下に共移植した。移植 8 日後

に皮下腫瘍を摘出し、腫瘍凍結切片の蛍光免疫染色により、GFP（緑色）と F4/80（赤色）と核（青色）

を検出した。共焦点蛍光顕微鏡で撮影した画像の一例を示し、スケールバーは 20 μm。全ての実験を、

少なくとも 3 回実施した。 

5.4. 考察 

MLAC は MDSC 同様に、腫瘍血管新生誘導作用を有することが分かった。一方で、MLAC は

MDSC とは異なり、TAMへの分化能も CTL 抑制能も有しておらず（Fig 5.4-5.6）、機能的にも

異なる細胞種であることが確認された。また、MLAC 共移植後 16-20 日目という既にドナー

MLAC が死滅した後に腫瘍成長を有意に促進した（Fig 3.2-2.3）ことを踏まえると、MLAC は

MDSC とは異なる機構で、腫瘍成長を間接的に促進することが示唆された。第 4 章に既述した

通り、共培養 CM 中で増加した CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5は（Fig 

4.2）、MDSC のケモカインとして知られており[93-97]、MLAC は MDSC の腫瘍内への誘引も

促進することで腫瘍成長に貢献している可能性が考えらえる。この仮説について、第 6 章で検

証した。  
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6.1. 序論 

6.1.1. ケモカインと腫瘍組織内におけるその役割 

 ケモカインとはサイトカイン（第 4 章 4.1.1.）の一種であり、ジスルフィド結合を構成するシステ

イン残基の配置の違いに基づいて、CC ケモカイン、CXC ケモカイン、Cケモカイン、CX3C ケモカ

インの 4 種のファミリーに分類され、現在少なくとも 47 種類と非常に多くのケモカインが同定され

ている[84]。腫瘍微小環境の様々な細胞から分泌されたケモカインは、７回膜貫通型の G タンパク

質共役型受容体に結合し、腫瘍微小環境においては、主に腫瘍内外への細胞輸送に重要である[84]。

分泌されたケモカインは、対応する受容体を発現する細胞に受け取られると、下流シグナル（JAK-

STAT, MAPK, PI3K-AKT など）を活性化することで、様々な細胞間での情報伝達を担っている。主

に、細胞の増殖・運動性・活性などを制御に関与している[107]（Fig 6.1.）。 

 

 

Fig 6.1. ケモカイン-受容体による細胞間情報伝達 

ある細胞が分泌したケモカインは、そのケモカインに対応する受容体を発現する周辺の細胞に作

用することで、他の細胞間での情報伝達の役割を担う。ケモカインが受容体に結合すると、受容

体下流のシグナルを活性化することで、細胞増殖・運動性・活性化を制御する遺伝子の転写を調

節する。 
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ケモカインもサイトカイン同様に、オートクライン・パラクライン・エンドクラインで作用するこ

とが可能であり、腫瘍組織内の細胞が分泌するケモカインが、造血系臓器（骨髄や脾臓）やリンパ節

や血液中に存在する免疫細胞に作用することで、それら免疫細胞の増殖・分化・腫瘍組織内への誘

引を調節するという報告が特に多い[84]。例えば、腫瘍内での CCL2[108-110]や M-CSF[111-113]の

発現強度が高いがん患者ほど、腫瘍組織内の TAM濃度が高く、予後が悪いということが多くのがん

種で報告されている。 

本章では、第 4 章で示唆された「MLAC は腫瘍内への MDSC の誘引を促進している可能性」につ

いて、共培養で有意に増加したケモカインや腫瘍内にリクルートされる免疫細胞の増加する時期な

どを解析し、MLAC の悪性化への寄与を検証した。 

 

6.2. 実験材料および方法 

動物実験 

BALB/c および C3H は、日本チャールズリバー (Yokohama, Japan) より購入した。全ての実験に

は、同腹仔もしくは 6-11週齢の雄のマウスを使用した。餌および水は絶えず供給された環境であり、

東京工業大学 動物実験施設において飼育された。 

細胞および培養条件 

 Colon26 細胞は、 ATCC より購入し、LM8 細胞は吉川 秀樹 博士（大阪大学、Osaka, Japan）よ

り分与して頂いた。Colon26 は 100 U/ml Penicillin, 100 g/ml Streptomycin (Nacalai Tesque) を添

加した 10% FBS-RPMI1640 を用いて、LM8 は 100 U/ml Penicillin, 100 g/ml Streptomycin (Nacalai 

Tesque) を添加した 5% FBS-DMEMを用いて、各々37°C, 5% CO2で培養・維持した。恒常的に firefly 

luciferase (Fluc)を発現する Colon26/Fluc および LM8/Fluc は、当研究室の先行研究においてレポー

ター遺伝子 (pEF/Fluc)[54]をリン酸カルシウム法[55]により導入することで樹立した。 

がん細胞の皮下移植モデル 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

MDSC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 

MLAC の単離 

 第 2 章に既述した内容に同じ。 
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膜表面抗原染色サンプルのフローサイトメトリーおよび細胞分取 

腫瘍組織や脾臓や骨髄由来の単細胞を懸濁した PBS に 1:200 の希釈率となるように抗 Fcγ 

receptor (FcγR) II/III (CD16/32)抗体（clone 93, Biolegend）を添加し、4°C で 20 分インキュベート

することで、FcγR による抗体 Fc 領域への結合をブロッキングした。次に、FACS Buffer で細胞を

1 回洗浄した後、蛍光色素標識された抗体を添加し、暗室 4°C で 25 分インキュベートすることで、

膜表面抗原を染色した。最後に FACS Buffer で細胞を 1 回洗浄した後、フローサイトメーターiCyt 

ec800 (Sony Biotechnology)で蛍光測定をした。ただし、目的の細胞集団を単離する場合、FACSAria 

(BD)を用いた。 

使用した抗体は以下の通り。抗 CD8 抗体（clone 53-6.7, Biolegend, 1:100）、抗 CD11b 抗体（clone 

M1/70, Biolegend, 1:200）、抗 CD45 抗体（clone 30-F11, Biolegend, 1:200）、抗 CD69 抗体（clone 

H1.2F3, Biolegend, 1:100）、抗 F4/80 抗体（clone CI:A3-1, AbD Serotec, USA, 1:50）、抗 Gr-1 抗体

（clone RB6-8C5, Biolegend, 1:200）、抗 NK1.1 抗体（clone PK136, Biolegend, 1:100）。 

細胞内抗原の染色とフローサイトメトリー 

 単細胞を懸濁した PBS に 1:200 の希釈率となるように抗 FcγR II/III (CD16/32)抗体（clone 93, 

Biolegend）を添加し、4°C で 20 分インキュベートすることで、FcγR による抗体 Fc 領域への結合

をブロッキングした。次に、FACS Buffer で細胞を 1 回洗浄した後、fixation-permeabilization buffer 

(FoxP3/Transcription Factor Staining kit from eBioscience)で細胞を懸濁し、暗室 4°C で 25 分イン

キュベートすることで、細胞の固定および膜透過処理を行った。続いて、Permeabilization Buffer 

(eBioscience)で細胞を 1 回洗浄した後、Permeabilization Buffer (eBioscience)で希釈した抗体液で

細胞を懸濁し、暗室 4°C で 30 分インキュベートすることで、細胞内抗原を染色した。最後に、

Permeabilization Buffer (eBioscience)、FACS Buffer の順で 1 回ずつ洗浄した後に、フローサイトメ

ーターiCyt ec800 (Sony Biotechnology)を用いて、蛍光強度を測定した。 

 使用した抗体は以下の通り。抗 CCL2 抗体（clone 2H5, Biolegend, 1:200）、抗 CCL5 抗体（clone 

2E9/CCL5, Biolegend, 1:200）。 

強接着性細胞の回収と MLAC の存在比調査 

 皮下腫瘍の直径が 10-20 mm に到達した時点で腫瘍を摘出し、メスにより腫瘍組織を細かく刻ん

だ。続いて、0.13 U/mL Liberase DH (Roche Applied Science)を添加した 2% FBS-RPMI1640 に移

し、37°C で 60 分間攪拌することで、分散させた。その後、孔径の異なる（500, 250, 100, 40 μm）

4 種のセルストレーナー（Greiner bio-one）に順に通すことで凝集した細胞塊を除き、1X 

PharmLyse solution (BD Biosciences)中で室温 10 分間インキュベートすることで赤血球を除去した。

分散させた単細胞を 2% FBS-RPMI で懸濁し、10 cm ディッシュあたり 2.0 × 107 cells まいて 37°C

で培養した。培養開始 30 分間経過した時点で培地を除き、2mM EDTA/PBS で 3 回洗浄することで、
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接着力の弱い細胞を念入りに除いた。そして、最後までディッシュ底面に接着していた細胞（強接

着性細胞）をセルスクレーパーにより回収した。強接着性細胞を抗 CD11b 抗体と抗 F4/80 抗体で染

色し、CD11b+ F4/80−細胞の割合を、フローサイトメーターiCyt ec800 (Sony Biotechnology)で測定

した。 

in vitro 細胞遊走アッセイ 

LLC/Fluc 担がんの GFP-Tg マウスの皮下腫瘍が 15 - 20 mm に到達した時点で腫瘍を摘出し、

PMN-MDSC および Mo-MDSC 各々を単離した。まず、8 μm 孔径 Transwell® insert (Corning)を用い

て、24 ウェルプレート（TPP）を bottom chamber と upper chamber にわけ、GFP+ PMN-MDSC も

しくは GFP+ Mo-MDSC を upper chamber へまいた。その際 bottom chamber は共培養 CMで満た

し、CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL2, CXCL5 の各々に対する中和抗体を添加した。ネガ

ティブコントロールとして、中和抗体の代わりに control IgG (R&D Biosystems)を添加した条件も用

意した。37°C で 12 時間インキュベートした後、bottom chamber へ移動した細胞を回収し、フロー

サイトメーターiCyt ec800 (Sony Biotechnology)を用いて、細胞数をカウントした。 

統計学的解析 

各実験結果の差が統計学的に有意であるか否かは、Student’s t-test によって得た P 値が 0.05 を下回

っているかどうかで判断した。全てのデータは、平均値±標準誤差で示した。 
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6.3. 結果 

6.3.1. 候補因子による MDSC 細胞遊走能促進効果の調査 

 前章までの結果から、MDSCが悪性化を促す主要な機構であるCTL抑制能もTAMへの分化能も、

MLAC は有さないことがわかった。そこで、MLAC による悪性化機構として、「MLAC は、腫瘍形成

の早期に腫瘍にリクルートされ、血管新生やがん細胞増殖を亢進するとともに、MDSC をリクルー

トして、免疫抑制型の腫瘍微小環境の構築を開始することに貢献している」という仮説を立てた。

サイトカインアレイで選出された 13 候補因子（Fig 4.2.）のうち、CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL5 は MDSC のケモカインとして知られている[93-97]。予想通り、LLC と MLAC

の共培養 CMを用いて in vitro 細胞遊走アッセイを行った結果、PMN-MDSC および Mo-MDSC どち

らの遊走能も有意に促進された（Fig 6.2A-B）。CM による Mo-MDSC 遊走促進作用は、CCL2 もし

くは CCL5 に対する中和抗体により有意に阻害された（Fig 6.2A）。それに対し、CM による PMN-

MDSC 遊走促進作用は、何れの中和抗体単独添加条件でも有意に阻害されなかった（Fig 6.2B）。し

かし、CXCL1, CXCL2, CXCL5 はどれも共通のケモカイン受容体 CXCR2 に対して結合することが

できるため[84]、これら 3 種のケモカインは重複して同じの作用をもつために、1 つの因子のみを中

和しても有意な阻害効果を確認できないという可能性がある。それを検証するために、共培養 CM

中に CXCL1, CXCL2, CXCL5 の 3 因子に対する中和抗体を全て添加して in vitro 細胞遊走アッセイ

を行った結果、PMN-MDSC の遊走能が有意に阻害された（Fig 6.2B）。 

 

Fig 6.2. 候補因子による MDSC 細胞遊走能促進効果の調査 

(A-B) 候補因子中和による Mo-MDSC (A)および PMN-MDSC (B)遊走能への影響。LLC 担がんの GFP-Tg マ

ウスの皮下腫瘍組織から GFP+ Mo-MDSC および GFP+ PMN-MDSC を単離し、Transwell® insert の upper 

chamber にまいてインキュベートした。12 時間後に bottom chamber の細胞を回収し、フローサイトメトリ

ーにより、GFP+ 細胞数を計測した。誤差範囲は標準誤差を示す。*, P<0.05 vs. CM + Rat control IgG. n = 3. 
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6.3.2. MLAC における CCL2/5 発現量調査 

 MDSC をリクルートする作用を有する CCL2/5 が、MLAC から分泌されていることを確認するた

めに、in vitro 共培養と同じ条件で共培養した後の LLC と MLAC を別々に回収し、各々の細胞内の

CCL2, CCL5を抗体で染色し、フローサイトメトリーによりCCL2, CCL5の発現レベルを測定した。

その結果、MLAC は 2 因子を何れも高発現していた（Fig 6.3.）。また、MLAC は CXCL1, CXCL2, 

CXCL5 の 3 因子とも発現していた（Fig 4.6A）。これらの結果は、MLAC は CXCL1/2/5 により PMN-

MDSC の遊走能を、CCL2/5 により Mo-MDSC の遊走能を促進し、腫瘍内にリクルートしているこ

とを強く示唆している。 

 

Fig 6.3. MLAC における CCL2/5 発現量調査 

48 時間共培養した後、各々の細胞を別々に回収し、細胞内フローサイトメトリーにより CCL2, 

CCL5 に対する抗体で染色し、フローサイトメトリーで測定した。青色、赤色のヒストグラムは

各々LLC, MLAC の発現強度を示す。全ての実験を、少なくとも 3 回実施した。 

6.3.3. MLAC の腫瘍内局在比の調査 

 MLAC が MDSC をリクルートする機能を有しているとすると、MLAC が腫瘍形成のどの時期から

腫瘍内に存在するのは重要である。また、MLAC の作用が LCC がん細胞に特有のものかどうかも検

証する必要がある。それらを調べるために、肺がん細胞株 LLCのみならず結腸がん細胞株 Colon26

と骨肉種細胞株 LM8 を各々の由来マウスである BALB/c, C3H に皮下移植したモデルも用い、各腫

瘍直径が 10, 15, 20 mm に到達した時点で皮下腫瘍を摘出し、MLAC の存在の有無を確認した。そ

の結果、腫瘍サイズやがん細胞株の種類に依らず MLAC が存在すること（Fig 6.4.）、直径 10 mm の

小さい腫瘍内においては、大きい腫瘍と同程度かやや高い割合で MLAC が存在することがわかった

（Fig 6.4.）。 
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Fig 6.4. 異なるがん種・サイズの腫瘍組織内における MLAC の存在調査 

異なるがん種・サイズの腫瘍組織内における MLAC の割合。3 種各々のがん細胞株の皮下腫瘍が

直径 10, 15, 20 mm に到達した時点で回収した強接着性細胞において、CD45 および F4/80 の発

現解析を行った。（左）フローサイトメトリー解析の結果の一例を示す。（右）強接着性細胞にお

ける CD45+ F4/80−細胞（上図中のピンクの長方形内）の割合を示す。誤差範囲は標準誤差を示す。

*, P<0.05 vs. 10 mm. n = 3. 

6.3.4. MLAC による腫瘍組織内への MDSC 誘引促進効果の調査 

  in vitro 細胞遊走アッセイの結果、MLAC が MDSC の遊走能を促進するとわかった（Fig 6.2.）。し

かし、腫瘍組織内に最も多く存在するがん細胞 LLC も CCL2（Fig 6.3.）および CXCL1, CXCL2, 

CXCL5（Fig 4.6.）を発現していたことを踏まえると、MLAC が in vivo においては MDSC の遊走能

に大きく貢献していない可能性も否めない。そこで次に、MLAC が実際の腫瘍内への MDSC の誘引

に寄与しているかどうかを調べるために、LLC 担がん GFP-Tg マウスの皮下腫瘍組織から GFP+ 

MLAC を単離し、LLC/Fluc 細胞と混ぜて B6 Albino の皮下に移植した。このモデルにおいてドナー

MLAC は GFP+細胞としてホスト MLAC と区別することができるので、共移植 20 日後に皮下腫瘍組

織を摘出し、GFP−ホスト MDSC の割合をフローサイトメトリーにより測定した。その結果、MLAC

を共移植したことで、腫瘍組織内の PMN-MDSC および Mo-MDSC の割合が有意に増加した（Fig 

6.5.）。また、TAMは有意に増加し、活性化 CTL の割合は有意に減少した（Fig 6.5.）。 
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Fig 6.5. MLAC 共移植による宿主免疫細胞誘引への影響調査 

MLAC による腫瘍内宿主免疫細胞への影響。LLC 担がんの GFP-Tg マウスの皮下腫瘍組織か

ら GFP+ MLAC を単離し、LLC/Fluc と混ぜて B6 Albino マウスの皮下へ共移植した。20 日後

の皮下腫瘍組織を摘出し、各種免疫細胞マーカーに対する抗体で染色し、フローサイトメト

リーにより測定した。% in total は、腫瘍全体における GFP− 宿主由来各種免疫細胞の割合を

示す。activated NK cell; NK1.1+ CD69+, activated CTL; CD8+ CD69+, PMN-MDSC; CD11b+ 

Gr-1hi, Mo-MDSC; CD11b+ Gr-1low, TAM; CD11b+ F4/80+. 誤差範囲は標準誤差を示す。*, 

P<0.05 vs. LLC/Fluc. n = 3. 

 

さらに、LLC/Fluc 細胞を皮下移植した後、10, 15, 20 mm という異なるサイズの腫瘍組織を摘出

し、それら腫瘍内の活性化 CTL、PMN-MDSC、Mo-MDSC、TAMの割合を腫瘍サイズ毎に比較した。

腫瘍サイズが大きくなるにしたがって、活性化 CTL の割合は低くなっていったのに対して、PMN-

MDSC と Mo-MDSC と TAMの割合は高くなっていった（Fig 6.6.）。 
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Fig 6.6. LLC 腫瘍成長による宿主免疫細胞の割合への影響調査 

LLC 腫瘍サイズによる腫瘍内各種免疫細胞への影響。LLC 皮下腫瘍が直径 10, 15, 20 mm に到達

した時点で摘出し、各種免疫細胞マーカーに対する抗体で染色し、フローサイトメトリーにより

測定した。activated CTL; CD8+ CD69+, PMN-MDSC; CD11b+ Gr-1hi, Mo-MDSC; CD11b+ Gr-1low, 

TAM; CD11b+ F4/80+. 誤差範囲は標準誤差を示す。 *, P<0.05 vs. 10 mm. n = 3.  

 

6.4. 考察 

MLAC は小さな腫瘍内においても大きな腫瘍内と同程度の割合で存在していたことを踏まえると

（Fig 6.4.）、早期段階の腫瘍内に存在するMLACによりMDSCが腫瘍内へ誘引されたことで、MDSC

の割合が徐々に高まり（Fig 6.6.）、腫瘍成長にとって都合の良い環境構築に MLAC が貢献している

可能性が示唆された。 

 次に、MLAC と共移植された腫瘍組織内は、がん細胞 LLC 単独で移植した腫瘍組織と比べて、活

性化 CTL の割合が有意に減少していた(Fig 6.5.)。(1) MLAC と共移植された腫瘍組織内において

MDSC および TAM が有意に増加していたこと(Fig 6.5.)、(2) MDSC が TAM の前駆細胞であること

[36]、(3) TAM[26]および MDSC[36]が CTL の活性を抑制するということ、(4) MLAC 自身は直接 CTL

の活性を抑えることができないこと（Fig 5.4.）を踏まえると、MLAC が MDSC の誘引を促進し、間

接的に TAM の増加や活性化 CTL の減少という免疫抑制型の腫瘍微小環境の構築に貢献したことが

強く示唆される。  
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 今回の研究により、MDSC 同様に CD11b+ Gr-1+ Ly6Clow/hi Ly6G+/−という膜表面マーカー発現パタ

ーンを示す新規細胞亜集団 MLAC を同定し、MLAC が、(1) 直接的にがん細胞の増殖や腫瘍血管新

生を促し、腫瘍増殖亢進作用を有すること、(2) MDSC の腫瘍内への誘引作用を有し、腫瘍内免疫抑

制環境の構築に寄与していることを示すことができた(Fig 7.1.)。 

 

 

Fig 7.1. Graphical Summary 

(1) MLAC は腫瘍発生後の早期段階で腫瘍組織内へ誘引され、CXCL1/2/5 を分泌し、がん細胞内の

CXCL1/2/5/CXCR2 シグナルを活性化することで増殖を促進する。(2) MLAC は血管新生因子を分

泌することで、腫瘍内血管新生を促進する。(3) MLAC はケモカインを放出することで、MDSC の

腫瘍内への誘引を促す。その誘引された MDSC は TAM へ分化し、CTL を抑制することで、免疫

抑制型の腫瘍微小環境構築の開始に貢献する。赤の点線は MLAC 自身が誘導する機能であり、黒

の実線は MLAC の機能に密接に関与する他の細胞の機能を示す。 



考察・今後の展望 

68 
 

 特定のマーカーを用いなかったことで、新規細胞 MLAC の同定に至ったが、MLAC を担がんマウ

スから回収するための MLAC 特異的な膜表面マーカーが無いことが、今後の研究推進の妨げになる。

そこで、MLAC の非常に強い接着性に着目し、何らかの接着分子の発現が他のミエロイド細胞と比

べて MLAC で顕著に高く、MLAC 特異的マーカーになり得るのではないかという仮説を立てた。現

在、macrophage receptor with collagenous structure (MARCO)や各種インテグリンなどのいくつか

の接着分子の発現強度を、MLAC とその他免疫細胞とで比較する作業を進めている。もしこのアプ

ローチでマーカーの同定が困難である場合は、プロテオーム解析もしくは RNA-seq などの大規模遺

伝子発現解析を駆使することで、MLAC 特異的な膜表面マーカーを同定することが可能であると考

えている。 

担がんマウスの固形腫瘍組織内のみならず、骨髄、脾臓、末梢血中にも MLAC が存在したことか

ら(Fig 2.8.)、MLAC は骨髄もしくは脾臓から血管を通って腫瘍組織へ誘引されている可能性が示唆

された。MLAC が骨髄もしくは脾臓どちらで産生され、腫瘍形成後どのくらいの時期に腫瘍組織に

誘引されるのかは、MLAC による腫瘍悪性化への寄与を深く知るうえで非常に重要である。これは、

紫外光を照射により緑色から赤色へ蛍光が変化する蛍光タンパク質 Kikume Green-Red[114]を全身

で恒常発現する KikGR マウスを用いた in vivo 免疫細胞動態評価モデルにより、今後検証していく

予定である。具体的には、担がんマウスの骨髄もしくは脾臓どちらかに紫外光照射することで KikGR

タンパク質の色を赤色へ変換し、数日後に腫瘍組織から回収し MLAC が赤色なのか緑色なのかを確

認することで、どちらが由来臓器なのかを評価できると考えられる。MLAC 特異的な膜表面マーカ

ーが同定されれば、マーカー遺伝子を用いたレポータープローブを作成することで、上記の検証結

果を確認することも可能になる。 

MLAC におけるケモカイン受容体の発現に注目すると、CSF-1R および CX3CR1 は陰性であった

のに対して、CCR2 は陽性であった(Fig 2.4.)。つまり、MLAC は、腫瘍組織由来の CCR2 リガンド

CCL2 によって腫瘍組織へ誘引されている可能性が示唆された。これは、Fig 6.2.同様の in vitro 細胞

遊走アッセイを行うことで、検証可能だと考えられる。さらに、MLAC 特異的マーカーが同定され

たら、MLAC 特異的に Ccr2 をノックアウトしたマウスを樹立し、腫瘍組織内の MLAC の割合を野

生型マウスと比較することでも、検証可能だと考えられる。 

MLAC は腫瘍内血管新生を促進した（Fig 5.3.）が、分子レベルの機構についての検証は、まだで

きていない。サイトカインアレイの結果選出された候補因子 13 種のうちの血管新生促進因子である

VEGFA, MMP-2, MMP-3, PAI-1, CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCL5[88-92]のいずれが、主要な役割を担

っているかを今後検証する必要がある。検証実験として、注目した因子 A に特異的な阻害剤もしく

は中和抗体を担がんマウスへ全身投与するモデルを用いた論文が今までいくつも報告されているが、

このような実験系では、マウス生体内の全ての細胞由来の因子 A（今回の場合は上記血管新生因子

の何れか）を阻害した結果を観察することになってしまい、MLAC 由来の因子 A の作用を検証でき
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ているという保証がない。そこで、より正確な代替実験をするためには、MLAC 特異的に因子 A を

ノックアウトした遺伝子改変マウスでの検証が最も確実であるが、、そのコンディショナルノックア

ウトマウスを作製するためには、MLAC に特異的なプロモーターを同定することが必須である。つ

まり、MLAC 特異的なマーカーを同定することが、今後の研究を推進するために最重要かつ最優先

課題であることは、この点からも明らかである。 

MLAC は、MDSC 同様に未分化ミエロイド細胞に特徴的な遺伝子(S100a8, Cebpa, Cebpb)を高発

現していたことから(Fig. 2.7.)、未分化ミエロイド細胞であることが示唆されたが、in vitro, in vivo ど

ちらの分化実験の結果でも、成熟ミエロイド細胞 TAM へ分化しなかった（Fig 5.5-5.6）。TAM には

in vivo においても分化しなかったものの、その他の成熟ミエロイド細胞である樹状細胞、好中球、

好酸球、好塩基球、マスト細胞などに分化している可能性を否定できていない。それらの可能性に

ついて正確に検証するために、樹状細胞、好中球、好酸球、好塩基球、マスト細胞などあらゆるミエ

ロイドの各々に特異的なマーカータンパク質に対する抗体を用いた in vivo 分化実験も、今後の重要

な課題の 1 つである。 

非常に小さな腫瘍内にも MLAC は大きな腫瘍と同程度、もしくはむしろ多い割合で存在したのに

対して（Fig 6.4.）、MDSC や TAMは腫瘍の成長に伴って徐々に割合が上昇していた（Fig 6.6.）。こ

れらの結果は、MLAC は腫瘍発生後の非常に早い段階に誘引され、MLAC が MDSC の誘引のトリガ

ーになっていることを強く示唆している。これについては、もし MLAC 特異的マーカーが同定され

たら、MLAC 特異的にジフテリア毒素受容体を発現するマウスを用いることで検証可能と考えられ

る。具体的には、このトランスジェニックマウスにジフテリア毒素を投与して MLAC を除去し、腫

瘍組織内の MDSC の割合をジフテリア毒素投与無マウスと比較することで、MLAC の MDSC リク

ルートへの寄与が検証する。また、実際に MLAC が腫瘍形成後のどの程度早い段階で腫瘍組織内へ

誘引されているかどうかについては、MLAC 特異的に蛍光や発光のレポーター遺伝子をを発現する

トランスジェニックマウスを用いることで検証可能とえられる。具体的には、このトランスジェニ

ックマウスに LLC を移植し、その後 1 日おきに非侵襲的にイメージングするか、腫瘍を摘出して ex 

vivo および腫瘍切片の観察により、MLAC が初めて腫瘍内に検出されるタイミングを調査する。 

サイトカインアレイの結果を見ると、MLAC 単独培養 CM中に G-CSF および M-CSF が多く含ま

れていた（Fig 4.2.）。G-CSF は STAT3 経路を介して MDSC の生存および活性化を促進すること

[115]、PMN-MDSC の量を全身的に増加させること[116]が報告されており、M-CSF は MDSC から

樹状細胞への分化[117]および TAM への分化[118]を促進することが知られている。これらの報告を

踏まえると、MLAC 共移植により腫瘍内の MDSC および TAM が増加した機構として、MDSC の誘

引が促進されたのみならず、(1) MDSC そのものの量が全身で増加した、(2) MDSC から TAM への

分化促進、なども寄与している可能性が考えられる。前者(1)については、末梢血、脾臓、骨髄中の

MDSC の割合を LLC 単独移植したマウスと MLAC 共移植したマウスの間で比較することで、検証
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可能だと考えられる。 

 新規接着性 MDSC 様細胞である MLAC は、MDSC の腫瘍組織内への誘引を強力に促進すること

で腫瘍内免疫抑制型ネットワークの形成に強く貢献していることが示唆された。もしヒトにも対応

するタンパク質マーカーが存在すれば、そのマーカーを利用することでがん患者の生体内にも

MLAC が存在するか否かを検証することが可能である。本研究で得られた結果と同様な作用をヒト

MLAC がもっていれば、がん患者特異的な新たな診断法の開発が期待できる。また、MLAC の機能

を阻害できる標的分子を同定することができれば、腫瘍内の MDSC および TAM による腫瘍免疫抑

制環境を改善することが期待される。つまり MLAC は、既存のがん免疫療法の薬効を高めるために

有望ながん治療標的であると考えられる。 
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