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1. 研究の目的と背景
　がんの原因になる遺伝子の変異により制御を失った細胞
は，過剰な細胞分裂と増殖能と遺伝子の複製エラーの修復
機能欠損を伴い，近隣の細胞との接着に関わる遺伝子変異
による細胞社会性の崩壊，環境不適切なサイトカインや増
殖因子の分泌など様々な遺伝子の異常発現を引き起こし，
最終的に遊走能の獲得を経て周辺組織への転移能，すなわ
ち悪性化を獲得する．腫瘍組織は，多様な遺伝子変異を伴
う多数のサブクローン化したがん細胞集団により構成され
ており（腫瘍内不均一性），この不均一性に富んだがん細
胞が，がん関連筋線維芽細胞，血管内皮細胞，周皮細胞お
よび免疫細胞等の多数の間質細胞と共に微小環境を構築し

（がん微小環境），がんの進展に関与している1,2．
　腫瘍組織に含まれる免疫細胞には，樹状細胞（Dendritic 
cells: DC）やマクロファージ（Macrophages :M ）等
の抗原提示細胞（antigen presenting cells: APC），ヘ
ルパー T 細胞（CD4 陽性（＋ ）T 細胞），細胞傷害性 
T 細胞（CD8+ T 細胞 : CTL）等が含まれるが3，免疫
活性を抑制する骨髄由来免疫細胞（myeloid derived 
suppressor cells: MDSC） や CD4+ 制 御 性 T 細 胞

（regulatory T cells: Treg）の増加4‒7 およびがん細胞を
直接殺傷する CTL の機能低下により8，抗腫瘍免疫は減弱
している．また，がん局部だけでなく全身免疫においても，
MDSC の増加による CD4+ T 細胞と CD8+ T 細胞の細
胞数低下およびサイトカイン分泌の減少が生じている9． 
これらは，がん細胞の増殖が腫瘍局所のみならず全身の免
疫にも大きな影響を与えることを示唆している．
　一⽅，腸管の表層を覆う粘膜組織にも多くの免疫細胞が
存在するが，腸管免疫細胞が粘膜と他組織間において何
らかの作⽤があることは古くから示唆されてきた10,11．そ
して近年になり⾏われた詳細な研究によって，炎症反応
に伴って腸管に遊走される免疫細胞の解明が進みつつあ
る．例えば，腸管での外来抗原侵⼊時のみならず，肺に侵
⼊したインフルエンザウイルスの侵⼊によっても活性化さ
れた CD4+ T 細胞は腸管へ遊走し，腸内細菌の恒常性の
破綻を伴う T ヘルパー（Th）-17 細胞性の粘膜障害を引
き起こすことや12,13，腸内細菌によって引き起こされるト
ル様受容体（Toll-like receptor: TLR）-5 依存的なシグナ
リングにより皮下移植したがん細胞の悪性化が引き起こさ
れることが明らかになっている14．これらの報告は，がん
細胞が腸管に直接触れることがなくても活性化した T 細
胞が腸管の恒常性に影響を与える可能性を示唆する．そこ

で本研究では，骨，肺，肝臓および脳などの遠隔臓器に転
移する性質を持つ BALB/c 系統由来乳がん細胞株 4T1 細 
胞15 を同種移植したがんモデルマウスを⽤いて，腸間膜リ
ンパ節における免疫細胞の質的変化および機能変化を対照
群と⽐較することで，腸管免疫細胞に特異ながん細胞増殖
との関連を探るための基礎的実験を⾏った． 

2. 研究の方法
2-1. マウス
　5 週齢 BALB/c 系統雌マウスを，チャールズリバー社
より購⼊し，岡⼭大学動物資源部⾨津島北施設で飼育した． 

2-2. 細胞培養
　マウス腸間膜リンパ節から免疫細胞を抽出し，10％ウ
シ胎児血清および 50 µM 2-メルカプトエタノール（ナカ
ライテスク社）含有 RPMI-1640 培地で培養した．ウォー
タージャケットインキュベーター（APC-30D; アステッ
ク社）を⽤い，摂⽒ 37 度，5％ CO2，湿度 100％条件下
で細胞を培養した．

2-3. 抗体および測定セット
　抗マウス CD3ε（145-2C11），CD8（53-6.7）および
CD11b（M1/70）抗体を BD バイオサイエンス社より購
⼊した．抗マウス CD25（PC61.5），CD16/CD32（93），
および Gr-1（RB6-8C5）抗体を e バイオサイエンス社よ
り購⼊した．抗マウス CD4（RM4-5），CD11c（N418）
および Foxp3（3G3）抗体を，トンボバイオサイエンス社
より購⼊した．IFN-γ，IL-4 および IL-10 測定セットを
BD バイオサイエンス社より購⼊した．

2-4. 担がん原発巣モデル動物の作製
　１週間馴化後（6 週齢）にマウス 1 匹当たり 200 µL
の PBS（sham），あるいは PBS に懸濁した 4T1-luc 株 

（4T1）を皮下に移植した．

2-5. 腸管免疫能の評価
　マウスを安楽死させ，無菌的に摘出した腸間膜リンパ
節から免疫細胞を単離した．腸間膜リンパ節の骨髄由
来抑制細胞（MDSCs），ヘルパー（CD4 陽性）T 細胞

（Th），細胞傷害性（CD8 陽性）T 細胞（CTL），CD4 陽
性 Foxp3 陽性制御性 T 細胞（Tregs）の各サブセットを，
蛍光染⾊細胞解析装置（AccuriC6, BD バイオサイエンス
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社）と FlowJo ソフトウェア（ツリースター社）を⽤いた
フローサイトメーター法（FCM 法）により測定した．
　また，5 µg/ml で抗 CsD3ε 抗体が固相化された 96
⽳プレート上で，腸間膜リンパ節の免疫細胞（⽳当たり
40 万細胞）を 48 時間培養し，培養上清中に放出された
IFN-γ，IL-4 および IL-10 の濃度を，酵素結合免疫吸
着法（ELISA 法）にて各セット（BD OptEIA™ ELISA 
Sets, BD バイオサイエンス社）の説明書に従って測定し
た．

2-6. 統計解析
　生存曲線はカプランマイヤー法を⽤い，ログランク検定
で解析を⾏った．また２群間の統計解析はスチューデント
の t 検定で解析を⾏った．グラフ値は平均値±標準偏差で
示した．これらの解析はグラフパッドプリズム（バージョ
ン 6; グラフパッドソフトウェア社）を⽤いた．P 値が 0.05 
以下の時に有意差があると判断した．

3. 研究内容
　本研究では腸炎の治療および大腸がん予防に効果のある
化合物の免疫学的検討をするための初期段階として，多く
のヒト乳がんと同様に，骨，肺，肝臓および脳などの遠
隔臓器に転移する性質を持つ BALB/c 系統由来乳がん細
胞株 4T1 細胞を同種移植したがんモデルマウスを⽤いて，
腸間膜リンパ節における免疫細胞の質的変化および機能変
化を対照群と⽐較し，がんによる腸管免疫の状態の影響を
明らかにした．

4. 研究の実施経過
4-1. 4T1 担がんマウス腸間膜リンパ節に MDSC は存在

しない
　腸間膜リンパ節（mLN）は腸管に侵⼊した抗原を捉え
遊走した DC が，ナイーブ T 細胞と⾃然免疫および適応
免疫を開始させる⼆次リンパ組織である．腸管上皮は⽐較
的硬い組織で，腸管上皮および粘膜固有層から免疫細胞を
抽出するには多くの時間を要し，得られる細胞数も極めて
少ない．一⽅，腸間膜リンパ節は容易に摘出することがで
き，簡単に多くの免疫細胞を抽出することができる．そこ
で本研究では，4T1 担がんマウスの mLN に存在する免
疫細胞について解析を⾏った．
　膵臓がん細胞株 mPAC を C57BL/6 系統マウスに同種
皮下移植したマウスの脾臓および腸間膜リンパ節では，有
意な MDSC 数の増加が報告されている．そこで本実験
で作製した 4T1 担がんマウスは，mPAC 担がんマウス
と同様に腸間膜リンパ節の MDSC が増加するか確認す 
るために，4T1 担がんマウスの腸間膜リンパ節に存 
在する MDSC 割合を測定し，対照群と⽐較した．マウ
ス MDSC は，Gr-1hi CD11b+ を示す顆粒系（G-MDSC）
と Gr-1intermediate を示す CD11b+ 単球系（M-MDSC）の 

サ ブ セ ッ ト か ら な る 亜 集 団 で あ る が 既 報 と 異 な り，
BALB/c 系統マウスの腸間膜リンパ節に MDSC はほぼ
存在せず，4T1 担がんマウスにおいても存在しなかった 

（図 2）．この結果は，BALB/c 系統マウスにおいて，腫瘍
に伴って増加する MDSC が腸管免疫を制御するメカニズ
ムがほぼ存在しないことを示唆した．

4-2. 4T1 担がんマウス腸間膜リンパ節に⾒られる T 細胞
依存的炎症

　最後に，4T1 担がんマウスの腸管免疫状態を総合的に
判断するため，腸間膜リンパ節に存在する T 細胞を，抗 
CD3ε mAb によって刺激した時のサイトカイン量を測定
した．
　腸炎時に，炎症性サイトカインである IFN-γは有意な
増加を認めるが，4T1 担がんマウスの腸間膜リンパ節由
来リンパ球刺激後の培養上清中に含まれる IFN-γ量は，
対照群と⽐べて有意に増加した．また，抗炎症性サイト
カインである IL-4 は，IL-10 と共に腸炎抑制を担うが，
4T1 担がんマウスの腸間膜リンパ節由来リンパ球刺激後
の培養上清中に含まれる IL-4 量は，対照群と変わらなかっ
た（図 2）．

図 2　4T1 担がんマウスに見られる抗腫瘍活性の減弱．5 × 105

個の 4T1 細胞をマウスの右脇腹に皮下移植し 14 日後に脾細胞を
抽出し、抗 CD3ε mAb 固相化プレートにて 48 時間培養した後，
培養上清を回収した．

図 1　4T1 担がんマウス腸間膜リンパ節（mLN）に MDSC は
存在しない．5 × 105 個の 4T1 細胞をマウスの右脇腹に皮下移
植し 14 日後に腸間膜リンパ節からリンパ球を抽出し，MDSC
をフローサイトメトリーにて解析し，対照群（Sham）と⽐較
し た．Gr-1hi CD11b+ は 顆 粒 系 MDSC（G-MDSC） を 示 し， 
Gr-1intermediate CD11b+ は単球系 MDSC（M-MDSC）を示す．
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　抗炎症性サイトカインである IL-10 は，常に食物や腸
内細菌に曝露されている腸管において免疫寛容を担うた
めに大事な役割を担っている．4T1 担がんマウスの腸間
膜リンパ節由来リンパ球刺激後の培養上清中に含まれる
IL-10 量は，対照群と⽐べて有意に増加した（図 2）．

5. 研究から得た結論・考察
　本研究において，転移能をもつ乳がん細胞株 4T1 を皮
下注射することで作製した担がんマウスの腸管の免疫細胞
の質的および量的変化を調べた．腸間膜リンパ節では T
細胞の IFN-γ産生能は有意に増加し，炎症状態が亢進し
ていた．がんは局所だけでなく全身の免疫系に影響を与え
るが，⾮常に初期の段階から腸管の免疫系においても，が
ん局所や全身とは異なる何らかの免疫的機能が存在する可
能性が示唆された．

6. 残された問題，今後の課題
　近年免疫チェックポイント阻害剤など，がん免疫を増強
させるための分子標的薬開発が活発に⾏われている16,17．
代表的な薬剤であるオプジーボにおいて，ステージⅣの患
者を劇的に改善する効果が示される一⽅で18，有効な術前
診断が存在しないばかりか副作⽤も強く，わずか 2 割の
患者にしか有効でない．その理由は腫瘍内不均一性と，局
所および全身の免疫細胞の機能低下にあると考えられる．
本実験で示したように，MDSC はがん局所だけでなく全
身に増加するため，T 細胞の機能低下が起こるだけでな
く，腫瘍と同様にグルコース要求性の高い活性化 T 細胞
は腫瘍局所において低栄養状態による疲弊を起こし，抗腫
瘍性サイトカインの分泌能低下を引き起こす8,19．ところ
が本研究で示したとおり，腸管免疫系は腫瘍や MDSC に
よる T 細胞の機能低下を起こさないのならば（図 6），そ
して腸間膜リンパ節 T 細胞ががん局所に動員するような
作⽤や腸管免疫を介した全身免疫への改善機能などが存在
すれば，腸管に存在する免疫系に働きかけるための経口抗
癌剤の開発が将来的には可能になるかもしれない．
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