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緒 言 
 

悪性中皮腫（MM）はアスベスト（石綿）の毒性影響により引き起こされていると一般的に説明されている。しかし、

約40年に及ぶ長い潜伏期間や、石綿曝露者の一部で且つ比較的低濃度曝露者で多いことなどの知見は、石綿曝露とMM
の関係がより複雑であることを示唆する［1］。我々は“石綿曝露の免疫機能影響”を提起し、これまでに石綿曝露と MM
に関連した幾つかの免疫機能抑制の存在を明らかにしてきた。ヒト末梢血由来細胞または細胞株を用いて石綿曝露によ

るNK細胞におけるNKp46発現低下［2，3］、Tヘルパー細胞におけるCXCR3発現と IFN-γ産生低下［4，5］、細胞

傷害性T細胞における細胞傷害機能と IFN-γ産生低下［6，7］、制御性T細胞における抑制能亢進をはじめとする特徴

的な抗腫瘍免疫機能低下の実態［8，9］、その一部が MM 患者の末梢血細胞においても見られることを確認し、石綿曝

露の免疫抑制作用と悪性中皮腫との関わりについて報告している［10］。また最近、これまでの研究成果に基づき、石綿

曝露影響とMMに関連する免疫機能変化の包括的理解を目的とし、健常人・石綿曝露非担癌者（胸膜プラーク陽性者；

PL）・MM 患者の末梢血を用いて免疫学的特徴を広範に解析し比較した。その結果、石綿曝露影響と考えられる PL と

MMに共通する機能低下を捉えると共に、MMではTreg機能分子であるCTLA-4発現量がTh細胞上で増加し、MCP-
1 など種々の血中炎症性サイトカイン濃度が増加していｚることを確認し、これらの結果の重回帰分析により得た数式

で算出される中皮腫スコア（M-score）はMM患者において明瞭に高値で、ROC曲線は良好で感度・特異度ともに高値

であることを見いだした（特許出願済 出願番号：JP2016062106）。一方、石綿曝露は中皮腫のような悪性疾患だけで

なくびまん性胸膜肥厚（DP）などの良性疾患も引き起こすが、両疾患における免疫学的解析を詳細に行われたことはこ

れまで無く、その理解は石綿曝露後の中皮腫発症機序の解明に寄与すると考えられる。 
そこで、本研究ではMM患者とDP患者の末梢血を用いて免疫機能を包括的に解析し、両疾患背景となる免疫学的特

徴の解明を試みた。その結果、MMとDPは免疫機能状態が大きく異なり、ThおよびCTL機能の差異が顕著であるこ

とを示す。 Th における GATA3 と RORC の両転写因子の発現量変動が関わる Treg 機能亢進および CTL における

perforin産生能減弱に起因する細胞傷害性低下とMM発症機序との関連が示唆される。 
 

方 法 
 
1．患者検体の調製 
同意の得られた岡山労災病院または北海道中央労災病院のMM患者（11名）およびDP患者（13名)より末梢血の提

供を受けた。遠心分離により血漿を採取した後、Ficoll-Hypaque法により末梢血単核細胞（PBMC）を調製した。一部

の検体についてはPBMC回収量が少なく、細胞表面タンパク質発現量または遺伝子mRNA発現量解析の一方のみとな

り、他方についてはデータが欠落した。 
2．細胞表面タンパク質発現量 

PBMCの一部をCD3、CD4、CD8、CD56、および各種表面抗原に対する蛍光標識抗体を用いてそれぞれ三重染色し、

FSC/SSCで同定される単球（Mo）・CD3＋CD4＋リンパ球（Th）・CD3＋CD8＋リンパ球（CTL）・CD3－CD56＋ナチュラ

ルキラー細胞（NK）の種々の細胞表面タンパク質発現量をFACS Caliburで解析した。 
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3．各細胞集団の分取 
PBMCの残りをCD4、CD8、CD56に対する蛍光標識抗体で三重染色し、FACS Ariaを用いてFSC/SSCで同定され

る単球（Mo）・CD4＋CD8－リンパ球（Th）・CD4－CD8＋リンパ球（CTL）・CD4－CD8－CD56＋ナチュラルキラー細胞(NK)
の4群にソートし、一部をそのまま、残りをPMA/IM刺激下で、Moは刺激せず、1日培養後、凍結保存した。 
4．リアルタイムRT-PCR 
凍結保存した細胞試料よりTotal RNAを抽出し、逆転写により cDNAを得て、これを鋳型とし各種遺伝子プライマー

を用いてリアルタイムPCRを行い、gapdhとの比較によりΔCq値を算出し遺伝しmRNA相対量として比較した。 
5．サイトカイン・ケモカイン濃度測定 
凍結保存した血漿中の29種のサイトカイン・ケモカイン濃度をMilliplexを用いて測定した。 

6．統計解析 
群間比較は分散分析で行い、相関性はピアソン相関係数の有意差判定により確認した。統計解析には IBM SPSS 

Statistics version 22を用いた。 
 

結果 
 
1．Th細胞表面タンパク質発現の差異 

Th上のGITRとCTLA-4発現量（MFI）は正相関性を示し（R = 0.795、p < 0.01）、GITR発現量（MFI）はMM患

者で有意に高値であった。他方、ThやCTL上CD69%およびCTL上CXCR3%はMMで有意に高値であった（図1）。
NKやMoについてMM患者・DP患者間で有意な差を示す細胞表面タンパク質発現量は無かった。 

 

 
図1．Th細胞表面GITRおよびCD69発現のMMおよびDP患者間比較 

MM患者またはDP患者より調製したPBMC中のCD3＋CD4＋細胞上GITRおよびCD69発現に

ついて測定した平均蛍光強度（MFI）および陽性比率（％）を示す。統計学的有意差を「*」で記す

（*p < 0.05）。 
 
2．ThまたはCTLにおける遺伝子mRNA発現量の差異 

mRNA 相対量の解析では、未刺激 Th 中 GATA-3 発現量は MM で有意に低く、他方で RORC 発現量は高値であっ

た。一方、Foxp3 発現量については MM・DP 間で有意な差が見られなかった。未刺激 CTL の mRNA については

granzyme B量と正相関性（R = 0.518、p < 0.05）を示すperforin量がMMで有意に低値であった（図2）。NKにおい

てはNF-κB構成成分の遺伝子である c-Rel mRNA量がMMで有意に高値であった。 
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図2．ThまたはCTLにおけるGATA-3、RORC、PRF1 mRNA相対量のMMおよびDP患者間比較 

MM患者またはDP患者のPBMCより分取したTh（左・中）またはCTL（右）におけるGATA-3、RORC、
PRF1 mRNA相対量を示す。統計学的有意差を「*」で記す（*p < 0.05）。 

 
3．Thにおける転写因子遺伝子発現量と制御性T細胞マーカー細胞表面発現量との関連性 

ThにおいてFoxp3、T-bet、GATA-3、RORCは転写因子としてそれぞれTreg、Th1、Th2、Th17細胞の分化を指示

するマスター遺伝子として働く。上述の GITR や CTLA-4 は Treg 細胞において高発現していることが知られているこ

とから、両分子の細胞表面発現量と転写因子mRNA発現量との相関を調べた。GATA-3 mRNA量は細胞表面CTAL-4、
GITR量（MFI）と負相関性を（R = -0.641、p < 0.01；R = -0.735、p < 0.01）、RORC mRNAは細胞表面GITR（MFI）
と正相関性を示した（R = 0.560、p < 0.01）（図3）。他方、Foxp3やT-bet発現量についてはGITRまたはCTLA-4発

現量との相関性が見られなかった。 

 

図3． Thにおける転写因子遺伝子発現量と制御性T細胞マーカー細胞表面発現量の相関性解析 
ThにおけるGATA-3 mRNA相対量とGITR（左）またはCTLA-4細胞表面発現量（MFI）（中）との

負相関性、およびRORC mRNA相対量とGITR発現量との正相関性を示す。 
 
 

4．血漿中サイトカイン・ケモカイン濃度 
血漿中の IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-10、IL-12p40、IL-12p70、IL-13、IL-15、 

IL17、EGF、Eotaxin、G-CSF、GM-CSF、INF-α2、IFN-γ、IP-10、MCP-1、MIP-1α、MIP-1β、TNF-α、TNF-β、 
IL-1Ra、VEGF 濃度について調べた。いずれの濃度についても MM 患者と DP 患者の間で有意な差は認められなかっ

た。 
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考 察 
 
以上の結果は、MM患者とDP患者では免疫機能状態が大きくことなり、中でもThおよびCTL機能の差異が顕著で

有ることを示す（図4）。ThにおけるGATA3とRORC の両転写因子の発現量変動が関わるTreg機能亢進およびCTL
における perforin 産生能減弱は石綿曝露によりその発がん性に起因し出現することが予想される異常細胞・形質転換細

胞の排除を不十分なものとし、石綿曝露後のMM発症に関連する可能性がある。他方で、DPにおいてMMと比べて高

い perforin 産生能はそれらの排除を適切に実行することに寄与すると予想される。石綿曝露者が被る石綿関連疾患の差

異と石綿曝露免疫機能影響の差異との関連が示唆される。 

 
 

図4． 要約イラスト：びまん性胸膜肥厚（DP）と悪性中皮腫（MM）の免疫学的特徴 
MM においては GITR 高発現で確認され RORC 高発現が関わると考えられる Treg 機能亢進と PRF1 低下

が示す CTL 機能低下が見られた。これは石綿曝露により出現する異常細胞の免疫逃避に繋がる。他方、DP
においてはMMに比べGITRは低発現であり、PRF1発現量も高く、異常細胞の適切な排除に寄与している

と考えられる。 
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