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緒緒  言言  
 
腫瘍免疫応答において抗原特異的 CD8T 細胞が重要な役割を担っているが、それらは疲弊化し十分な抗腫瘍効果を

示せないことが知られている。近年、PD-1/PD-L1を含めた免疫チェックポイント分子がその疲弊化誘導に関与してい

ることが解明され、そのシグナルをブロックする癌免疫療法が様々な癌種で臨床応用されている［1～3］。しかしなが

ら、その効果は一部の症例に限定され、一時的で、更なる疲弊化誘導メカニズムが存在することが想定される。 
その解明のためには、腫瘍免疫応答で誘導される抗原特異的 CD8T 細胞を経時的に単離し、疲弊化誘導に関与する

分子を同定することが必要であるが、通常のマウス腫瘍モデルでは、その数がピーク時でCD8T細胞の1％以下、モデ

ル抗原の卵白アルブミンを用いても1％程度と少なく解析困難であることが問題となる［4］。 
これまで疲弊化 CD8T 細胞に関する基礎研究の多くは、腫瘍と同様に抗原が持続的に存在する慢性感染症モデルを

中心に行われ［5～7］、その成果をもとに現在の癌免疫療法への臨床応用に至っている。しかし、実際には慢性感染症

と腫瘍に対する免疫応答は同じとは言えず、腫瘍モデルでこれらの解析をすることが必要である。 
我々は、独自にモデル抗原と OT-I マウスを用いたマウス腫瘍モデルで、抗原特異的疲弊化 CD8T 細胞を生体内の 

10～50倍程度まで誘導できる実験系を確立している。このモデルでは、抗原特異的CD8T細胞がクローン増殖し活性

化CD8T 細胞となるが腫瘍の制御ができず、腫瘍局所におけるこの細胞のPD-1 発現は 90％以上、サイトカイン産生

は IFN-γが60％程度、細胞傷害活性を示すグランザイム発現は30％程度と低下し疲弊化している。 
このモデルを用いて、以下の2点を解析し新規癌免疫療法の開発を目指す。 

1．抗原特異的疲弊化CD8T細胞を単離し、遺伝子発現の変化を網羅的に解析する。 
→疲弊化に関与する新規免疫チェックポイント分子を同定し新規癌免疫療法を開発する。 
2．外科的腫瘍切除後または放射線治療後のメモリー細胞の産生・維持の分子機構を解明する。 
→メモリー細胞を効率良く誘導する新規癌免疫アジュバント療法を確立する。 
 

方方  法法  
 
11．． 新新規規免免疫疫チチェェッッククポポイインントト分分子子のの探探索索  

OVA２５７-２６４特異的T細胞レセプタートランスジェニックマウス（OT-Iマウス、Ly5.1＋）の脾臓からナイーブCD8T
細胞を単離後、C57BL/6 マウス（Ly5.2＋）に移入し、翌日卵白アルブミン産生EL-4 細胞（EG.7）を皮下接種し生体

内の 10～50 倍程度の抗原特異的CD8T 細胞を誘導させた（図 1a）。腫瘍接種 7、14、21 日目の脾臓を採取し、OT-I
細胞をOVA２５７-２６４ペプチドテトラマーまたはVα2＋Ly5.1＋で染色しフローサイトメータで解析した。さらに、その細

胞の機能を検討するため、OVAペプチド刺激後の IFN-γ産生能と細胞内グランザイム発現を解析すると共に、その疲

弊化マーカーとしてPD-1の発現を検討し、誘導される抗原特異的CD8T細胞の疲弊化を評価した。 
続いて、腫瘍接種 14 日目と 21 日目の脾臓におけるOT-I 細胞を、Vα2＋CD8＋Ly5.1＋でゲーティングし、セルソー

ター（FACS Aria）で単離した。それぞれ単離後の細胞純度をフローサイトメータで検討した。単離して回収できた細

胞数を確認し、さらにその細胞からRNAを抽出し、その収量と質をそれぞれ評価した。 
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22．． 局局所所療療法法後後ののメメモモリリーー細細胞胞のの産産生生・・維維持持のの分分子子機機構構のの解解明明  
11））放放射射線線照照射射モモデデルルででのの解解析析  
同様に OT-I 細胞を移入した系を用いて、EG.7 接種後 14 日目に腫瘍局所に 10 Gy 照射（CR dose）を行った        

（図 2a）。照射後 7 日目に腫瘍のCR を確認し、さらにフローサイトメータを用いてOT-I 細胞数をリンパ節、脾臓、

肺、肝臓、末梢血で解析し、非照射群とそれぞれ比較検討した。照射で誘導された脾臓の OT-I 細胞におけるメモリー

マーカー（CD44、CD62L、IL-7Rα、IL-2Rβ）の発現を非照射群と比較検討した。 
続いて、メモリー細胞としての長期維持を検討するため、照射後 60 日目のリンパ節、脾臓、肺、肝臓、末梢血の     

OT-I細胞の数を検討した。それらの細胞のメモリーマーカーの発現、抗アポトーシス分子としてBcl-2発現、その機能

としてペプチド刺激後の IFN-γ産生能を調べた。さらにその細胞の2次免疫応答を in vivoで評価するため、骨髄由来

樹状細胞を IL-4とGM-CSFで誘導しOVAペプチドをパルスした後、経静脈的に投与して、OT-I細胞の増殖を検討し

た。また、腫瘍を再投与してOT-I細胞の動態も確認した。 
22））腫腫瘍瘍切切除除モモデデルルででのの解解析析  
同様にOT-I 細胞を移入した系を用いて、EG.7 接種後 14 日目に外科的腫瘍切除を行い、腫瘍接種 21 日目（外科的

切除後7 日目）にOT-I 細胞の数をリンパ節、脾臓、末梢血でフローサイトメータを用いて解析し、非切除群と比較検

討した。さらにそのメモリーマーカー（CD44、CD62L、IL-7Rα、IL-2Rβ）を検討すると共にその機能（IFN-γ、

Granzyme B）について解析し、非切除群と比較した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．． 新新規規免免疫疫チチェェッッククポポイインントト分分子子探探索索  
腫瘍を皮下接種後、脾臓において誘導されるOT-I 細胞は、皮下腫瘍結節を認める7 日目でクローン増殖が始まり検

出でき、以後腫瘍の増大に伴い増殖し 14 日目でピークを迎え、21 日目にはその数が減少してきていた（図 1b、c）。
OT-I 細胞におけるペプチド刺激後の IFN-γの産生能は、14 日目では70％であったが21 日目には35％まで有意に低

下していた（図 1d）。細胞傷害活性の指標であるグランザイムの発現は、14 日目で 30％であったが 21 日目にはほと

んど検出できなかった（図 1e）。一方、免疫チェックポイント分子として PD-1 の発現を検討すると、14 日目に 80％
程度誘導され 21 日目には 70％程度と横ばいであった（図 1f）。これらの結果からピーク時の 14 日目は活性化 CD8T
細胞が誘導されているが、21日目は機能的に低下し腫瘍の増大に伴い疲弊化が進んでいると判断した。そこで、14日

目を活性化細胞、21日目を疲弊化細胞として脾臓において誘導されるOT-I細胞をセルソーター（FACS Aria）で単離

した。ソート後の細胞純度をフローサイトメータで解析すると14日目、21日目共に100％であった（図1g）。ソート

を行った後の細胞数を検討すると、14日目が6×10５ cells、21日目が2×10５ cellsで10５オーダーの細胞が得られて

いた。これらの細胞からRNAを抽出しその量を定量したところ、それぞれ21.9 ng/μl、5.9 ng/μlであった。得られ

た RNA 量から疲弊化がすすむ 21 日目は細胞数が減るため網羅的解析を行う前に PCR での増幅が必要であることが

わかった。また、それぞれのRNA分解度の解析を行なったところRIN値は5.0未満であり、ソーティング操作の過程

で細胞ダメージが加わっている可能性があった。ダメージを与えないような工夫をこらし RIN 値を高められるか検討

を行っていく必要がある。RIN値の高い条件設定を行ってから網羅的解析を行う必要がある。 
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図1．モデルにおけるOT-I細胞の疲弊化とセルソーターでの単離 

a） OT-I細胞を用いた抗原特異的CD8T細胞の解析モデル。 
b） モデルにおけるOT-I細胞率の経時的変化。 
c） OT-I細胞絶対数の経時的変化（n＝5）。 
d） OT-I細胞のペプチド刺激後 IFN-γ産生能の経時的変化（n＝8）。独立標本 t-検定、

**p＜0.01、***p＜0.05。 
e） OT-I 細胞の細胞内グランザイム発現の経時的変化（n＝8）。独立標本 t-検定、  

***p＜0.05、****p＜0.001。 
f） OT-I細胞におけるPD-1発現率の経時的変化。 
g） 腫瘍接種14日目と21日目の脾臓におけるOT-I細胞ソーティング後の純度。 

 
22．． 局局所所療療法法後後ののメメモモリリーー細細胞胞のの産産生生・・維維持持のの分分子子機機構構のの解解明明  
11））放放射射線線照照射射モモデデルルででのの解解析析  
照射後7 日目に腫瘍はCR となり以後再発を認めなかった（図2b）。照射後7 日目のOT-I 細胞の割合と絶対数は、

非照射群と比較しリンパ組織（脾臓、所属リンパ節）だけでなく非リンパ組織（肝臓、肺）でも著明に増加していた  

（図2c～e）。照射群と非照射群共にCD44＋、CD62L－、IL-7Rα＋、IL-2Rβ＋でありエフェクターメモリータイプの細

胞が多く誘導されていた（図2f、g）。絶対数では照射群は IL-7Rα＋および IL-7Rα－共に増えておりエフェクター細胞

とエフェクターメモリー細胞が共に増加していた。これらの細胞の長期的維持を 60 日目で検討すると、リンパ節、脾

臓、肺、肝臓、末梢血いずれにおいても維持されており、表面マーカーもメモリー細胞となっていた（図3a、b）。これ

らメモリー細胞の2次免疫応答を調べるため、60日目以降に骨髄由来樹状細胞にOVAペプチドをパルスし経静脈的に

移入すると、すみやかに増殖し細胞傷害活性を示しメモリー細胞として機能があることがわかった（図3c、d）。腫瘍を

再投与すると脾臓におけるメモリー細胞は増殖し腫瘍は生着しなかった（図3e、f）。これらの結果から照射で誘導され

る OT-I 細胞は、メモリー細胞が多く、再発制御に関わる可能性が示唆された。その細胞は IL-7R を発現し IL-7 が有

効な癌免疫療法の候補として期待されることが明らかとなった。 
22））腫腫瘍瘍切切除除モモデデルルででのの解解析析  
腫瘍切除後7 日目のOT-I 細胞の割合は、非切除群に比較してリンパ節では差がなかったが、脾臓と末梢血において

有意に多かった（図4a）。また、表面マーカーの解析では、切除群の脾臓において IL-7Rαの発現割合が有意に上昇し

ていた（図4b）。その細胞の機能としてペプチド刺激後の IFN-γ産生能は、切除と非切除間では差を認めなかった。表

面マーカーでは、エフェクターメモリー細動が誘導されていたことから、外科的切除後でも IL-7 によるアジュバント

療法が有効な可能性が示唆された。 
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図2．放射線照射後7日目のOT-I細胞誘導 
a） OT-I細胞を用いた放射線照射後の抗原特異的CD8T細胞解析モデル。 
b） モデルでの照射による腫瘍増殖抑制効果。独立標本 t-検定、***p＜0.005。NT：非

照射群、RT：照射群。 
c） 照射群と非照射群での各リンパ組織、各非リンパ組織における OT-I 細胞の割合。

NT：非照射群、RT：照射群。 
d） 照射群と非照射群での各リンパ組織、各非リンパ組織における OT-I 細胞率の比較 

（n＝5）。独立標本 t-検定、*p＜0.05、**p＜0.01。NT：非照射群、RT：照射群。 
e） 照射群と非照射群でのリンパ節、脾臓、肺、肝臓、末梢血における OT-I 細胞絶対

数の比較（n＝5）。独立標本 t-検定、*p＜0.05。NT：非照射群、RT：照射群。 
f） 照射群と非照射群の脾臓における OT-I 細胞における各表面マーカー発現率の比較

（n＜5）。独立標本 t-検定、**p＜0.01。NT：非照射群、RT：照射群。 
g） 照射群と非照射群の脾臓における OT-I 細胞における各表面マーカー発現細胞数の比

較（n＝5）。独立標本 t-検定、*p＜0.05、**p＜0.01。NT：非照射群、RT：照射群。 
 

 
図3．放射線照射60日後のOT-I細胞の維持 

a） 放射線照射60日後の各リンパ組織、各非リンパ組織におけるOT-I細胞の割合。 
b） 脾臓OT-I細胞における各メモリーマーカーの発現率。 
c） ペプチドパルス骨髄由来樹状細胞投与後のOT-I細胞の割合。独立標本 t-検定、*p＜0.05。 
d） ペプチドパルス骨髄由来樹状細胞投与後のOT-I細胞のグランザイム発現率。独立標本 t-検定、*p＜0.05。 
e） CR例のEG.7皮下再投与後の腫瘍増殖曲線、独立標本 t-検定、***p＜0.005。 
f） EG.7皮下再投与後のOT-I細胞の割合。 
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図4．外科的腫瘍切除後7日目のOT-I細胞誘導 
a） 腫瘍切除前（Day 14）、腫瘍切除後または腫瘍非切除7日目（Day21）のOT-I細胞率。 
b） 腫瘍切除前（Day 14）、腫瘍切除後または腫瘍非切除7日目（Day21）のOT-I細胞における

IL-7Rα陽性率。 
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