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緒 言 

 

乳癌は若年女性において最も高頻度に認められる癌の一つである 1,2 。

その理想的な治療戦略は、他の癌種と同様に早期診断、外科的切除、術

後全身補助療法である。近年、この診断から治療の過程は目覚ましい発

展を遂げ、診断分野ではマンモグラフィ、エコー、magnetic resonance 

imaging (MRI) といった各モダリティの精度向上はもちろん、本邦では

乳がん検診受診率の向上に向けた社会的取り組みが行われ、診断例が増

加してきている。また、外科治療においても乳房温存手術やセンチネル

リンパ節生検といった低侵襲手術の導入により、術後の quality of life 

(QOL) 維持が可能となり、化学療法、ホルモン療法、放射線療法などの

非手術法も開発、改良が続けられている。しかし、いまだに乳癌による

女性の癌死亡率はアメリカで第 2 位 1 であり、日本では同第 5 位である

が死亡率・罹患率とも増加を続けており 2 、新たな治療戦略の開発導入

が求められている。また、従来のホルモン療法や化学療法においては一

定の効果が得られてはいる 3 ものの、長期の治療を要するため副作用によ

る QOL の低下が問題となっている 4,5 。 

 癌免疫療法は従来の化学療法に比べ、より癌に対する特異性が高いこ

とから、副作用の少ない治療法として開発・研究が期待される治療法で

ある 6-8 。最近、癌免疫に対する新たな視点である cytotoxic T-

lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4) や programmed cell death 1 

(PD-1) 、programmed cell death ligand 1 (PDL-1) など、免疫チェック

ポイントを標的とした分子標的療法が開発され、顕著な効果を上げてい

る。また、従来からの免疫療法として、癌に対する特異的な免疫誘導に

よる癌ワクチン療法も研究が盛んに続けられている。実際に、DNA ワク

チンやペプチドワクチン、全細胞ワクチンなどを用いたいくつかの免疫

療法によって、腫瘍細胞に選択的に発現している抗原に対し特異的な免

疫反応を引き起こすことができている。特に、全細胞ワクチンでは様々

な腫瘍抗原を同時に標的とできるという点で、他のアプローチよりも優

れていると報告されている 6,7 。しかし、いくつかの前臨床研究や臨床研

究では、全細胞ワクチンを用いた治療を行っても抗腫瘍免疫反応を誘導

することができなかったとされ 7,8 、その原因として腫瘍細胞そのものの

免疫原性が低いことや、癌の免疫修飾機構の作用が挙げられている。 

癌の免疫学的不均一性は腫瘍の発生や成長にも大きな影響を与える 9-

11 。近年提唱されている癌の免疫修飾の段階的過程においては、免疫原
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性の高い腫瘍細胞は最初の段階 (elimination phase) で免疫細胞の作用

により排除されてしまうが、その一方で、免疫細胞による排除から逃れ

るために自らの免疫原性を低下させる変化が生じ (equilibrium phase)、

最終的には免疫原性の乏しい細胞集団が優勢となり、転移や浸潤といっ

た能力を獲得する (escape phase) とされている 12。臨床的に診断でき

る癌の大半はこの equilibrium ～ escape phase の状態にあると考えら

れており、major histocompatibility complex (MHC) クラスⅠやⅡとい

った抗原を欠失し、免疫原性が低い状態であるとされている 13。すなわ

ち、癌ワクチン療法の効果を増強するためには腫瘍の免疫原性を免疫抵

抗性から免疫感受性へと変化させる必要がある。 

最近の研究では、放射線照射により腫瘍の免疫学的細胞死を誘導する

ことができると報告されている 14。細胞は放射線照射により DNA や細

胞膜などが障害され、放射線誘導性アポトーシスを引き起こし、これが

マクロファージなどの貪食細胞により貪食されるため、免疫系が賦活さ

れる。この放射線照射後の炎症反応を利用した癌の治療法として、放射

線免疫療法の可能性が模索されている 14 。 

マウスの乳がん細胞株である 4T1 は免疫原性の乏しい細胞株として知

られているが、放射線照射後の免疫原性の獲得や免疫治療に対する反応

性なども有しているという報告がある 15,16 。今回、この免疫原性の乏し

いとされる 4T1 細胞株の中にも予防ワクチンとしての効果を示す細胞集

団 4T1-Sapporo (4T1-S) が存在すること、すなわち、放射線照射した 

4T1-S をワクチンとして接種すると、その後の 4T1-S の生着を予防し

得ることを見いだすことができた。そこで、この 4T1-S の免疫学的機構

を検証することにより、癌の免疫修飾機構の調節因子を解明することが

でき、ひいては既存の癌免疫療法の効果改善に寄与する可能性を考え、

免疫原性の乏しい 4T1 と 4T1-S の比較研究を行うこととした。 
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略 語 表 

 

本文中及び図中で使用した略語以下のとおりである。  

 

4T1-A  4T1-ATCC 

4T1-S  4T1-Sapporo 

ACT  Adoptive cell therapy  

ATCC  American type culture collection 

cDNA  complementary DNA 

CTL  Cytotoxic T lymphocyte 

CTLA-4 Cytotoxic T lymphocyte associated protein 4 

DLN  Draining lymph node 

iPS  induced pluripotent stem cell 

MACS  Magnetic cell separation 

MDSCs Myeloid-derived suppressor cells 

MHC  Major histocompatibility complex 

PBS  Phosphate buffered saline 

PD-1  Programmed cell death 1 

PDL-1  Programmed cell death ligand 1 

QOL  Quality of life 

RLN  Remote lymph node 

RNA  Ribonucleic acid 

RPMI  Roswell park memorial institute 

RT-qPCR  Reverse transcription-quantitative polymerase chain 

reaction 

MRI  Magnetic resonance imaging  

SEM  Standard error of the mean 

SNP  Single nucleotide polymorphism 

TILs  Tumor infiltrating lymphocytes 
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実験方法 

 

1) 細胞株 

 マウス乳がん細胞株 4T1 は American Type Culture Collection  

(ATCC) より購入し (4T1-A)、研究室で培養を維持しワクチン効果を認め

た細胞株を 4T1-S とした。細胞培地は ATCC の培養プロトコールに従

い RPMI-1640 (WAKO) を用い、10% 牛胎仔血清 (Cell culture 

Bioscience) と 1% のペニシリン／ストレプトマイシン (Life 

technologies)、1% L-グルタミン、1 mM ピルビン酸ナトリウム、1% 非

必須アミノ酸 (Life technologies)、50 μM 2- メルカプトエタノール 

(WAKO) を添加して培養した。4T1-A 、4T1-S ともに定期的にマイコプ

ラズマの非感染を確認した (Lonza)。免疫学的細胞死の誘導は 300 Gy 

の X 線照射を行った。 

 

2) マウス 

 実験動物は BALB/c、BALB/c-nu/nu の 6-10 週齢の雌マウスを使用

した。全てのマウスは Sankyo Labo Service Corporation (SLC) 社より

購入した。 

 

3) ワクチン実験モデル 

 放射線照射した 4T1 細胞 (2×106 個) を 200 μl の phosphate 

buffered saline (PBS) に再懸濁し、マウスの右背部に皮下注射した。ワ

クチン接種 2 週間後に 5×104 個の増殖期の 4T1 細胞を左の乳腺に接

種し生着させ、腫瘍ボリューム (1/2×L×W×H)、および生存期間を評価

した。本動物実験は北海道大学の倫理委員会の承認を受けて行った (No. 

11-0160)。 

 

4) ワクチン治療実験モデル 

マウスの左の乳腺に 5×104 個の増殖期の 4T1 細胞を接種。その後、

治療用ワクチンとして放射線照射した 4T1 細胞 (2×106 個) を 200 μl

の PBS に再懸濁し、マウスの右背部に皮下注射した。治療スケジュー

ルは腫瘍接種後 6 日目、9 日目、13 日目、20 日目の接種とし、腫瘍ボ

リューム、および生存期間を評価した。本動物実験は北海道大学の倫理

委員会の承認を受けて行った (No. 11-0160)。 
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5) Cytotoxic assay 

LDH Cytotoxicity Assay Kit (Cayman Chemical) を用い、製品プロト

コールに従い細胞障害性を評価した。Effector 細胞としてはワクチン接

種後のマウスより回収してきた脾臓、リンパ節、静脈血より Miltenyi 

Biotech 社の磁気細胞分離法 (magnetic cell separation; MACS ) を用

い、 CD8マイクロビーズで製品プロトコールに従って CD8 陽性 T 

細胞を分取して使用した。Target 細胞は、それぞれワクチンや腫瘍接種

に使用した細胞株と同じ株を使用し評価した。Effector target ratio は 

100: 1~1.5625: 1 まで各種条件を検討した。腫瘍生着後のマウスにおい

ても細胞障害性がみられるかを確認するため、増殖期にある 4T1 を接種

した 10 日後のマウスから脾臓、リンパ節、腫瘍を摘出しフローサイト

メトリーにて CD107を発現する CD8 陽性 T 細胞が存在するかを検

証した。使用したフローサイトメトリーの機器・抗体はフローサイトメ

トリーの項に記載した通りである。 

 

6) 免疫記憶の確認 

ワクチン接種後のマウスにおいて免疫記憶を獲得しているかを検討す

るために、ワクチン接種後 2 週間目に乳腺に腫瘍を接種し、その 1 週

間後に脾臓、リンパ節を回収しフローサイトメトリーを用いて CD3、

CD8、CD62L を染色し評価した。使用したフローサイトメトリーの機

器・抗体は次のフローサイトメトリーの項に記載した通りである。  

 

7) フローサイトメトリー 

 4T1 接種後の反応を評価するためにリンパ節、腫瘍組織のタンパク 発

現をフローサイトメトリーにより解析した。マウス細胞の染色に用いた

蛍光抗体は以下の通りであり、それぞれ製品プロトコールに従って染色

を行った。フローサイトメトリーは FC500 (Beckman Coulter) を用い

て行い、解析は FlowJo software V7.6.5 を使用した。 

anti-CD3, anti-CD8 , anti-CD107a, annexin V (eBioscience), anti-

CD19, anti-CD25, anti-CD29, anti-CD34, anti-CD44, anti-CD45, anti-

CD49b, anti-CD54, anti-CD56, anti-CD62L, anti-CD69, anti-CD86, 

anti-CD94, anti-CD95, anti-CD133, anti-CD147, anti-CD172a, anti-

CD196, anti-CD324, anti-NK1.1, anti-TLR4, anti-I-A/E, anti-TER2, 

anti-Sox2, anti-Nanog, anti-Oct3/4 (Biolegend)  
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8) マイクロアレイ 

4T1-A および 4T1-S より、RNeasy Plus mini (QIAGEN) を用いて 

total RNA を抽出し、2100 Bioanalyzer を用いて抽出した RNA の精

度確認を行った。Agilent 社のプロトコールに従い Cy3 標識とハイブ

リダイゼーションを行い、Mouse Gene Expression 4×44K Microarray 

kit (G4122F) を用いて解析した。アレイスキャナーは Agilent 

Technologies の Microarray scanner を使用し、データは JMP11 と 

Multi Experiment viewer (http://www.tm4.org/) を使用して解析した。

本研究のマイクロアレイデータは Gene Expression Omnibus (GEO, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)  上でアクセス番号 GSE71926 にて

開示されている。 

 

9) Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-

qPCR) 

 RNeasy Plus mini を用いて抽出した RNA をもとに ReverTra Ace 

qPCR 5×RT master mix (Toyobo) とサーマルサイクラーを用いて 

complementary DNA (cDNA) を合成した。定量的 Reverse 

transcription PCR のため、Power SYBR Green (Life Technologies) と

以下のプライマーセットを用いた。解析には StepOne Real time PCR 

system (Applied Biosystems) を用い、comparative CT method を用い

て定量化した。 

Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence 

Gapdh 5'-TCAAATGGGGTGAGGCCGGT-3' 5'-TTGCTGACAATCTTGAGTGA-3' 

Arrb1 5'-AAGGGACACGAGTGTTCAAGA-3' 5'-CCCGCTTTCCCAGGTAGAC-3' 

Cyp1b1 5'-CACCAGCCTTAGTGCAGACAG-3' 5'-GAGGACCACGGTTTCCGTTG-3' 

Kif21b 5'-CACGACAGCCCCATCAATG-3' 5'-CCGCCGTATGCTCCAGAAC-3' 

Ncam1 5'-AGAAATCAGCGTTGGAGAGTCC-3' 5'-TCGTCATCATTCCACACCACT-3' 

Oas1a 5'-GCCTGATCCCAGAATCTATGC-3' 5'-GAGCAACTCTAGGGCGTACTG-3' 

Thbs3 5'-ATGGAGAAGCCGGAACTTTGG-3' 5'-AGTGAGTAAAGCTGTCCGAATCT-3' 

 

10) クローニング・トランスフェクション 

 4T1-S より下記のプライマーと DNA Polymerase として KOD Plus 

neo (TOYOBO) を用いて各遺伝子の cDNA を合成し、Gateway cloning 

System (Invitrogen) を用いてクローニングした。発現ベクターには 
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pPyCAG ベクターを用い、4T1-A へエレクトロポレーションにより導入

された。遺伝子発現確認は上記の RT-qPCR を用いて行った。 

 

Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence 

Arrb1 5'-CACCATTTTCCAGCCTGGACGCTG-3' 5'-CCTTGGTAGAAACTGGAAGAA-3' 

Cyp1b1 5'-CACCCACGCTTCATCGCAGCATGG-3' 5'-CCATTCACTGCTGAGAGCTGA-3' 

Ncam1 5'-CACCGCACTGAATTTACCGCGGC-3' 5'-GTTGCTTGGTACCCATCATGCT-3' 

Oas1a 5'-CACCAGGAAGCTCCAGACTTAGCA-3' 5'-CTGTGATTGGACAGGAGTCA-3' 

Thbs3 5'-CACCGTAGTGAACCGGCTAAGCGG-3' 5'-GTGGCCACCTCCTCACACTCTTC-3' 

 

 

11) 統計学的解析 

 統計学的解析は JMP11 を用いて行った。数値データは平均値±

Standard error of the mean (SEM) で示し、F 検定を行いて等分散を確

認した後に Student t 検定を用いて P < 0.05 を統計学的有意差ありと

した。生存期間は腫瘍接種後から死亡日までの日数とし、Kaplan-Meier 

法を用い log-rank test にて群間比較検定を行った。 
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実験結果 

 

1) 4T1-S によるワクチン接種は 4T1-S に対する抗腫瘍効果を発揮し生

存期間を延長させる 

 初めに研究室で数年間維持されてきたマウス乳癌細胞株 4T1 (4T1-S) 

をコントロール群として免疫原性の異なる細胞株同士でワクチン加療実

験を行ったところ、免疫原性の乏しいと想定していた 4T1-S 接種群にお

いても腫瘍の拒絶や生存期間の延長といったワクチン効果を示す結果が

得られた。そこで改めてその事象を確認すべく、BALB/c マウスを用

い、2×106 個の 4T1-S 細胞を 300 Gy の放射線を照射した後に皮下に

接種し、その 2 週間後に増殖期にある 4T1-S (5×104 個) を乳腺に接種

した (図 1A)。 

 前実験で認めたように 4T1-S のワクチン接種により腫瘍生着が阻害さ

れ、生存期間の延長が確認された (図 1B 実線)。そこで、新たに ATCC 

より 4T1 を購入 (4T1-A) し、同様のワクチン実験を施行したところ ４

T1-S によるワクチン接種は 4T1-A の腫瘍生着を阻害せず、生存期間の

延長効果を認めなかった (図 1B 破線)。さらに、4T1-A を同様に放射線

照射してワクチンとして用いたが、4T1-A/ S ともに抗腫瘍効果を認めな

かった (図 1C)。つまり、放射線照射した 4T1-S によるワクチン効果は

同細胞株である 4T1-S に対してのみ発現している事が判明した。 

 4T1-S に対してさらなる検証をするため、限界希釈法を用いて 4T1-A/ 

S それぞれより単細胞由来の亜株を樹立した。細胞形態では親株との明

らかな差は確認されず (図 1D)、ワクチンせずに接種した場合、全ての

細胞株において生着を認めることも親株と同様であり、その他の免疫原

性の有する細胞の混在の可能性はほぼ除外された。この細胞亜株を使用

し、同様のワクチン実験を施行したところ、4T1-S の 6 株中 3 株で腫

瘍の生着を阻害し得た。一方で、4T1-A 由来の細胞株においては 6 株い

ずれでもワクチン効果は認められなかった (図 1E)。以上の結果より、

4T1-S には放射線照射により免疫原性の誘導されるバリアントが存在

し、ワクチン接種により抗腫瘍効果をもたらしていると考えられた。 
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図 １ 4T1-A/ S による予防ワクチン効果の検討 
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A)  ワクチン実験のシェーマを示す。BALB/c マウスは放射線照射 (300 Gy) 

した 4T1-A or S (2×106 個) を皮下に接種 (ワクチン)し、2 週間後に 4T1 

(5×104 個) を乳腺に接種 (腫瘍チャレンジ)して腫瘍生着・増殖・生存期間

を評価した。 

B)  放射線照射した 4T1-S によりワクチンされた群の腫瘍チャレンジ後の生

存期間。4T1-S において有意に延長していることが確認された。  

C)  放射線照射した 4T1-A によりワクチンされた群の腫瘍チャレンジ後の生

存期間。4T1-S で認められた生存期間延長効果は認められなかった。  

D)  4T1-A/ S をもとに限界希釈法により樹立した細胞亜株の顕微鏡像。いずれ

の株も紡錘形の接着性の増殖を示し、肉眼的な差は確認できなかった。  

(Scale bar = 100 m) 

E) 4T1-A/ S をもとに限界希釈法により樹立した 6 細胞亜株を用いて同様の

ワクチン実験を施行した。4T1-S をもとにして作った細胞亜株においての

み腫瘍の生着抑制をするものが確認された。  

  

2)  4T1-S には治療ワクチンとしての効果は認められない  

 次に、4T1-S によるワクチンが治療ワクチンとして機能し得るかを確

認することとした。マウス乳腺に腫瘍を接種した後に放射線照射した  

4T1-A/ S もしくは PBS のみを、下図のスケジュールに従って皮下接種

した (図 2A)。4T1-S を腫瘍として接種した場合 (図 2B･D) も、4T1-A 

を腫瘍として接種した場合 (図 2C･E) でも、腫瘍増殖・生存期間の延長

など治療効果は認められなかった。 

 

  

 

 

E 
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図 2 治療ワクチンとしての効果を検討 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A)  治療ワクチン実験のプロトコール。増殖期にある  4T1 を乳腺に接種した

後、6 日目、9 日目、13 日目、20 日目 (図内黒矢印) にそれぞれ治療ワ

クチンとして放射線照射した 4T1 もしくは PBS のみを投与した。 

B)  4T1-S を腫瘍として接種した後の腫瘍増殖を表す。いずれの治療群におい

ても有意な差は認められなかった (各群 n = 5)。 

C)  4T1-A を腫瘍として接種した後の腫瘍増殖も B) と同様、いずれの群にも

差は認められなかった (各群 n = 5)。 

Tumor: 4T1-A 

Tumor: 4T1-A Tumor: 4T1-S 

Tumor: 4T1-S

1-S 
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D)  B) の実験で用いたマウスの生存率を Kaplan-Meier にて評価したもの。 

E)  C) の実験で用いたマウスの生存率を Kaplan-Meier にて評価したもの。 

 

 

3) 4T1-S と 4T1-A は形態的には類似しているが in vivo と in vitro 環

境下において異なる増殖率を示す 

 前述のとおり、4T1-S は予防的なワクチンとしての特性を有している

ことが予測された。そこで、4T1-A と 4T1-S の差異を検索すべく、細

胞形態と細胞増殖の比較を行った。4T1-A/ S ともに接着性の増殖を示し

形態的にはほぼ同一であった (図 3A)。in vitro での増殖率は 4T1-S に

おいて有意に高かった (図 3B) が、in vivo において BALB/c の乳腺に

腫瘍を接種した場合、その増殖は 4T1-A の方が有意に速かった (図 

3C)。さらに、腫瘍接種後の生存期間においても 4T1-A を接種したマウ

スの方が 4T1-S を接種されたマウスよりも有意に短いことが確認された 

(図 3D)。以上より、4T1-S は免疫応答性の環境において宿主の免疫機構

により、その腫瘍増殖が抑制されるのに十分な免疫原性を有しているこ

とが示された。 

 次に、放射線に対する感受性の差について検討を行った。全細胞ワク

チンとして接種する際と同様に、300 Gy を照射した後にフローサイトメ

トリーを利用し annexin V の染色の割合を比較検討したところ、4T1-A/ 

S の放射線感受性には差が認められなかった (図 3E)。 

 

図 3 4T1-S と 4T1-A の形態的、生物学的比較

 

A 
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A)  4T1-A と 4T1-S の培養時の形態学的観察結果。いずれも接着性の増殖を

示し明らかな形態学的な差異を認めない。 (Scale bar = 100 m)  

B)  In vitro での腫瘍増殖曲線。培養 2 日目以降、4T1-S で有意に増殖率が

高かった (4T1-A/ S 共に n = 6)。  

C)  In vivo での腫瘍増殖曲線。当初より 4T1-A の方が腫瘍径の大きい傾向に

あり、3 週目以降には有意差を認めた (4T1-A/ S 共に n = 6)。  

D)  腫瘍接種後の生存期間を Kaplan-Meier により評価。4T1-A の方が有意

に生存期間が短かった (P < 0.0001)。*P < 0.05, **P < 0.01 

E)  放射線照射への感受性評価。灰色ヒストグラムは放射線未照射・  

annexine V 染色検体、青色ヒストグラムが 300 Gy 照射・未染色検体、

赤色ヒストグラムが 300 Gy 照射・ annexine V 染色検体を示す。放射線

照射により A 株 S 株共に同程度のアポトーシスが引き起こされているこ

とが確認された。 

 

4) 放射線照射した 4T1-S によるワクチン効果は T 細胞依存性の反応で

ある 

癌ワクチン療法は T 細胞由来の抗腫瘍免疫反応を引き起こし、抗腫瘍

効果を発揮する。そこで、放射線照射した 4T1-S によるワクチン効果が 

T 細胞免疫に依存しているか否かを確認するため、前述のワクチン実験

を胸腺の欠損した BALB/c-nu/nu マウスを使用して施行した。その結

果、放射線照射した 4T1-S によるワクチン接種による生存期間の延長効

果は認められなくなった (図 4A)。さらに、4T1-A を接種したマウスに

E 
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比べ、4T1-S を接種したマウスの生存期間が有意に短縮していた (P = 

0.0195) (図 4A)。同様に、4T1-A を用いたワクチン実験を行ったが生存

期間の延長などのワクチン効果は認められなかった (図 4B)。このことか

ら、放射線照射した 4T1-S により得られたワクチン効果は T 細胞の存在

下にて生じていることが明示された。また、免疫不全環境においては in 

vitro での実験結果同様、4T1-S を接種したマウスの方が生存期間が短く

なることも示された。 

 

図 4 ヌードマウスを用いたワクチン効果の検討 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A)  BALB/c-nu/nu を使用し放射線照射後の 4T1-S でワクチンし、腫瘍チャ

レンジした後の生存期間。図 1B で認めていた 4T1-S によるワクチン効

果は認められず、さらに 4T1-A よりも 4T1-S において生存期間が短くな

っていた (P = 0.0195)。  

B)  BALB/c-nu/nu を使用し放射線照射後の 4T1-A でワクチンし、腫瘍チャ

レンジした後の生存期間。図 1C と同様、ワクチン効果は認められなかっ

た。生存期間は 4T1-S の方が短い傾向にあった (P = 0.0729)。 

 

5) 4T1-S 接種は周囲リンパ節において活性化された CD8 T 細胞の割合

を増加させる 

  次に、4T1-S によるワクチン接種を受けたマウスで活性化された CD8 

陽性 T 細胞が増加しているかどうかを検討することとした。4T1-S によ

りワクチン接種を受けたマウスは 4T1-S の腫瘍生着を認めず、腫瘍浸潤

リンパ球 (tumor infiltrating lymphocytes; TILs) の検出・比較ができな

いために、腫瘍接種後のマウスにおいて draining lymph nodes (DLNs) 

と remote lymph nodes (RLNs) の CD8 陽性 T 細胞の割合、活性化率
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を比較することとした。 

 肉眼的な所見として、4T1-S を接種したマウスの DLNs は 4T1-A を

接種したマウスのものと比較して著明に腫大していた。一方で、RLNs 

のサイズはいずれもほとんど差は認められなかった (図 5A)。さらに、

DLNs における総細胞数も 4T1-S を接種した群において有意に多くなっ

ていた (図 5B)。そこで、DLNs と RLNs においてフローサイトメトリ

ーを使用し、活性化された細胞障害性 CD8 陽性 T 細胞 (CD8+、

CD69＋) の割合を検討したところ、4T1-S を接種したマウスにおいて有

意な増加が確認された (図 5C)。また、4T1-S を接種したマウスの 

DLNs において前方側方散乱光で、特定の集団が増加していることを認

め (図 5D)、さらにその細胞集団を解析したところ、CD11b と Ly6G 

というミエロイドマーカーの発現した細胞群であることを明らかにした 

(図 5E)。これらの結果から、4T1-S によるワクチンは抗腫瘍性の CD8 

T 細胞反応を誘導し、さらに、ある種のミエロイド細胞集団の免疫反応

を惹起することが示された。 

 

図 5  4T1-S と 4T1-A が宿主免疫系に与える影響の比較 
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A)  4T1-A もしくは 4T1-S を皮下接種 (2×106 個) した後の DLNs と RLNs 

の形態学的比較結果。いずれを接種した場合でも DLNs に腫大を認める

が明らかに 4T1-S を接種したマウスの方がサイズが大きかった。   

B)  A) で回収されたリンパ節内の総細胞数の比較。4T1-S を接種されたマウ

スの DLNs で有意に細胞数が増加していた (*P < 0.05)。  

C)  A) で回収されたリンパ節をフローサイトメトリーを用いて解析した。活性

化型細胞障害性 CD8 陽性 T 細胞とされる CD8+ CD69+ の T 細胞 (CD3+ 

ゲート済み) が 4T1-S 接種後の DLNs において増加していた。  

D)  A) で回収された DLNs において顆粒球としてとらえられる細胞集団が、

4T1-S を接種したマウスにおいて著明に増加していることが確認された。  

E)  A) で回収されたリンパ節を D) で認められた細胞集団が入るようにゲート

してフローサイトメトリーで解析した。CD11b、Ly6G を用いて染色。

4T1-S を接種されたマウスの DLNs においてのみ CD11b+、Ly6G+ の集

団の増加を認めた。 

 

 

6) 4T1-S のワクチン接種により誘導された cytotoxic T lymphocyte 

(CTL) の細胞障害性の検証 

次に、4T1-S のワクチン接種により誘導された CD8 陽性 T 細胞が

E 
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細胞障害性を有していることを確認するために cytotoxicity assay を行っ

た。まず、ワクチン接種した 2 週間後のマウスに増殖期の腫瘍細胞を接

種し、その一週間後に脾臓を摘出した。脾臓中の CD8 陽性 T 細胞を磁気

細胞分離法 (MACS) を用いて抽出し、これを effector 細胞として実験

を行った (図 6A)。E: T ratio 25: 1~1.5625: 1 までとして実験を行った

が細胞障害性を示す結果は得られなかった (図 6B)。そこで、E: T ratio 

を増加することにより細胞障害性が確認できる可能性を考え、同様の実

験系を E: T ratio 100: 1 まで確認したが、やはり結果は同様であった 

(図 6C)。細胞障害性が確認できなかった原因として、生体内の免疫環境

を実験環境下で再現できていない可能性が考えられた。そこで、生体内

における細胞障害性を評価する目的で増殖期にある腫瘍を免疫応答性の

宿主に接種し、10 日後に腫瘍、脾臓、DLN を摘出してフローサイトメ

トリーにより各臓器内の CD3+、CD8+、CD107+ の細胞集団の割合を評

価した。腫瘍は断片化してすりつぶし、単細胞化したのちにフローサイ

トメトリーにより解析し、CD3 陽性細胞を TILs として評価したが、こ

の結果によっても細胞障害性を示すことはできなかった (図 6D)。 

 

図 6 細胞障害性の検証 
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A) Effector 細胞の回収プロトコールを示す。  

B) E: T ratio 25: 1~1.5625: 1 までの結果を示す。細胞障害性を示す結果は得

られなかった。 

C) E: T ratio 100: 1~3.125: 1 まで変更し同様の実験を行ったが、やはり細胞

障害性を示すデータは得られなかった。  

D) 腫瘍接種後 10 日目のマウスより摘出してきた腫瘍、DLN、脾臓をフロー

サイトメトリーを用いて解析した。CD3 陽性、CD8 陽性の細胞集団でゲ

ート後、CD8 と CD107で展開した。いずれにおいても CD107の発

現に明らかな差異を認めることはできなかった。  

 

 

7) 4T1-S によるワクチン接種後には脾臓での免疫記憶が向上している 

ワクチン接種後のマウスにおいて免疫記憶が存在しているかを確認す

るために、各臓器においてメモリー T 細胞が増加しているかどうかを検

討した。リンパ節の解析プロトコールとしては図 7A にシェーマとして

示した。ワクチン接種した 2 週間後に腫瘍を接種し、その 1 週間後に

マウスから脾臓、DLN、RLN を摘出した。さらに in vitro での抗原刺

激を追加するために、それぞれワクチンで使用したものと同一の細胞株

と 6 日間共培養してからフローサイトメトリーにより CD8 陽性、

CD62L 陽性の細胞集団を解析した。DLN や RLN には明らかな差異は

認められなかったが、脾臓において 4T1-S ワクチンを接種したマウスで 

CD8 陽性、CD62L 陽性のメモリー T 細胞が増加していることが確認さ

れた (図 7B)。 

 

図 7 免疫記憶の解析 
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A) 免疫記憶の解析のために使用した各種臓器の回収プロトコールと、その後

の培養条件を示す。生体においてワクチン接種とその後の二次刺激として

の腫瘍接種を行い、脾臓と各リンパ節を回収したのちに、培養環境でも刺

激を入れるため、6 日間 IL-2 (5 IU/ml) を添加して同一の細胞株と共培養

した。その後、培養上清を回収し、フローサイトメトリーにて解析した。  

B) メモリー T 細胞として CD8 陽性、CD62L 陽性の細胞集団を比較した。

DLN、RLN では明らかな差は認めなかったが、脾臓において  4T1-A でワ

クチンした群が 22.8% であったのに対し、4T1-S でワクチンした群では 

50.1% と増加していることが確認された。  

B 
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8) 4T1-A と 4T1-S は異なる分子発現を示す 

 4T1-S のワクチン効果に起因している分子の候補を探すために、マイ

クロアレイ解析を施行した。4T1-A と 4T1-S の分子発現を解析すると、

ほとんどの分子が両者で同等のパターンを示したが、いくつかの分子で

はその発現量に差を認めた (図 8A、8B)。さらに、フローサイトメトリ

ーを使用し CD54 や CD56 (NCAM-1) などの分子の発現差があること

を確認した (図 8C)。これらの結果をもとに、4T1-S において高発現し

ていた遺伝子の中から 4T1-A での発現が低く、その他の正常組織におい

ても定常状態で発現していない分子を発現量の差の大きい順から 

CD56、Kif21b、Thbs3、Cyp1b1、Oas1a、Arrb1 といった分子を候補と

して選択し、4T1-A へのトランスフェクションを行うこととした。各 

primer を使用し、4T1-S より全長の cDNA を合成可能であった 5 遺

伝子について、作成した cDNA を pPyCAG ベクターを使用し、4T1-A 

へのトランスフェクションを施行した。各導入遺伝子の発現確認は  RT-

qPCR を用いて行った (図 8D)。その後、図 1A と同様に作成した形質

導入細胞を使用してワクチン実験を施行したが、腫瘍生着を阻害し得た

ものは認めなかった (図 8E)。また、生存期間についても延長傾向を認め

るものは存在しなかった。 

 

図 8 遺伝子発現の網羅的解析と強制発現株の作製 
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 Tumorigenesis % 

Thbs3 5/5 100 

Oas1a 5/5 100 

Arrb1 4/4 100 

Ncam1 (CD56) 5/5 100 

Cyp1b1 4/4 100 

 

 

A) 4T1-S と 4T1-A のマイクロアレイ解析の結果を MA plots にて展開。各

ドットが今回検定した遺伝子一つ一つと対応しており、M = Log2 (4T1-S) - 

Log2 (4T1-A)、A = {Log2 (4T1-S) + Log2 (4T1-A)}/2 を示す。M が大きい

ほど 4T1-S で高発現しており、A は各遺伝子の平均的な発現量を示して

いる。実線の間 (-1.5 < M < 1.5) に今回解析した 43380 遺伝子中 42275 

遺伝子が含まれており、大半の遺伝子発現には差を認めなかった。  

⊿⊿CT (Relative expression to ATCC) 

E 
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B)  マイクロアレイデータより発現差の大きかった遺伝子を解析し、51 遺伝子

を抽出後、ヒートマップにて展開した。A1-A2 と S1-S2 はそれぞれ 4T1-

A、4T1-S より抽出した total RNA をもとにしていることを示す。  

C)  4T1-A と 4T1-S の細胞表面分子の発現をフローサイトメトリーにて解析

した。灰色ヒストグラムが 4T1-A 、白色ヒストグラムが 4T1-S を示す。

多くの分子では発現差を認めないが、CD54、CD56 (NCAM-1) などでは 

4T1-S に発現増加が確認された。  

D)  作成した強制発現株の遺伝子発現レベルを RT-qPCR にて確認した。いず

れの細胞株でも 4T1-S と同等かそれ以上の発現が確認された。  

E)  D) で確認された強制発現株を用いて図 1A に従いワクチン実験を施行。

その後の 4T1-S 接種に対し、腫瘍生着の有無を評価した。30 日間の観察

期間において全てのマウスにおいて肉眼的に腫瘍の形成が確認された。  
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考 察 

本研究において、元来、免疫原性の乏しいといわれているマウス乳が

ん細胞株の 4T1 においても、全細胞ワクチンとして使用すると同細胞株

の腫瘍生着を拒絶するに足る免疫反応を引き起こすことのできる細胞亜

株、4T1-S が存在していることを確認した。この細胞株に対しては、人

工的な遺伝子改変を行っておらず、マイコプラズマの感染も認められな

かったことから、自発的な変異によりその免疫原性が修飾されたものと

想定した。実際、実験動物においてはこのような自発的遺伝子変異は過

去にも報告されており、Sakaguchi ら 17 はリウマチ性関節炎を自然発生

するマウス (SKG マウス) の存在を報告し、その後 SKG マウスでは 

ZAP-70 遺伝子に point mutation が起こっていることを明らかにしてい

る。さらに、最近のエクソームシークエンスを用いた実験では遺伝性疾

患を来す 91 種類のマウスの病原性変異が同定されている 18 。そこで、

4T1-S についても免疫原性を変化させるに足る変異が存在していると想

定し、その原因を検索するために同一細胞で免疫原性の乏しい 4T1-A と

の比較検討を行った。 

 本研究ではまず、4T1-A と 4T1-S の生物学的な差異についての考察

を行った。今回使用した 4T1-S と 4T1-A は肉眼的に明らかな形態の違

いを認めないことはもちろん、いずれもワクチン接種を行わずにマウス

に接種すると確実に腫瘍が生着し、全マウスが死亡した。生存解析にお

いては免疫応答性マウスを使用した際には 4T1-A の方が早期に死亡した

が、免疫不全マウスでは逆の傾向がみられた。培養環境では 4T1-S にお

いて細胞増殖が高速であったことからも 4T1-S は宿主免疫により何らか

の抑制を受けていることが想定された。また、今回の実験では 4T1 の免

疫原性を誘導する方法として放射線照射を使用しているため、両細胞株

に放射線に対する感受性の違いがないことも確認した。  

次に、4T1-S で観察されたワクチン効果のメカニズムについて考察を

行った。4T1-S を接種されたマウスの DLNs は著明に腫大し、活性化型

の CD8 陽性 T 細胞が増加していることが明らかとなった。また、4T1-

S によるワクチン効果はヌードマウスでは消失していることも確認された

ことから、4T1-S のワクチン効果発現は T 細胞依存性であることが示さ

れた。さらに、CD8 陽性 T 細胞に加えて 4T1-S 接種によって顆粒球と

思われる細胞集団内に CD11b と Ly6G といった細胞表面マーカーが高

発現している細胞群が増加していることも確認された。CD11b と Ly6G 

は骨髄由来抑制細胞 (Myeloid-derived suppressor cells: MDSCs) や好中
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球のようなミエロイド細胞に高発現するマーカーである。CD11b、Ly6G 

を高発現した好中球は自然免疫系を担当し、炎症性サイトカインの放出

によってウイルスなどに対する感染予防に重要な役割を担っているとさ

れている 19 。一方で、MDSCs は免疫反応を抑制することにより、恒常

性の維持にも寄与しているとされ 20 、免疫学的に相反した働きが報告さ

れている。本研究における 4T1-S 接種後の状況を考えると、CD11b、

Ly6G 高発現の細胞集団は自然免疫系の応答により腫瘍生着を阻害する

ように働いているか、獲得免疫系の応答により腫瘍生着を阻止した結果

によるものかは不明である。今後、CD11b、Ly6G 高発現の細胞集団が

どのような役割を担っているのかを解明する必要がある。 

 また、4T1-S のワクチン接種により誘導された CTL は細胞障害性を

有していると思われるが、今回の実験条件下における細胞障害性は確認

することができなかった。このことは生体内における免疫環境を実験環

境下で忠実に再現できていないことに起因するものと思われた。そこ

で、生体内での評価も行ったが、細胞障害性を証明することはできなか

った。脾臓や DLN など周辺臓器においては細胞障害性を示すリンパ球

は豊富でないことから、TILs における評価が重要であると考えた。しか

し、実際には腫瘍内へのリンパ球浸潤が乏しく、解析に足る量のリンパ

球を回収できなかったため、その解析も不能であった。ただし、メモリ

ー T 細胞の解析においては 4T1-S を接種したマウスの脾臓において 

CD8 陽性、CD62L 陽性のメモリー型細胞障害性 T 細胞の割合が増加し

ていることが確認され、4T1-S が宿主免疫により感作され、免疫応答に

より排除された可能性が高いと考えられた。 

 また、本研究のワクチン効果について興味深い点として、その特異性

があげられる。すなわち、4T1-S により誘導されたワクチン効果は 4T1-

S に対してのみ有効であり、亜集団である 4T1-A に対するワクチン効果

を認めなかった。このことは 4T1-S 細胞が、癌による変異遺伝子由来の

特異抗原を発現し、それによりワクチン効果が誘導された可能性も考え

られる 21 。マイクロアレイを用いた遺伝子発現の比較では、いくつかの

分子が 4T1-S で有意に高発現していることが示されたが、これらのうち

の有力な 5 個の候補遺伝子を 4T1-A に導入し強制発現させた細胞を用い

てワクチン実験を施行しても、4T1-S に対するワクチン効果を誘導する

ことはできなかった。今回は単一の遺伝子のみでしか検討を行っていな

いが、複数の遺伝子が相互作用を示すことによって 4T1-S で見られてい

るようなワクチン効果を誘導している可能性もあることから、今後、複
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数の遺伝子を導入した強制発現株を作製して検証することによりワクチ

ン効果を誘導できる可能性があると考える。また、今回候補とした遺伝

子は 4T1-S に高発現しているものから選択したが、反応が癌特異抗原に

よるものであればワクチン効果は発現量には寄らないと考えられ、今回

検証した 5 遺伝子以外も候補となる可能性がある。さらに、新規の遺伝

子変異が関与している場合はマイクロアレイで検出することは不可能で

ある。これらを総合すると、4T1-S の免疫原性を変化させた因子を同定

するためには、single nucleotide polymorphism (SNP) や次世代シーク

エンサーを用いた網羅的な解析が必要となる。また、免疫チェックポイ

ントの観点から考えると 4T1-A に発現している分子が宿主免疫を抑制し

ている可能性もあり、CRISPR/Cas9 システムなどを用いた knock out 

系を作成し、比較検討する手法も有効かもしれない。 

 本研究では 4T1-A と 4T1-S の比較検討に主眼を置き実験系の確立と

結果の考察を行ったが、今回の結果を踏まえると 4T1-S から樹立したサ

ブクローン同士で比較検討を行うことにより、より差の少ない細胞株同

士での比較が可能となり、免疫原性を誘導している原因の特定に有用な

情報をもたらす可能性も考えられた。 

 癌の免疫修飾については elimination 、equilibrium 、escape といっ

た三つの段階に分けられるといわれている 12 が、免疫原性の低い 4T1-A 

は equilibrium 以後の段階であり、免疫原性を示す 4T1-S は 

elimination の段階にあると考えられる。生体内において 4T1-S が 

4T1-A よりも腫瘍の増大スピードが遅かったことは、この仮説の傍証と

なるかもしれない。また、本研究で免疫原性の認められた 4T1-S も生着

後の腫瘍については治療効果を示すことはできなかったが、この事実は 

4T1-S ワクチンにより誘導される免疫反応は、elimination からすでに 

equilibrium や escape といった段階へと修飾された腫瘍組織に対して

は有効に機能しなかったということを示しているかもしれない。実際、

免疫原性の高い腫瘍として知られる悪性黒色腫であっても、治療ワクチ

ンの領域においては十分な結果が得られていない 22 。その一方で、この

ような免疫原性の高い腫瘍においては TILs を用いた養子免疫療法 

(Adoptive Cell Therapy: ACT) が既に臨床応用されており、従来の治療

法を凌駕する効果が報告されている 23,24 。4T1-S がどのような機序で免

疫原性を獲得したかは明らかでないものの、この機序を解明することが

できれば免疫原性の乏しい癌種に対しても免疫原性を付与し、養子免疫

療法のごとく有効な免疫療法を導入することができるようになるかもし
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れない。 

 本研究において、同一細胞株に対して十分なワクチン効果を発現する

免疫原性の高い乳がん細胞株 4T1-S が存在していることを同定した。今

後、さらなる解析を加え、癌の免疫修飾機構の調節因子が判明すれば、

現在行われている癌免疫療法の効果改善に寄与し得るだけでなく、再生

医療の手法を用いた新しい免疫治療法に発展する可能性がある。たとえ

ば、induced pluripotent stem cell (iPS) 細胞から誘導した樹状細胞に 

4T1-S から同定した変異遺伝子を導入することにより、がん細胞に対し

て恒常的な免疫を誘導することができる可能性を有する。このように、

4T1-S の免疫原性を調整している機構を明らかにすることによって、現

在行われている癌の免疫療法の効果を改善するだけでなく、新規の治療

法の開発にも貢献できるものと思われる。 
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総括および結論 

1. 本研究からの新知見 

 免疫原性の乏しいとされる細胞株の中にも、免疫原性を有しワ

クチン効果を誘導することのできる細胞亜株が存在しているこ

とを見いだした。 

 ワクチン効果が T 細胞依存的であることを示し、癌細胞の抑制

には宿主免疫機構の応答が重要であることを示した。  

 

2. 新知見の意義 

 癌細胞の免疫修飾の不均一性が細胞株においても存在し、それを

制御することによる新たな癌治療戦略開発の可能性を見出した。 

 

3. 今後の研究・課題 

今回の研究により、以下の新たな課題に対しさらなる研究を進めるべ

きと考えられた。 

 4T1-S の免疫原性を変化させた要因を明らかにし、免疫原性の

乏しい細胞亜株に対して免疫原性を獲得させ得るかを検討する。 

 今回の研究で作成した 4T1-S の亜株を使用し、腫瘍内における

免疫原性が不均一であることの証明、さらには免疫修飾機構の調

節因子の解明のために本研究同様の免疫学的な比較実験を行う。  

 上記の過程により、癌の免疫修飾機構を明らかにし、癌ワクチン

療法を初めとする免疫療法全般の有効性向上に寄与する知見を得

る。 
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