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                              緒 言 

 

 免疫療法は悪性腫瘍の集学的治療戦略の一つであり、これまで特異的な抗腫

瘍免疫を誘導する癌ワクチン療法のほか、抗腫瘍効果を増強するよう遺伝子改

変した腫瘍特異的リンパ球輸注療法、癌細胞の免疫逃避機構を阻害し免疫細胞

の活性を維持する免疫チェックポイント阻害剤治療など、さまざまな臨床研究

が報告されてきた 1-6。 

 歴史的に、集学的治療の中心を占める抗癌剤治療はその有害事象の一つに免

疫抑制効果があるため、免疫療法との併用が避けられてきた。しかし、近年、

特定の抗癌剤は、むしろ腫瘍局所の微小環境や宿主免疫応答を改善することが

報告されている 7-9。微小環境は腫瘍細胞の形成や疾患の進行、転移、予後に強

い影響を与えている 10。腫瘍周囲における微小環境は、腫瘍細胞の過剰な増殖

により低酸素状態に陥っているため、低酸素誘導転写因子が活性化され、細胞

障害性 T 細胞の機能低下と制御性 T 細胞(regulatory T cell : Treg)の増加が起

こり、腫瘍細胞に対する免疫反応が抑制されると報告されている 11-12。微小環

境を改善するメカニズムとして、Brode ら 13はシクロフォスファミドが制御性

T 細胞 を抑制することにより免疫応答を改善すると報告しているほか、

Kawano ら 14 はドキソルビシンが細胞膜表面での heat shock protein 70 

(HSP70)の発現を介して免疫原性の亢進とともに癌細胞死を誘導し、骨肉腫に

対する抗腫瘍効果を発揮したと報告している。また、HSP70 同様に細胞膜表面

に発現することにより抗腫瘍効果を発揮すると言われているのが calreticulin

（CRT）である。CRT は、小胞体の内腔に位置している 60-kDa の Ca2+-binding 

protein で、HLA class I の発現などに重要な役割を果たしている。Obeid ら 15

は、CRT が抗癌剤治療における抗原認識に関与する重要な分子であると報告し

ており、低容量のアントラサイクリンに暴露された CT26 細胞（マウス大腸癌

細胞株）では CRT が小胞体から細胞膜表面に移動し、それによって樹状細胞

に対して”eat me”シグナルを提示し抗原性を増強させると報告している。さら

に、Hodge ら 16は高濃度の抗癌剤を投与した際は CRT が全く発現しなかった

と報告しており、CRT の発現に関しては低用量の抗癌剤投与が必要である。低

用量の抗癌剤投与は CRT の発現増強を介して宿主の免疫応答を改善するだけ
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ではなく、抗癌剤による免疫抑制以外の有害事象も軽減できる可能性がある。 

 これまでの CRT の発現に関する報告は、CT26 細胞株もしくは B16（マウス

melanoma）細胞株といった特定の癌細胞株を用いた検討に限られ、複数の癌

細胞株を用いた検討はされていない。また、使用される抗癌剤も単剤で、CRT

の発現の増強や抗腫瘍効果の有無に関する比較・検討がなされていない現状が

ある。本研究では、複数の抗癌剤と癌細胞株を用いて低用量の抗癌剤暴露によ

り Immunogenic cell death (ICD)細胞を作成し、CRT の発現の増強の有無を比

較・検討するとともに、CRT が腫瘍特異的免疫応答を増強させるメカニズムを

検証することを目的とした。 

 今回の検討では、低用量の抗癌剤を暴露されたマウス癌細胞株は抗癌剤に暴

露されていないマウス癌細胞株と比較して、細胞膜表面での CRT 発現が増加

していた。また、この発現量は使用する細胞株、抗癌剤の種類により異なって

いた。動物実験において、抗癌剤暴露後の ICD 細胞を移植したマウスの腫瘍の

大きさと ICD 細胞の細胞膜表面での CRT の発現量には正の相関関係が認めら

れた。また、生着した腫瘍周囲の腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞の数は ICD 細胞の

細胞膜表面での CRT の発現量、腫瘍の大きさと相関関係が認められた。以上

の結果より、ICD 細胞は細胞膜表面での CRT 発現量の増加により、腫瘍浸潤

CD3 陽性 T 細胞を誘導し、微小環境を改善させることにより宿主免疫応答を増

強させることが示唆された。さらに、ヒト癌細胞株において細胞膜表面での

CRT の発現と HLA class I の発現量には相関関係が認められた。 

 以上の結果から、抗癌剤治療は CRT の発現を増強することにより、微小環境

を改善し、免疫原性の亢進による抗腫瘍効果も期待できることが確認された。

また、高齢者や合併症の多い癌患者に対しては、通常の投与量よりも低用量の

抗癌剤を投与されることが多いが、その場合でも抗癌剤により誘導される免疫

原性の亢進を介した抗腫瘍効果が期待できると考えられた。 
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               略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

    

5FU  5-fluorouracil 

ACK  ammonium chloride potassium 

ATCC  American Type Culture Collection 

BSA  bovine serum albumin 

CDDP  cisplatin 

CPT-11  camptothecin 

CRT  calreticulin 

DTC  dying tumor cell 

FBS  fetal bovine serum 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

GEM  gemcitabine 

HLA  human leukocyte antigen 

HPF  high power field 

HSP70  heat shock protein 70 

IC50  50% inhibitory concentration 

ICD  immunogenic cell death 

IgG   immunoglobulin G 

LLC  Lewis lung carcinoma 

MIT  mitoxantrone 

MMC  mitomycin C  

MTT   3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium  

   bromide 

PBS  phosphate-buggered saline 

PI  propidium iodide 

RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute-1640 

Treg  regulatory T cell 

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB
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               実験方法 

 

1) 細胞株 

 

使用した細胞株と供給元を以下の表に示す（表１） 

 

表１．細胞株とその供給元 

       細胞株               供給元 

マウス細胞株 CT26  （大腸癌細胞株） American Type Culture Collection 

 B16   （メラノーマ細胞株） American Type Culture Collection 

 LLC   （肺癌細胞株） American Type Culture Collection 

ヒト細胞株 TE 8   （食道扁平上皮癌細胞株） 東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センター細胞バンク  

 HEC 46（食道扁平上皮癌細胞株） 広島大学総合科学研究科 

 PK-9   （膵癌細胞株） 東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センター細胞バンク 

 AsPC-1 （膵癌細胞株） American Type Culture Collection 

 SUIT-2 （膵癌細胞株） ヒューマンサイエンス研究資源バンク 

 

細胞培地は RPMI-1640（Sigma Aldrich）を使用し、ウシ血清（fetal bovine 

serum：FBS）（Sigma Aldrich）とペニシリン・ストレプトマイシン（Life 

technologies）を添加し、それぞれの終濃度を 10%、1%として 37℃、5%CO2

下で培養した。 
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2) 抗癌剤 

 

使用した抗癌剤と供給元を以下の表に示す（表 2） 

 

表 2．抗癌剤とその供給元 

    抗癌剤（略語）      供給元 

ミトキサントロン  （MIT） ファイザー製薬 

マイトマイシン C  （MMC） 協和発酵キリン株式会社 

フルオロウラシル  （5FU） 協和発酵キリン株式会社 

カンプトテシン    （CPT-11） ヤクルト本社 

シスプラチン      （CDDP） ブリストルマイヤーズスクイブ株式会社 

ジェムザール      （GEM） イーライーリリー株式会社 

  

 

 

3) 抗癌剤の細胞毒性 

 

  本研究では、ICD 細胞を作成するための抗癌剤投与量として培養細胞の

100%阻害濃度ではなく、50%阻害濃度（50% inhibitory concentration: 以下

IC50）を MTT 溶液（Cell Counting Kit-8）を用いて以下の方法で求めた。 

 まず、96 ウェルマイクロプレートに 1×105 個 /well の細胞株を加え、

RPMI-1640 を添加し 24 時間培養した（5%CO2、37℃）。24 時間後、各ウェ

ルに様々な濃度に希釈した抗癌剤 100μL を加え、コントロール群としては

PBS のみ 100μL を投与し、さらに 24 時間培養した（5%CO2、37℃）。その

後、MTT 溶液 10μL を加え、4 時間培養し（5%CO2、37℃）（図１）、マイ

クロプレートリーダーで 450-550nm の吸光度（A）を測定した。細胞生存率は

Adrug/ Acontrol×100%で計算した。 
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図１．MTT 溶液を用いた IC50 の決定方法 

 癌細胞株に抗癌剤投与したのち、MTT assay を用いて吸光度を測定し

ICD50 を求めた。 

 

 

4）フローサイトメトリー 

 

フローサイトメトリーの機器は FACS canto II（BD Biosciences）を用い、

解析ソフトは FlowJo software V7.6.5（Tomy Digital Biology）を用いて行

った。 

 

① Annexin V-FITCならびにPropidium iodideを用いたフローサイトメトリー 

これまで細胞膜表面でのHSP70やCRTの発現による抗腫瘍効果に関する

報告では、ICD 細胞がネクローシス状態ではなくアポトーシス状態で抗腫瘍

効果を発揮すると報告されている 10-12。そのため、抗癌剤を暴露して作成し

た ICD 細胞がアポトーシス状態であることを確認するために、フローサイト

メトリーを用いて以下に記載する方法で解析した。 

6 ウェル培養プレートの 1 ウェルにつき 2.0mL の RPMI-1640 培養液に

1×106個/well の癌細胞株を播き、24 時間培養した（5%CO2、37℃）。MTT 

assay で調べた IC50 となる抗癌剤を 2.0mL/well 投与し、24 時間培養を行っ

た（5%CO2、37℃）。抗癌剤暴露 24 時間後の癌細胞株を ICD 細胞として回

収し、Annexin binding buffer（Miltenyi Biotec）添加 PBS 50μL 用いて 2

回洗浄した。洗浄後に Annexin V-FITC を 1μL 加え 15 分間反応させた（暗

所、4℃）。その後、癌細胞株を Annexin binding buffer 添加 PBS 50μL 用
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いて 2 回洗浄した。最後に propidium iodide（PI）（Miltenyi Biotec）で反

応させたのち、フローサートメトリーを行った。 

 

② CRT-FITC を用いたフローサイトメトリー 

  抗癌剤を暴露し作成した ICD 細胞の細胞膜表面での CRT の発現量を、フロ

ーサイトメトリーを用いて以下に記載する方法で解析した。 

ICD 細胞を①同様に作成したのち、ウシ血清アルブミン（Bovine serum 

albumin：BSA）（Sigma Aldrich）を含んだ 150μL の PBS（以下、BSA 添

加 PBS）で 2 回洗浄した。次に、BSA 添加 PBS50μL で癌細胞を攪拌し、抗

CRT polyclonal 抗体（Thermo Scientific）を 1μL 加えた後、iso-type ウサギ

イムノグロブリン分画（Dako）を加えて 15 分間反応させた（暗所、4℃）。

その後、BSA添加 PBSで 2回洗浄したのち、BSA添加PBS50μLで攪拌させ、

FITC 抗ウサギ IgG(H+L)（Jackson Immunoresearch）を 1μL 加え、反応さ

せた（暗所、15 分間、4℃）。最後に、BSA を添加 PBS で癌細胞を洗浄し、

フローサイトメトリーを行った。CT26 細胞株にミトキサントロン （MIT）を

暴露して作成した ICD 細胞の CRT 発現を確認したフローサイトメトリーの 1

例を図 2 に示す。CRT の発現量は陰性対照である isotype と比較し、

calreticulin-FITC を標識している細胞を細胞膜表面で CRT を発現している細

胞と定義し、その細胞数を比較・検討した。 

 

図 2．ICD 細胞の細胞膜表面での CRT の発現量の確認 

 CT26 細胞株にミトキサントロン（MIT）を暴露して作成した ICD 細胞

は、抗癌剤を暴露していない細胞（non treat）と比べて細胞膜表面での CRT

の発現量が増加していることが確認できた。 
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③ HLA class I-FITC を用いたフローサイトメトリー 

HLA class I の発現をフローサイトメトリーを用いて解析した。ICD 細胞を

①と同様に作成したのち、BSA 添加 PBS150μL で 2 回洗浄した。次に BSA

添加 PBS50μL で癌細胞を攪拌し、抗ヒト HLA-ABC PE（eBioScience）ま

たは FITC 抗マウス H-2 Kb（Biolegend）をマウス IgG2a K Isotype Control 

PE（eBioScience）と 15 分間反応させた（暗所、4℃）後、BSA 添加 PBS 150

μL で 2 回洗浄し、フローサイトメトリーを行った。 

 

 

5) 動物実験 

  

 「北海道大学動物実験に関する規定」に従って以下の実験を実施した。 

マウスは 5 週令の BALB/cAJcl と C57BL/6JJcl のメスを日本クレア株式会

社より購入した。マウスはそれぞれ PBS のみ注射した PBS 群、抗癌剤に暴露

されていない癌細胞株を移植した non-treat（NT）群のほか、抗癌剤暴露後の

ICD 細胞を移植した MIT 添加培養群、MMC 添加培養群、CPT-11 添加群、5FU

添加培養群、CDDP 添加培養群、GEM 添加培養群の 8 群に分けた。この８群

間において、ICD 細胞をワクチンとして接種した際の抗腫瘍効果を抗癌剤毎に

比較した。 

 PBS 群はマウスの左尾側に 100μL の PBS を注射し、その他の群は 100μL

の PBS に 1×106個の ICD 細胞を攪拌し左尾側に移植した。移植後 7 日目に抗

癌剤を暴露していない同種の癌細胞株を 100μL の PBS に 1×106個攪拌し、右

尾側に移植した。その後、2 日毎に腫瘍の観察を行い、右側に移植した腫瘍の

長径が 2cm を超えるか、潰瘍を形成したマウスは脱落とした。2 週間後に右側

に移植した腫瘍をすべて摘出したのち、腫瘍の大きさを比較し ICD 細胞の抗腫

瘍効果を検討した。また、大きさを計測後、腫瘍は免疫組織学的検討の検体と

して用いた（図 3）。脾臓はリンパ球抽出のために摘出した。 
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図 3．動物実験シェーマ 

 ICD 細胞をマウスの左尾側に注射し、マウスを免疫した。さらに、7 日後

に抗癌剤を暴露していない同種の癌細胞を右尾側に移植した。右尾側に生着

した腫瘍の大きさを比較・検討し、抗腫瘍効果を検証した。 

 

 

6) リンパ球の抽出と細胞傷害性測定試験  

 

ICD 細胞で免疫したマウスの脾臓を摘出しリンパ球を抽出した。摘出した脾

臓の皮膜下に mRPMI（RPMI 500mL+1%ペニシリン・ストレプトマイシン＋

0.5M メルカプトエタノール 50μL）を注射したのち、スライドグラスを用い

てすり潰し懸濁させた。この懸濁液をフィルターに通したのち、遠心分離を行

い（1200rpm、5 分間、4℃）、上清を除去した。次に、溶血剤である ACK

（10×NH4Cl lysis β、Thermo Fisher Scientific）を 1mL と mRPMI を 10mL

投与し、再び遠心分離した後、上清を除去し回収したペレットをリンパ球とし

て培養した。 

 本研究では、CT26 細胞株に CDDP を暴露し作成した ICD 細胞で免疫した

マウスから抽出したリンパ球を使用し、細胞傷害性測定試験（LDH assay）を

施行した 。96 ウェルマイクロプレートの各ウェルに CT26 細胞株を 1×104個
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/well 加え、RPMI-1640 を添加し 24 時間培養した（5%CO2、37℃の条件下）。

その後、各ウェルにリンパ球をそれぞれ 1×104個、1×105個加え、24 時間共培

養した（5%CO2、37℃）（図4）。最後にLDH assay反応混合液（LDH Cytotoxicity 

Detection Kit、タカラバイオ）を添加し、4 時間後にマイクロプレートリーダ

ーを用いて 490-492nm の吸光度を測定した。 

 

 

 

図 4. 細胞傷害性試験のシェーマ 

 脾臓から抽出したリンパ球を Effector 細胞、癌細胞株を Target 細胞とし

て共培養したのち、LDH assay を施行して Target 細胞の生存率を求めた。 

 

 

7) 免疫組織化学染色 

 

 免疫組織化学染色は通常のポリマー法を用いて行った。動物実験で採取した

検体のパラフィン包埋標本を 5μm に薄切し、スライドガラスに張り付けて切

片を作成した。キシレンで脱パラフィンを行い、再水和後、圧力鍋で 10 分間

処理した。過酸化水素水で 15 分間内因性ペルオキシターゼ活性を賦活化した。

1% Tween-20 を含有した PBS で 3 回洗浄後に、10%正常ヤギ血清（ニチレイ）

に浸した（30 分間）。その後、一次抗体である CD3 抗体（400 倍希釈）（Bioss）
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と陰性対照ラットポリクローナル抗体（400 倍希釈）（Gene Tex）に一晩、4℃

で反応させた。反応後に 3 回洗浄し、二次抗体としてペルオキシダーゼ標識抗

マウス/ウサギ IgG ポリクローナル抗体（Histofine Simple Stain MAX PO、ニ

チレイ）で反応させた（30 分）。洗浄後にヘマトキシリンで核染色を行った（15

分）。 

 

 

8) 腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞のスコアリング 

 

 動物実験で採取した検体の抗腫瘍効果を検討するため、HPM（×200）で 10

視野以上を確認し、そのうち腫瘍周囲に浸潤している CD3 陽性 T 細胞が最も

多い 5 視野を選択したのち、CD3 陽性 T 細胞数の中央値を求めた。 

 

 

9) 統計学的分析 

 

 マウスに生着した腫瘍の大きさの比較、腫瘍浸潤 CD3陽性 T細胞数の比較、

細胞障害性試験における細胞生存率の比較は Mann-Whitney U test を用いて

検討した。回帰分析は回帰直線と回帰係数を用いて分析した。相関係数Rは0<R

≦0.2 を相関なし、0.2<R≦0.4 を弱い相関あり、0.4<R≦0.7 を中程度の相関あ

り、0.7<R<1.0 を強い相関ありとし、p 値は 0.05 未満を有意差ありとした。こ

れらの統計分析は Statview J version 5.0（SAS Institute）を用いて行った。  
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                          実験結果 

 

1) 抗癌剤暴露量の決定と CRT 発現量の検討 

  

 免疫原性を有する理想的な ICD の状態を設定するために、MTT assay を施

行して IC50 を求めることで、抗癌剤暴露後の癌細胞株が 50%以上 100%未満

で死滅する濃度を抗癌剤投与量とした。その後、 ICD 細胞に対して Annexin 

V-FITC と PI の二重染色を行い、フローサイトメトリーで Annexin V-FITC と

PI 共に蛍光染色した細胞をネクローシス細胞、Annexin V-FITC のみ蛍光染色

した細胞をアポトーシス細胞として比較した。その結果、細胞株の種類、暴露

する抗癌剤の種類によりアポトーシス細胞数の割合は異なるが、アポトーシス

細胞が存在していることが確認できた（図 5）。また、細胞膜表面での CRT の

発現は、抗癌剤を暴露し作成した ICD 細胞において、抗癌剤を暴露していない

癌細胞株である NT 群と比べ、すべての群で CRT の発現量が増加しているだ

けではなく、抗癌剤の種類によって CRT の発現量は異なっていた（図 6）。 

 

図 5．癌細胞株に対する抗癌剤投与後のアポトーシスとネクローシスの割合 

 ICD 細胞におけるアポトーシス細胞数は、癌細胞株の種類、抗癌剤の種

類により異なっていた。 
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図 6. ICD 細胞における細胞膜表面での CRT 発現量の比較 

 ICD 細胞表面での CRT 発現量は、細胞株の種類と暴露した抗癌剤の種類

により異なっていた。また、ICD 細胞では抗癌剤を暴露していない癌細胞

（NT 群）よりも CRT の発現量が多かった。 
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2) 動物実験における抗腫瘍効果の検証 

  

 CT26 細胞株を用いた実験において、抗癌剤を暴露していない CT26 細胞株

を注射し免疫した NT 群は、右尾側に癌細胞株を移植後に生着した腫瘍サイズ

の中央値は 1303mm3であったが、MIT を暴露後の ICD 細胞で免疫した MIT

添加培養群は、腫瘍サイズの中央値は 50mm3 であり、有意に小さかった

（p=0.009）。一方、CPT-11 や MMC に暴露後の ICD 細胞で免疫したマウス

は、腫瘍サイズの中央値が、それぞれ 1346 mm3、1127mm3であり、NT 群と

比べて統計学的に有意差はなく抗腫瘍効果の増強は認められなかった

（p=0.4647、p＝0.9168）。 

また、MIT や CDDP を暴露した ICD 細胞は、CT26 細胞株、B16 細胞株、

LLC 細胞株全ての細胞株に対して抗腫瘍効果が確認できた。しかし、GEM を

暴露して作成した ICD 細胞は、CT26 細胞株、B16 細胞株に対しては抗腫瘍効

果が確認できたが、LLC 細胞株では確認できず、ある種の癌細胞株に対して抗

腫瘍効果が発揮される ICD 細胞が、すべての癌細胞株に対して抗腫瘍効果を増

強させるわけではないことが確認できた（表 3）。今回、B16 細胞株において

は、CPT-11 群のマウスは全て潰瘍を形成したため、検討対象外とした。 
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表 3．生着した腫瘍の大きさの比較 

 動物実験で得られた腫瘍の大きさは、暴露した抗癌剤の種類、細胞株の

種類によって異なっていた。 

  抗癌剤              腫瘍体積         p value 

CT26 細胞株 

   MIT  50  （0-156.8）  0.009 

   MMC  1127 （221-2157）  0.9168 

   CPT-11  1346 （259.6-4766）  0.4647 

   CDDP  203  （0-795）  0.0283 

   5FU  705  （0-2464）  0.2506 

   GEM  113  （0-399.4）  0.0163 

   NT  1303 （205.1-1950） 

 

B16 細胞株   

   MIT  436  （0-716.9）   0.0163 

  MMC  940  （189.4-1277）  0.3472 

  CDDP  76   （0-253.2）   0.009 

   5FU  645  （193.4-1531.2）  0.1416 

   GEM  23   （0-69.9）  0.0253 

   NT  1381 （580.2-2691.5） 

 

LLC 細胞株  

   MIT  55 （0-160.2）  0.0062 

  MMC  314 （194.4-411.3）  0.1003 

  CPT-11  389 （136-753.2）  0.4652 

  CDDP  89 （0-259.7）  0.0062 

  5FU  331 （95.9-539.2）  0.1441 

   GEM  443 （67.5-696.2）  0.8312 

   NT  1668  （809.3-3906.6） 
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3）CRT 発現量と抗腫瘍効果の検討 

  

 ICD細胞の細胞膜表面でのCRTの発現量と、移植腫瘍の大きさとの間には、

CT26 細胞株を使用した群では相関係数が R=0.266（p=0.056）と弱い相関関係

であったが、B16 細胞株を使用した群では R=0.547（p＝0.062）と中程度の相

関関係、LLC 細胞株を使用した群では R=0.756（p=0.0025）と強い相関関係

が認められた（図 7）。 

 

 

 

図 7．ICD 細胞の CRT の発現量と腫瘍の大きさの関係 

 ICD 細胞の CRT の発現量は抗癌剤の種類によって異なっていた。また、

CRT の発現量が高いほど、マウスに移植した腫瘍の大きさは小さく、ICD

細胞の抗腫瘍効果が確認された。また、CRT の発現量と腫瘍の大きさには相

関関係が認められた。 
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4）CRT 発現量と腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞数の検討 

 

 ICD 細胞で免疫後に癌細胞株を移植し、生着した腫瘍の周囲に浸潤した CD3

陽性 T 細胞数を検討した（図 8）。抗癌剤の種類や癌細胞株の種類によって、

NT 群と比較し腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞数が有意に多いもの、差がないものな

ど様々であった（図 9）。また、B16 細胞株に MMC を暴露した群や、LLC 細

胞株に GEM を暴露した群のように NT 群よりも CD3 陽性 T 細胞数が少ない

群も認められた。 

 ICD 細胞で免疫したマウスに生着した腫瘍の周囲に浸潤した腫瘍浸潤 CD3

陽性 T 細胞の数と、フローサイトメトリーで調べた ICD 細胞の細胞膜表面で

の CRT の発現量には、CT26 細胞株を使用した群では相関係数 R=0.421、

（p=0.055）、B16 細胞株を使用した群では R=0.597（p=0.084）、LLC 細胞

株を使用した群では R=0.66（p＝0.089）と中等度の相関関係が認められ、CRT

の発現が CD3 陽性 T 細胞を誘導し、抗腫瘍効果を発揮する可能性が示唆され

た（図 10）。 

 

  

 

図 8．免疫染色による腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞の検討 

腫瘍周囲に浸潤している CD3 陽性 T 細胞が最も多い 5 視野を選び、CD3

陽性 T 細胞数の中央値を求めた。 
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図 9．腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞数の比較 

 MIT を暴露し作成した ICD 細胞で免疫したマウスは、CT26 細胞株を用

いた群で p<0.0001、B16 細胞株を用いた群では p=0.001、LLC 細胞株を用

いた群で p=0.0007 と、すべての細胞株において NT 群よりも腫瘍浸潤 CD3

陽性 T 細胞数が有意に多かった。しかし、他の抗癌剤は癌細胞株の種類によ

って、NT 群と比較し腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞数が有意に多いもの、差が

ないものなど様々であった（＊: p<0.05）。 
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図 10． CRT の発現量と腫瘍浸潤 CD3 陽性 T 細胞の数の比較・検討 

 フローサイトメトリーで確認した ICD 細胞膜表面の CRT 発現量は、腫瘍

浸潤 CD3 陽性 T 細胞の数との間には正の相関関係が認められ、CRT の発現

量の増加に伴い CD3 陽性 T 細胞が増加していた。 

 

5）ICD 細胞による細胞傷害活性試験 

 CT26 細胞株に CDDP を暴露して作成した ICD 細胞をマウスに注射し免疫

したのち、そのマウスの脾臓からリンパ球を抽出した。そのリンパ球を Effector

細胞とし、CT26 細胞株を Target 細胞として Effector: Target 比（以下、E: T

比）1：1、10：1 で共培養したのち、LDH assay を施行して、リンパ球の細胞

傷害活性を確認した。その結果、CT26 細胞株の生存率が有意に低下していた

（図 11）。脾臓から抽出したリンパ球で細胞傷害活性が確認できたことより、

抗腫瘍効果は局所の反応ではなく、全身性の反応であることが確認できた。 
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図 1１.LDH assay による細胞傷害性測定試験 

 CT26細胞株で作成した ICD細胞で免疫したマウスの脾臓からリンパ球を

抽出し、そのリンパ球を用いて細胞傷害性測定試験を施行したところ、CT26

細胞株の生存率が有意に低下しており（E: T比 1:1、10:1ともにp=0.0495）、

CT26 細胞株に対して抗腫瘍効果を発揮していた（＊: p<0.05）。 

 

6) CRT 発現量と HLA class I 発現量の検討 

  

 ヒト食道扁平上皮癌細胞株（TE8、HEC46）とヒト膵癌細胞株（PK-9、AsPC-1、

SUIT-2）を用いて ICD 細胞を作成し、フローサイトメトリーで細胞膜表面で

の CRT の発現量と HLA class I の発現量を比較・検討した。抗癌剤の暴露量は

マウス癌細胞株と同様に MTT assay を用いて決定した。細胞膜表面での CRT

の発現量は、癌細胞株の種類、抗癌剤の種類によって異なっていた（図 12）。

また、抗癌剤を暴露して作成した ICD 細胞は、抗癌剤を暴露していない NT 群

よりも CRT の発現量が増加していた。それに加え、ICD 細胞の HLA class I

の発現量は、癌細胞株の種類、抗癌剤の種類によって異なっており、NT 群よ

りも HLA class I の発現量は増加していた（図 13）。細胞膜表面での CRT の

発現量と HLA class I の発現量は、相関係数 R=0.394（p<0.0001）とやや弱い

が相関関係が認められた（図 14）。以上より、ヒト癌細胞株において CRT の

細胞膜表面での発現量の増加は HLA class I pathway を介して、宿主の免疫応

答を増強する可能性が示唆された。 
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図 12．ヒト癌細胞株に抗癌剤を暴露した ICD 細胞における CRT の発現量 

 マウス癌細胞株と同様に、ヒト癌細胞株に抗癌剤を暴露して作成した ICD

細胞のCRT発現量は、抗癌剤を暴露していないNT群よりも増強していた。

また、使用する癌細胞株、抗癌剤によりその発現量は異なっていた。 

 

 

 



 24 

 

 

図 13．ヒト癌細胞株に抗癌剤を投与した ICD 細胞の HLA class I の発現量 

 ICD 細胞の HLA class I の発現量は、抗癌剤を暴露していない NT 群より

も増強していた。また、使用する癌細胞株、抗癌剤によりその発現量は異な

っていた。 
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図 14．ヒト癌細胞株における細胞膜表面での CRT の発現量と HLA Class I

の発現量の検討 

 ヒト癌細胞株に抗癌剤を暴露し作成した ICD 細胞において、CRT の発現

量が増加すると、HLA Class I の発現量も増加しており、正の相関関係が認

められた（R=0.394）。 
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                                 考察 

 

一般的に、抗癌剤は DNA 合成阻害やチューブリン合成阻害などのメカニズ

ムにより腫瘍細胞に対して殺細胞効果を発揮するが 17、近年これらの効果以外

に腫瘍局所の微小環境や宿主の免疫原性を改善させる効果も有することが報告

がされている 9、13-14、18-19。教室では、これまでに腫瘍浸潤 T 細胞が腫瘍の微小

環境や予後に影響を与えることを食道癌、肺非小細胞癌、膵癌において報告し

20-22、さらに、術前化学療法施行後に切除した食道癌や膵臓癌標本において腫

瘍の微小環境が改善していたことを報告してきた 23-24。すなわち、術前に化学

療法を施行した食道癌患者の切除検体では、化学療法を施行していない患者の

切除検体と比較して、CD4 陽性 T 細胞数と CD8 陽性 T 細胞数が有意に多く認

められた。また、術前に放射線化学療法を施行した膵臓癌患者の切除検体では、

放射線化学療法を施行していない患者の切除検体と比較して、制御性 T 細胞で

ある Foxp3 陽性 T 細胞の数が有意に少なかった。以上のように抗癌剤が癌局所

環境を修飾することは明らかとなったが、そのメカニズムに関しては、これま

で詳細が不明であった。 

 Immunogenic cell death（ICD）は癌細胞に対する免疫応答を賦活し、抗腫

瘍効果を発揮する細胞死形態である。2005 年、Casares ら 25 は癌細胞株に抗

癌剤を暴露することにより ICD 細胞を作成し、それを用いて宿主を免疫するこ

とにより ICD を誘導し、免疫誘導を惹起することができたと報告した。次いで

Obeid ら 15は、ICD 細胞が抗腫瘍効果を発揮するには、細胞膜表面での CRT

の発現が重要であることを発見し、CT26 細胞株に対してアントラサイクリン

系の MIT を暴露し作成した ICD 細胞において、細胞膜表面での CRT の発現量

増加を証明しただけではなく、in vivo の実験系において ICD 細胞の抗腫瘍効

果が確認できたと報告した。これらの報告に加え、Gameiro ら 26-27は抗癌剤暴

露だけではなく、放射線を照射し作成した ICD 細胞も、細胞膜表面での CRT

の発現が増強すると報告したが、その発現を増強させるメカニズムは不明であ

った。 

 このような状況の中、本研究では ICD 細胞を作成するための抗癌剤暴露量の

決定、CRT の発現量を増加させるためのメカニズムの解明、CRT 発現の強弱
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による抗腫瘍効果の有無をマウス癌細胞株、ヒト癌細胞株を用いて包括的に比

較・検討することを目的とした。 

 まず、ICD 細胞を作成するための抗癌剤暴露量に関し、これまでの報告では

CRT 発現量やアポトーシス状態に関して一定の明確な基準がなかった 7、14、16。

Hodge ら 16は高濃度の抗癌剤を投与した際は、CRT が全く発現していなかっ

たと報告しており、CRT を発現させるためには暴露する抗癌剤は低容量である

必要があり、本研究では MTT assay を用いて求めた IC50 を、ICD 細胞作成の

際の暴露量と決定した。元来、アポトーシスの作用は恒常性維持のため不要に

なった細胞や害となる細胞を取り除くための細胞死機構であるが、通常の細胞

ではアポトーシスが起こると細胞内のリン脂質ホスファチジルセリンが細胞膜

表面に発現し、いわゆる”eat me “シグナルを提示し、マクロファージや好中球

などに貪食されることが知られている 28。同様のメカニズムで、癌細胞はアポ

トーシスを起こすと細胞膜表面に CRT を発現し、”eat me”シグナルを提示する

ことにより抗腫瘍効果を発揮すると考えられ、ICD 細胞はアポトーシス状態で

あることが重要であると考えた。そこで、本研究ではフローサイトメトリーを

用いて、アポトーシス細胞が存在することを確認することにした。その結果、

細胞株の種類や抗癌剤の種類により、アポトーシス細胞数の割合は異なるが、

アポトーシス細胞が存在していることを確認することができた。 

 次に、抗癌剤が CRT の発現量を増強させるためのメカニズムの解明に関し、

これまでアポトーシスが CRT の発現に重要な役割を果たすと考えられてきた

が、CRT の発現を増強させる詳細なメカニズムは不明であった 14-15、29。本研

究においても、アポトーシス細胞が存在していることや、ICD 細胞の細胞膜表

面での CRT の発現が確認できたが、そのメカニズムの解明には至らなかった。 

 動物実験におけるCRTの発現と抗腫瘍効果の関係に関しては、本研究では

ICD細胞で免疫したマウスに対して同種の癌細胞を移植し、生着した腫瘍のサ

イズを比較・検討することにより抗腫瘍効果を確認する実験系を作成した。こ

れまではCRTの発現が増強しているICD細胞を動物実験で用いることが多かっ

たが14、30、本研究ではCRTの発現量の少ないICD細胞も含めて動物実験を行い、

その腫瘍サイズを比較・検討した。その結果、ICD細胞の抗腫瘍効果が確認で
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きただけではなく、CRTの発現量と腫瘍サイズには相関関係があることが確認

できた。 

さらに、このメカニズムを解明するために免疫組織学的染色を用いて、腫瘍

周囲に浸潤するCD3陽性T細胞数を比較・検討した。腫瘍周囲に浸潤するCD4

陽性T細胞数やCD8陽性T細胞数が多い癌患者は予後が良好であると報告され

ているが、CD3陽性T細胞数が多い患者も同様に予後が良好であると報告され

ている31。本研究では、抗腫瘍効果が確認された宿主に生着した腫瘍は、腫瘍

周囲に浸潤しているCD3陽性T細胞が増加しているだけではなく、その細胞数

とCRTの発現量との間には相関関係が認められた。以上より、ICD細胞はCRT

を発現することにより、腫瘍周囲へのCD3陽性T細胞の浸潤を介して、腫瘍局

所の微小環境を改善し、抗腫瘍効果を発揮する可能性が示唆された。 

 最後に、ヒト癌細胞株において、抗癌剤暴露後のICD細胞ではHLA class I

発現とCRTの発現との間に関係性がないとの報告もあるが、Delら32は細胞膜表

面でのHLA class Iと細胞質内でのCRTの糖鎖修飾が関係していると報告して

おり、一定の見解は得られていないのが現状である33-34。本研究では、ヒト癌

細胞株において抗癌剤投与により細胞膜表面でのCRTの発現量が増強するだ

けではなく、HLA class Iの発現も増強しており、それらの間には相関関係も認

められた。以上より、ヒト癌細胞株においてCRTの発現の増強は、HLA class I

の発現上昇を介して腫瘍の微小環境を改善する可能性が示唆された。今後、臨

床検体を用いて、術前化学療法の有無によるCRTの発現やHLA class Iの発現と

予後に関する比較・検討が必要である。 

 臨床の場において、癌種により抗癌剤治療の key drug は異なってくる。ま

た同じ癌種であっても抗癌剤の至適投与量や組み合わせる抗癌剤の種類が異な

ってくる。本研究においても癌種によって抗癌剤の至適投与量や抗腫瘍効果は

異なっていたが、同じ癌種においても個々の細胞株によって ICD 細胞の CRT

の発現量が異なっており、抗癌剤治療は癌種による抗癌剤の選択だけではなく、

患者ごとに個別の治療選択が必要であると考えられる。また、CRT の発現には

腫瘍細胞がアポトーシス状態であることが必要といわれているが、低容量の抗

癌剤投与であっても癌細胞がアポトーシスを起こすことにより CRT を細胞膜

表面に発現し、直接的な殺細胞効果に依らない効腫瘍効果を発揮することが可
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能となる。このメカニズムにより、抗癌剤治療は抗癌剤本来の作用である細胞

毒性だけではなく、抗癌剤により誘導される免疫原性の亢進を介した抗腫瘍効

果の増強も期待できる。それに加え、高齢者や合併症の多い癌患者に対しては、

低用量の抗癌剤投与であっても腫瘍局所の微小環境と宿主の免疫応答を改善に

よる抗腫瘍効果を期待できるだけでなく、副作用も軽減できる可能性がある。 

 今後、より効果的に CRT の発現を増強するメカニズムに関する研究や、臨

床検体を用いて術前化学療法の有無による CRT の発現と予後の比較検討が必

要であると考えられた。 
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               総括及び結論 

    

① 本研究から得られた新知見 

・低用量の抗癌剤を暴露して作成した ICD 細胞は、動物実験において抗腫瘍効

果が確認できた。 

 

・動物実験において、ICD 細胞における細胞膜表面での CRT の発現量と抗腫

瘍効果には相関関係が認められた。 

 

・動物実験で採取した腫瘍の周囲に浸潤していた CD3 陽性 T 細胞数と、細胞

膜表面での CRT の発現量との間には相関関係が認められた。 

 

・ヒト癌細胞株において、ICD 細胞における CRT の発現量と HLA class I の

発現量に相関関係が認められた。 

 

② 新知見の意義 

 細胞膜表面での CRT の発現は、HLA class I 発現を介して腫瘍周囲の微小環

境を変化させ、抗腫瘍効果を発揮することが示唆された。これまで、抗癌剤治

療は免疫抑制効果があると考えられてきたが、癌種や使用する抗癌剤の種類に

よっては、免疫原性の亢進による抗腫瘍効果を発揮する。これにより、抗癌剤

治療は抗癌剤本来の作用である細胞毒性だけではなく、抗癌剤により誘導され

る免疫原性の亢進を介した抗腫瘍効果の両者が期待できる。 

 

③ 新知見に基づき今後展開されうる研究と課題 

・CRT の発現量が抗腫瘍効果と相関関係にあったが、今後、発現量を増加させ

るメカニズムの解明が必要である。 

 

・ヒト癌細胞株を用いて CRT の発現と HLA class I の発現には相関関係が認め

られたが、今後臨床検体を用いた免疫染色で、術前化学療法の有無により CRT

の発現と予後の比較検討が必要である。 
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