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要旨 
 
【背景と目的】 がん治療としては従来の手術療法、放射線療法、化学療法の三大治

療法に加え、近年開発された免疫チェックポイント阻害剤（Immune checkpoint 
blockade; ICB）を用いた免疫療法があり、これらの治療法を組み合わせた治療が行わ

れている。ICBが様々ながんにおいて高い治療効果を示し、生存率の改善および完治

例の増加がみられている。しかし、がんが治療に対して抵抗性となり、再発及び転移

を示す症例は未だ多く報告されている。近年、ICB に対して治療抵抗性を獲得した腫

瘍の微小環境において、腫瘍関連マクロファージ（TAM）の浸潤が増加すると報告さ

れている。TAM はコロニー刺激因子 1受容体（CSF-1R）を発現している。CSF-1R
のリガンド、インターロイキン（IL）-34 は卵巣がん、大腸がんなど様々ながん組織

にて発現が報告されている。これまでの研究にて、ドキソルビシンなどの抗がん剤に

抵抗性となった腫瘍にて IL-34 の発現増加が認められたことから、IL-34 が誘導する

TAM が治療抵抗性に関与する可能性が示唆された。これらにより、IL-34発現を制御

することにより治療抵抗性が改善することが期待される。しかし、転写レベルで IL-
34の発現を制御するメカニズムは未だ不明である。IL-34の転写調節因子を明らかに

するために、IL-34 発現阻害の可能性がある低分子化合物に着目し解析を試みた（第

1 章）。また、ICBに抵抗性を示す腫瘍における IL-34の作用機序はこれまで明らかに

されていない。そこで ICB 抵抗性腫瘍を用い、同サイトカインの役割とその阻害によ

る治療効果の変化について検討を行うこととした（第 2章）。 
 
【方法と結果】（第1 章）NCBIデータベースの探索にて、IL-34 発現を減少させる可

能性を持つ低分子化合物としてBETファミリー阻害剤 JQ1が候補に挙がった。恒常

的に IL-34 を産生するマウス卵巣がん細胞株 OV3121-Ras4 と HM-1 に対し JQ1 を

添加して培養を行ったところ、両方の細胞にて Il34 遺伝子及び IL-34タンパク質の発

現が有意に低下した。JQ1 はBrd2、Brd3、Brd4、Brdtを含むBETファミリー分子

を標的とする薬剤である。そのうち Brd4 は転写調節因子として知られており、Il34
の転写制御に関与する可能性を考えた。Il34 遺伝子上における Brd4 の結合可能な部

位をEnsembl Genomeデータベースから探索した。推定プロモーター領域を中心に、

4 つの部分を任意に決め、その部分に対する Brd4 の結合をクロマチン免疫沈降法

（ChIP-qPCR）にて解析した。その結果 Brd4 は Il34 遺伝子上エクソン 1 の領域に

結合することが判明し同部位にプロモーター活性があることが示唆された。続いてマ

ウス生体を用い、JQ1 の投与による Il34 の発現抑制が腫瘍の増大にどのような影響

を及ぼすか検討を行った。マウスにHM-1 を皮下移植後、JQ1を腹腔内に投与し腫瘍
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サイズを観察した。27 日の時点で JQ1 投与群において有意に腫瘍の成長が抑制され

ることが分かった。 
（第2 章）マウス大腸がん細胞株CT26に対し、Il34 遺伝子を強制発現（Il34 OE）さ

せると ICB に抵抗性となり、Il34遺伝子をノックアウト（Il34 KO）すると ICB に感

受性があることが以前の研究で観察されている。本研究では Il34 OEと Il34 KOの組織

学的な違いをHE染色法及び免疫染色法にて解析した。その結果、Il34 KOの組織にて

リンパ球ならびに Nos2 陽性マクロファージの浸潤が増加していた。さらに、Il34 OE

にて抗PD-1 と抗 IL-34 抗体を併用投与することにより、これまで観察されなかった

リンパ球の浸潤が出現し、Nos2 陽性マクロファージの浸潤が増加していた。同様に、

IL-34 を恒常的に発現するマウス乳がん細胞株 4T1 においても、ICB 感受性がある

Il34 KOではNos2陽性マクロファージの浸潤は増加していることが分かった。マウス

モデルにて IL-34阻害による治療抵抗性の低減が観察されたため、ヒトがん組織にお

いても同様なことが観察されるかpatient-derived xenograft（PDX）モデルを用いて

検討した。PDX モデルの作製のために、まず投与する抗体ならびに移植するヒトがん

患者由来組織を検討した。ヒト末梢血単核球に recombinant human IL-34（rhIL-34）
を加えて培養する系において抗 IL-34抗体をいくつか添加し、阻害効果がある抗体を

選択した。次に、PDX 組織を保有する DNA Link 社のデータベースから IL34 及び

CD274（programmed death-ligand 1; PD-L1）を発現するヒト由来がん組織を選択

し、免疫染色法にて実際の発現量を検討して移植する組織を決めた。最後に免疫不全

マウスにヒト胎児肝臓由来 CD34 陽性造血幹細胞を移植する免疫ヒト化 PDX マウス

に抗PD-1及び抗 IL-34抗体の併用投与を 28日間行った。腫瘍成長を観察した結果、

抗 PD-1 もしくは抗 IL-34 抗体の単独投与に比較し、併用投与群にて平均腫瘍サイズ

が小さい個体を認めた。併用投与群の3 匹中 1匹は腫瘍組織が液状化していた。各個

体において HE 染色を行った結果、併用投与群のみにてリンパ球の浸潤が見られた。 
 
【考察】（第 1章）Il34プロモーター領域にBrd4 が結合することで発現調節が行われ

るものの、何が Brd4 の結合を促進させているかは未だ分かっていない。したがって

今後の課題は Il34プロモーター領域とBrd4の結合を促進させるメカニズムの解明で

ある。Runx1やNF-κBのような転写因子が Il34 遺伝子発現に関連していると知られ

ているため、Brd4 以外にもRunx1 やNF-κBと関連する転写調節因子を検討する必

要があると考えられる。また JQ1 のみでは Il34 発現が完全に抑制できなかったこと

から、Il34発現を調節する他のシグナリング経路や転写調節因子の存在が推測される。

この点については関連転写制御因子に対するスクリーニング等で明らかになると期待

される。最後に、Brd4は様々な腫瘍関連転写因子を制御することが知られている。本
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研究で観察された JQ1 の抗腫瘍効果は IL-34 の阻害によるものか、他の腫瘍関連転

写因子の制御による付加的な現象なのかを検討する必要があると考えられる。 
（第2 章）Il34 KO細胞株の作製や抗 IL-34抗体の投与実験により IL-34 特異的な阻害

を行った結果、ICB 抵抗性の原因として腫瘍組織における炎症作用を誘導する Nos2
発現マクロファージならびにリンパ球浸潤の減少がその要因として考えられた。PDX
モデルにおいて抗 IL-34抗体併用群では腫瘍の大きさが顕著に小さいものや内部が液

状化したものが認められたことから、併用投与により抗腫瘍反応が誘導された可能性

がある（ただし、統計学的な有意差は得られなかった）。また、PDX モデルにて抗 IL-
34抗体の単独投与群では腫瘍が縮小したマウスは観察できず、抗PD-1 抗体との併用

のみで IL-34 阻害効果が見られることが分かった。すなわちT細胞による抗腫瘍反応

が存在しない場合には、IL-34の阻害効果は得られないと推察された。 
 
【結論】（第 1章）Brd4は Il34遺伝子の転写調節因子の一つであり、エクソン 1領域

に存在するプロモーター領域に結合する。JQ1は Il34へのBrd4の結合を阻害する低

分子化合物である。マウス生体を用いた実験で、JQ1を投与し Il34の発現を抑制する

ことにより腫瘍の成長が低下したことから、IL-34 発現の転写レベルでの調節は抗腫

瘍効果を改善しうる可能性がある。 
（第2 章）IL-34を発現する ICB抵抗性腫瘍ではリンパ球及びNos2 陽性マクロファ

ージの浸潤が低下する。IL-34 を発現するヒトがん組織を用いた免疫ヒト化 PDX モ

デルを樹立した。従来の治療法に加え治療抵抗性因子の阻害併用療法の効果を検討す

るのに活用できる可能性が示唆された。 
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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とおりである。 
Ab    Antibody 
Arg1   Arginase1 
BET    Bromodomain and extra-terminal motif 
BRD    Bromodomain 
BRDT    Bromodomain testis associated 
BSA    Bovine serum albumin 
CD    Cluster of differentiation 
CDK    Cyclin-dependent kinase 
cDNA   Complementary DNA 
ChIP   Chromatin immunoprecipitation 
Citta    Class II major histocompatibility complex transactivator 
CSF-1    Colony stimulating factor-1  
CSF-1R   Colony stimulating factor-1 receptor 
CTLA-4   Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4 
CXCL   Chemokine (C-X-C motif) ligand 
CycT1    Cyclin-T1 
DAB    3,3'-Diaminobenzidine 
DAPI    4’6-Diamidino-2-phenylindole 
DMSO   Dimethyl sulfoxide 
EDTA   Ethylene-diamine-tetraacetic acid 
EF1α    Elongation factor 1 alpha 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS    Fetal bovine serum 
GEO    Gene expression omnibus 
GFP    Green fluorescent protein 
HE    Hematoxylin-eosin 
HRP    Horseradish peroxidase 
HuNSG   Humanized NOD scid gamma 
IFNγ    Interferon gamma 
IL    Interleukin 
KO    Knockout 
LDB1   LIM domain binding 1 
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Mcp1    Monocyte chemoattractant protein1 
MED    Mediator complex 
MEK    Mitogen-activated protein kinase kinase 
MEM    Minimum essential medium 
mRNA   Messenger RNA 
MTT    3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 
NCBI    National Ccenter for Bbiotechnology Iinformation 
ND    Not detected 
NF-κB   Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer-of activated B cell 
NGS    Next-generation sequencing 
Nos2    Nitric oxide synthase 2, inducible 
NS    Not significant 
OCT    Optimal cutting temperature compound 
P-TEFb   Positive transcription elongation factor b 
PAMPs   Pathogen-associated molecular patterns 
PBS    Phosphate buffered saline 
PD-1    Programmed cell death protein-1 
PD-L1   Programmed cell death-ligand 1 
PDX    Patient derived xenografts 
Pol II    RNA Polymerase II 
PTP-ζ   Protein-tyrosine phosphatase-zeta 
qPCR    Quantitaive polymerase chain reaction 
rhIL-34   Recombinant human IL-34 
RMA    Robust Multichip-array Average 
RPMI1640   Roswell Park Memorial Institute1640  
RUNX1   Runt-related transcription factor 1  
S.C.    Subcutaneous 
SDC-1   Syndecan-1 
SDS    Sodium dodecyl sulfate 
TAM    Tumor-associated macrophage 
TGF-β   Transforming growth factor beta 
TME    Tumor microenvironment 
TNF-α   Tumor necrosis factor-alpha 
Treg    Regulatory T cell 
  



8 
 

緒言 
 
現在がんは日本人の主要な死亡原因の一つであり、2 人に 1 人は生涯のうち一回は

がんに罹患し、男性の場合は4 人に 1人が、女性の場合は6人に 1人ががんで死亡す

る（国立がん研究センターがん情報サービス）。世界におけるがんの罹患率は国や地域

によって異なるが、年々増加する傾向を示している。2018年の統計によると世界の6
人に 1人ががんで死亡しており、心血管疾患に続いて死因の第 2位であった(Bray et 
al., 2018)。がんの治療方法としては従来の手術療法、放射線療法、化学療法の三大治

療法に加え、近年開発された ICBを用いた免疫療法があり、これらの治療法を組み合

わせた治療が行われている。その結果、様々ながん種において高い治療効果が得られ、

生存率の改善および完治例の増加が報告されるようなった (Sung et al., 2021)。しか

し、免疫療法の治療効果にもかかわらず、再発及び転移などの治療抵抗性を獲得した

症例が多数報告されている(Postow et al., 2015; Schadendorf et al., 2015; Sharma et 
al., 2017)。これらの治療抵抗性獲得メカニズムを明らかにするためにがん細胞内シグ

ナリング、がん幹細胞、代謝などの様々な分野で研究が進められている。近年はがん

細胞に限らず、腫瘍微小環境を構築している要素とがん細胞のネットワークが治療抵

抗性を誘導する原因として注目されている。 
 
 腫瘍組織内には、がん細胞を中心とし、腫瘍組織の支持構造を構成する間質細胞と

細胞外マトリックスが周辺に存在し、マクロファージ、リンパ球などの免疫細胞と細

胞間相互作用に関与するサイトカインが混在している (Baghban et al., 2020)。ICB
に対して治療抵抗性を獲得した腫瘍微小環境において、制御性 T 細胞（Treg）及び

TAM の浸潤が増加すると報告されている(Chaudhary and Elkord, 2016; Li et al., 
2020; Pan et al., 2020)。 
 

Treg は細胞傷害性Tリンパ球抗原-4（CTLA-4）を介してキラーT 細胞やヘルパー

T 細胞と樹状細胞との結合を阻止することや、トランスフォーミング増殖因子（TGF-
β）、IL-10 などの抑制性サイトカインを産生することが報告されている (Tanaka and 
Sakaguchi, 2016)。TAM はPD-L1 を発現してT細胞、B細胞、NK 細胞と結合する

ことで免疫反応を抑制する(Kumar et al., 2016; Davidov et al., 2020)。また、T細胞

の活性化に必要なアミノ酸を分解する酵素を産生し、T 細胞を疲弊させる(Jiang, Li 
and Zhu, 2015)。さらにTAM は血管新生、がん細胞の増殖と浸潤能の亢進にも寄与

している (Pollard, 2004; Condeelis and Pollard, 2006)。そのため、TAM の浸潤、分

化マーカーをターゲットとした治療法開発の研究が進められている (Cotechini, 
Medler and Coussens, 2015)。 
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TAMとその前駆細胞である単球はCSF-1Rを発現している(Inamura et al., 2018)。

CSF-1R のリガンドとして二つの分子が知られている。従来は、CSF-1R の発見以来

コロニー刺激因子 1（CSF-1）が唯一のリガンドとして同定されていた (Sherr, 
Roussel and Rettenmier, 1988)。2002年、CSF-1R 欠損マウス（Csf1r－/Csf1r－）に

おいて骨減少症が重篤であり、全身のマクロファージが枯渇していることが発見され

た。一方でCSF-1 欠損マウス（Csf1op/Csf1 op）においては脳のミクログリアと皮膚の

ランゲルハンス細胞は比較的に正常な数を示した(Dai et al., 2002)。従って、CSF-1R
に対する新規のリガンドが存在することが予測された。2008年、単球の生存に関わる

分泌型タンパク質の同定を目的にCSF-1Rの特異的阻害剤や阻害抗体を用いた実験が

行われた。この時に初めてCSF-1Rに対する新たなリガンドとして IL-34が発見され

た (Lin et al., 2008)。その後、IL-34 の構造、発現組織、病態における発現変化など

が次々と報告された。 
 
定常状態において IL-34 は、皮膚のケラチノサイト及び大脳皮質のニューロンで産

生され、それぞれランゲルハンス細胞及びミクログリアの分化および増殖に重要な役

割を果たしている (Wang et al., 2012)。また、がん、自己免疫疾患、炎症、感染など

の様々な疾患において IL-34の発現変化が報告されている (Baghdadi et al., 2017)。
がんの中でも乳がん、卵巣がん、骨肉腫、大腸がんでは発現量が正常組織と比較して

上昇していることが報告されている (Franzè et al., 2020)。さらに、がん細胞由来の

IL-34 が化学療法剤及び ICBに対して抵抗性を誘導し、予後不良因子であることが示

唆された (Baghdadi et al., 2016; Zhou et al., 2016; Han et al., 2018)。これらのこと

から腫瘍微小環境において IL-34 とCSF-1Rの結合は腫瘍進行、悪性度及び治療抵抗

性に大きく関与していると考えられる。 
 
臨床試験においてCSF-1RとCSF-1の単独阻害療法が行われたが、全奏効率は20％

未満、臨床的有用率も 30％未満であった (Cannarile et al., 2017)。ICB と CSF-1R
阻害剤を併用する臨床試験は進行中であり、未だ治療効果に関する報告はなされてい

ない。一方でパクリタキセルとの併用により臨床的有用率は 61％まで上昇したが、

70％の患者で貧血、好中球減少、リンパ球減少、疲労、高血圧の副作用が認められた 
(Wesolowski et al., 2019)。これらの報告から全身でユビキタスに発現するCSF-1と

CSF-1R を阻害するよりも、腫瘍選択的な IL-34 をターゲットにした方が副作用を低

減できる可能性がある。また、IL-34 はCSF-1R以外にもSyndecan-1（SDC-1）に結

合し免疫抑制性マクロファージの分化を促進させることが知られている (Ségaliny et 
al., 2015)。すなわち、化学療法を含め様々な治療法と CSF-1/CSF-1R 阻害療法を併
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用しても効果が得られない場合、IL-34 とSDC-1 発現が原因となり治療抵抗性を誘導

している可能性がある。 
 
以上のことから IL-34の発現や機能の阻害を行うことで、副作用が少ない、治療抵

抗性を解除するような治療法を開発できる可能性があると考えた。しかし、がん細胞

における IL-34発現メカニズムの全貌は未だ明らかになっていない。また腫瘍組織に

おける IL-34 の働き、特にヒトがんにおける治療抵抗性に対する役割は明らかになっ

ていない。そこで私は博士課程の間に、これら２つの問題に対して取り組むことを決

意しこれまで研究を行ってきた。 
  
本論文は２部構成になっており、第1 章では IL-34の転写メカニズムとその制御

法について検討した結果を記載した。第 2章では IL-34によるがんの治療抵抗性に

ついてマウスモデルの免疫組織学的検討の結果をまとめ、さらにそれらの結果をヒト

免疫系でも検討するため免疫ヒト化PDXモデルの樹立と治療法検討の結果をまとめ

た。本研究の概要を図1 に示した。    
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図 1. 本研究の概要 
第 1 章では、がん細胞における IL-34 転写メカニズムの解析を行った（赤い四角）。

第 2章では、IL-34発現により誘導される ICB抵抗性についてマクロファージに関連

した解析を行った（灰色の矢印）。続いて免疫ヒト化PDXモデルにて IL-34阻害併用

ICB による治療効果を検討した（赤い丸）。 
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第 1 章 
 

インターロイキン 34 の転写メカニズム及び発現制御に関する検討  
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緒言 
 
卵巣がん、腎がんなど様々ながんにおいて IL-34の発現は予後不良と相関する

ことが報告されている(Uhlen et al., 2017)。乳がん及び肝がんにおいては IL-34発

現が転移の促進に寄与していることも示唆されている(Ségaliny et al., 2015; Shoji 
et al., 2016)。これらのことから、がん細胞による IL-34の産生を阻害することに

よりがんの予後不良を改善できる可能性がある。IL-34の産生を阻害するためには

その発現メカニズムを把握する必要がある。これまでのがん細胞における IL-34
発現メカニズムに関する報告としては、肺がん及び悪性胸膜中皮腫にてDNA 損傷

剤ドキソルビシン、シスプラチン、ペメトレキセドがNF-κBを活性化する結果発

現が増加するというものがある(Cioce et al., 2014; Baghdadi et al., 2016)。がん細

胞以外の線維芽細胞や脂肪細胞などの細胞においてもNF-κBシグナリングの活性

化により IL-34が発現されると報告されている(Baghdadi et al., 2017; 
Guillonneau, Bézie and Anegon, 2017)。一方、IL-34 の転写を調節する分子やメ

カニズムについてはこれまで明らかになっていない。そこで本研究では IL-34の

転写調節メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
2018 年、BRAF-V600E 阻害剤に抵抗性を示すヒトメラノーマ細胞において

CSF-1R及び IL-34 発現の増加が報告された(Giricz et al., 2018)。この報告による

と、BRAF-V600E阻害によりERK 経路活性化が低下され、転写因子Runt-
related transcription factor 1（RUNX1）が誘導される。RUNX1はパートナータ

ンパク質Core-binding factor subunit β（CBFβ）とヘテロ二量体を形成し、

CSF1R及び IL34 のプロモーター領域への結合によりCSF-1R と IL-34が産生さ

れることが示された。一方、RUNX1 は造血前駆細胞にて、Bromodomain-
containing protein 4（BRD4）、Fli-1 proto-oncogene（FLI1）、Cyclin-dependent 
kinase（CDK）、LIM domain-binding protein 1（LDB1）など様々な分子と複合

体を形成して遺伝子発現を誘導することが報告されている(Gilmour et al., 2018)。 
 

 上記の様々な分子を含め、哺乳類の遺伝子発現は約 1,500種類の転写因子により

制御されていることが知られている(Vaquerizas et al., 2009)。IL-34の転写メカニズ

ムを解明するために、転写を調節する薬剤を用いたスクリーニングを行う方法が考え

られるが、1,500種類の転写因子すべてに対しスクリーニングを行うことは困難であ

る。そこで、IL-34遺伝子の発現パターンを把握するために遺伝子発現情報データベ

ースNCBI Gene Expression Omnibus（GEO）(Barrett et al., 2005)を用い探索を

試みた。NCBI GEOは、マイクロアレイ、次世代シーケンサー、メチル化などに関
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する解析データが共有されている世界最大規模のデータベースである。NCBI GEO
のインターフェイスでは多様ながん細胞株及び組織における IL-34発現を探索する

ことが可能である。更にMEK阻害剤やチロシンキナーゼ阻害剤など、様々な阻害

剤添加による遺伝子発現の変化に関する閲覧も可能である。NCBI GEO のデータベ

ースにおける様々な阻害剤を利用した実験結果を分析することで、IL-34の転写調節

因子を発見することが可能であると考えた。 
 
 従って、本研究ではまずNCBI GEO のデータベースを用い IL-34の発現を調節す

る可能性がある因子をスクリーニングし、実際にその因子が発現を調節するか

ChIP-qPCR法を用いて検討することを目的とした。また、がん細胞における IL-34
発現が抑制された場合に抗腫瘍効果が見られるか検討を行うことを目的とした。 
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方法 
 
マウス 

B6C3F1を日本エスエルシーより購入した。本研究における動物実験は北海道大学

動物実験に関する規定に基づいて取り扱った（承認番号：14-0171）。 
 
細胞培養 
マウス卵巣がん細胞株OV3121とOV3121-Ras4は広島大学原爆放射線医科学研究

所瀬山敏雄博士に供与して頂いた。マウス卵巣がん細胞株HM-1は理化学研究所バイ

オリソース研究センターから導入した。OV3121 と HM-1 を培養するため、予め 0.5 
μg/mL ラミニン iMatrix-511（Nippi）で細胞培養用ディッシュのコートを行った。

OV3121はRPMI 1640（Fujifilm）に10％ FBS（Sigma-Aldrich Japan）、1％ MEM
非必須アミノ酸（Nacalai Tesque）、1％ ペニシリン/ストレプトマイシン（Nacalai 
Tesuqe）の組成になるよう作製した培養液を用いて培養した。OV3121-Ras4 は

Dulbecco’s Modified Eagle’s（Fujifilm）に 10％ FBS（Sigma-Aldrich Japan）、1％ 
MEM 非必須アミノ酸（Nacalai Tesque）、1％ ペニシリン/ストレプトマイシン

（Nacalai Tesuqe）の組成になるよう作製した培養液を用いて培養した。HM-1 は

Minimum Essential Medium α（Fujifilm）に10％ FBS（Sigma-Aldrich Japan）、
1％ MEM 非必須アミノ酸（Nacalai Tesque）、1％ ペニシリン/ストレプトマイシン

（Nacalai Tesuqe）の組成になるよう作製した培養液を用いて培養した。培養条件は

37℃、5% CO2であった。 
 
JQ1 処理 

JQ1 はSelleckchemから購入し、ジメチルスルホキシド（DMSO、Fujifilm）に溶

解したものを最終濃度0.1%で用いた。OV3121とOV3121-Ras4は10 μMの濃度で、

HM-1 は0.01 μM、0.1 μM、1 μM、10 μM の濃度で48時間処理した。コントロール

群は0.1% DMSOを用いた。 
 
NCBIデータベースを利用した解析 

IL-34 の転写を制御する候補薬剤を選別するにあたり、NCBI データベースを用い

た検索を行った。NCBI データベース解析で使用したサンプルの情報を以下に記載す

る。変異型 BRAF（V600E）阻害剤 Vemurafenib で処理したヒトメラノーマ細胞株

A375サンプルのアクセッション番号はGSE42872であり、Peter MacCallum Cancer 
CentreにてRMA（Robust Multichip Array）法を用いて解析されたものである。グ

リコーゲン合成酵素キナーゼ3（GSK3）で処理したヒト白血病細胞株RS4.11サンプ
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ルのアクセッション番号はGSE19736であり、Stanford UniversityにてExpression 
Console (Affymetrix) data processing法を用いて解析されたものである。プロテアソ

ーム阻害剤 Bortezomib で処理したヒト乳がん細胞株 MCF7 サンプルのアクセッシ

ョン番号は GSE30931 であり、University Medical Center Göttingen にて

BeadArray を行ったデータである。チロシンキナーゼ阻害剤 Immatinib で処理した

ヒト好酸球性白血病細胞株EOL-1サンプルのアクセッション番号はGSE53633であ

り、University of Bologna にてExpression Console (Affymetrix) data processing法

を用いて解析されたものである。ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 SAHA で処理し

たヒト卵巣がん細胞株SKOV-3サンプルのアクセッション番号はGSE53603であり、

Panagiotis KonstantinopoulosにてGC-RMA解析法を用いて解析されたものである。

BET 阻害剤 JQ1 で処理した MYC 遺伝子増幅髄芽腫細胞株 D458 サンプルのアクセ

ッション番号は GSE51020 であり、DANA-FARBER CANCER INSTITUTE にて

RMA 法を用いて解析されたものである。MEK 阻害剤 PD-0325901 で処理したマウ

ス悪性末梢神経鞘腫瘍組織サンプルのアクセッション番号は GSE57141 であり、

Harvard Medical School－Brigham Women’s Hospital にてBRB array法を用いて

解析されたものである。 
 
Il34過剰発現細胞株の作製 
マウス脳細胞から抽出したmRNA を鋳型として合成した cDNA よりPCR 増幅を

用いて Il34 cDNAを獲得し、レンチウイルスベクターのpLenti-EF1a-C-Myc-DDK-
IRES-Puro（OriGene）に導入した後にクローン化した。Lenti-X293T細胞に

TransIT-X2（Takara bio）を用いて上記のレンチウイルスプラスミド及びpCMV-
VSV-G-RSV-Rev（RIKEN BRC DNA BANK）、pCAG-HIVgp（RIKEN BRC DNA 
BANK）を同時に感染させ、三日間培養した。培養上清を回収し、野生型HM-1 の

培養液と 1:1の比率で混ぜて細胞培養を行った後puromycinを用いてセレクション

を行った。 
 
ELISA 

LEGEND MAXTMマウス IL-34 ELISA kit（BioLegend）を用いて測定した。測

定サンプルは96-well plateにて2×105個の細胞を 48 時間培養した後の上清を用い

た。主波長450 nm 及び副波長 570nmでMultiskan FC（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて測定し、培養液中の IL-34 濃度を算出した。 
 
細胞生存アッセイ 
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MTT cell count kit（Nacalai Tesque）を用いた。測定波長570 nm、参照波長

670 nmでMultiskan FC（Thermo Fisher Scientific）を用いて解析した。細胞生存

は培養開始後二日間観察した。 
 
RT-PCR 解析 
培養細胞及び腫瘍組織からTriPure Isogen Reagent（Roche）を用いて total RNA

を抽出した。抽出した RNA を鋳型とし、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix
（TOYOBO）を用いて cDNA を合成した。合成した cDNA をもとに KAPA SYBR 
Fast qPCR Kit（日本ジェネティック）を用いて、以下のプライマーで qPCRを行っ

た。 
 
mouse-Interleukin-34：Il34 
Forward 5’- CTTTGGGAAACCAGAATTTGGAG -3’  
Reverse 5’- GCAATCCTGTAGTTGATGGGGAA -3’ 
 
mouse-Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase：Gapdh  
Forward 5’- TCAAATGGGGTGAGGCCGGT-3’  
Reverse 5’- TTGCTGACAATCTTGAGTGA -3’ 
 
ChIP-qPCR 

5×106 個のHM-1 細胞を 10 cm 細胞培養ディッシュにて2日間培養した。培養液

を除去し、PBS を用いて 2 mM に調節したdisuccinimidyl glutarateで 22℃－

26℃、30分間タンパク質―DNA間をクロスリンクさせた。その後PBS を溶媒とす

る 1%ホルムアルデヒドを用いて 22℃－26℃で10分間固定を行った。固定後細胞を

回収し、ChIP lysis buffer にて細胞を1 mg/mLになるように懸濁させた。細胞懸濁

液をBioruptor（Sonic Bio）にて30 秒ずつ15回破砕し、Micrococcal Nuclease
（Takara Bio）を加えDNAの切断処理を行った。Protein G Magnetic beads（Bio-
Rad）とターゲットとする抗体（表1）を懸濁液に加え4℃で 2時間培養した。200 
mM KCl、2 mM CaCl2、50 mM Tris-HCl（pH8.0）を含むChIP buffer で 2回洗

浄した後、500 mM KCl のChIP wash bufferで 2回洗浄し、10 mM Tris-EDTA 
buffer で 1回洗浄を行った。100 mM NaHCO3、1% SDS を加え50 ℃にて30分間

静置することでbeadsからクロマチンを溶出させた後、65℃で一晩静置し、クロマ

チンの脱クロスリンクを行った。Immunoprecipitated DNA 及び input DNA を

45℃にてRNase及びproteinase Kで処理し、QIAquick PCR purification kit 
(Qiagen)及びMinElute PCR purification kit (Qiagen)でDNA精製を行った。 
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表 1. ChIP-qPCR にて用いた抗体 
 

抗体名 抗体量 メーカー 
Anti-Brd4 polyclonal antibody 10 μg Bethyl Laboratories 

Normal rabbit polyclonal IgG 5 μg 
Medical & Biological 

Laboratories 
Anti-H3K27ac polyclonal antibody 5 μg Abcam 

Dynabeads M-280 sheep anti-rabbit 
polyclonal IgG 

30 μg Thermo Fisher Sientific 

 
 
Il34 遺伝子上のBrd4 結合領域を決定するために、推定プロモーター領域R2を中心

に、上流領域R1、翻訳領域R3 とR4と命名し、以下のプライマーを使用しChIP-
qPCR を行った。 
 
R1 
Forward 5’-GTGGTGGCACAAGCCTATAA-3’ 
Reverse 5’-GCTGGGACAACATCTCTTTCT-3’ 
 
R2 
Forward 5’-TGTCTCAGGCTTTGGTGTTAG-3’ 
Reverse 5’-TGGTTTGTTTGTTTGGCTTGT-3’ 
 
R3 
Forward 5’-GTGCCTTGGAGTCCTTTCTT-3’ 
Reverse 5’-GAAGGAGGAGAGAGAGACTGATTA-3’ 
 
R4 
Forward 5’-TACTCCAGGTGACAAGTCCT-3’ 
Reverse 5’-TAGCTGAATCAACCACCATCC-3’ 
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H3K27ac とH3K4 me3 のChIP-qPCR に使用されたプライマーは以下の通りであ

る。 
 
R2 
Forward 5’-GAGAAGACTGTAGGCTGAACAC-3’  
Reverse: 5’-GTCGCCGGAAGCTTTGA-3’  
 
R3  
Forward: 5’-TGAGCTGCAATGGGACTG-3’ 
Reverse: 5’-GGCCACCAAGTCCAGAAA-3’ 
 
R4  
Forward: 5’-TACTCCAGGTGACAAGTCCT-3’ 
Reverse: 5’-TAGCTGAATCAACCACCATCC-3’ 
 
各実験はトリプリケートで行い、以下のΔCt法の計算式を用いて input DNA で補正

した。 
 
ΔCt = CtInput－CtSample 
Promoter occupation (%) = 2ΔCt 

 
In vivoにおける薬剤有効性の評価 
担がんマウスにおいてJQ1 の IL-34発現阻害効果及び抗腫瘍効果を評価するため

に以下の実験を行った。はじめに6～8週齢のB6C3F1雌マウスの脇腹に Il34 WT 
HM-1、Il34 OE HM-1細胞1×106個を皮下注射した。皮下注射 7日後、マウスを無

作為に 2群に分け、一方にDMSOに溶解したJQ1（50 mg/kg）を、もう一方には

コントロール群としてJQ1の溶媒であるDMSO のみを週 3回、3週間腹腔内投与を

行った。薬剤投与期間中、腫瘍の大きさは週3 回測定した（長径×短径×高さ）。細胞

注射後28日目で安楽死させて腫瘍を写真撮影した後、腫瘍組織を回収し、TriPure 
Isogen Reagent（Roche Diagnostics）を用いて組織を溶解しRT-PCR法にて遺伝子

発現解析を行った。 
 
統計学的解析 
統計学的解析はStudent t- testにて 2群間平均値の差を検定した。本研究におけ

る有意水準は5%とし、p 値が5%を下回る場合に統計学的に有意差ありと判断し



20 
 

た。各図内には、p<0.05 の場合にアスタリスク（＊）1 つ、p<0.01の場合にアスタ

リスク（＊＊）2 つを付与した。有意差が認められなかった群間にはNS（Not 
significant）を付与した。  
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結果 
 
ヒトがん細胞株を用いた各種阻害剤による IL34 発現変化 
がん細胞による IL-34の発現を制御することができる薬剤をスクリーニングする目

的で、NCBIデータベース(Geer et al., 2009)のGEO profileにて様々な低分子化合物

による IL34発現量の変化を検索した。その結果、BET阻害剤であるJQ1 が IL34の

発現を低下させる傾向にあることが分かった（reference series: GSE51020）（図2）。 
 
 

 

 
 
図 2. がん細胞の IL34 mRNA 発現に対する様々な阻害剤の影響 

Vemurafenib（BRAF阻害剤）を添加したメラノーマ細胞株A375、SB216763（グ

リコーゲンシンターゼ阻害剤）を添加した白血病細胞株 RS4.11、Bortezomib（プ

ロテアソーム阻害剤）を添加した乳がん細胞株MCF7、Imatinib（チロシンキナー

ゼ阻害剤）を添加した白血病細胞株EOL-1、SAHA（ヒストン脱アセチル化酵素阻

害剤）を添加した卵巣がん細胞株SKOV-3、JQ1を添加したMYCN-増幅神経芽細

胞株CHP-212、PD-0325901（MEK阻害剤）投与した悪性抹消神経腫瘍の組織に

おける IL34 mRNA発現量を示す。これらのデータはNCBIデータベース解析から

得た。 
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実際に JQ1 が IL-34 の産生を抑制するかを検討するためにマウス卵巣がん細胞株

OV3121、OV3121-RAS4、HM-1 を用いて以下の実験を行った。各細胞株に 10 μM
の JQ1 もしくは溶媒である DMSO をコントロールとして加え、二日間の培養後、

qPCR、ELISAを用いてIL-34のmRNA発現量及びタンパク質の産生量を評価した。

OV3121 ではDMSO 処理群、JQ1 処理群の双方にて IL-34 の遺伝子発現及びタンパ

ク質の産生は検出されなかった。一方、OV3121-RAS4 とHM-1 にDMSO を処理し

た群では IL-34 の遺伝子発現及びタンパク質の産生が観察され、JQ1 の添加により

IL-34 の発現が有意に低下することが認められた。また、IL-34発現の低下は細胞死に

よるものではないことを細胞増殖アッセイにて確認した（図3）。 
 

 

 
 

図 3. がん細胞におけるBET 阻害剤JQ1 添加の影響 
Il34 mRNA発現量の分析（上）、培養上清における IL-34タンパク質の濃度の分析

（中間）、細胞生存率の分析（下）（n = 3）。NS, not significant; *p < 0.05; Student’s 
t test. エラーバーはSEM 
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続いてOV3121、OV3121-RAS4、HM-1 のDMSO 添加群と JQ1 添加群における

細胞の変化(数ならびに形態)を観察した。すべての細胞株の DMSO 添加群と JQ1 添

加群における細胞数及び形態に大きな変化は観られなかった（図4）。この結果から IL-
34 の発現低下は細胞数の減少によるものではなく、生細胞内における BET 阻害剤

JQ1の作用であることが示唆された。JQ1による IL-34の遺伝子発現及びタンパク質

産生量の変化はこれまで報告されておらず、本実験で初めて観察された現象である。 
 
 
 
 

 
 

図 4. JQ1 添加後の細胞数及び形態観察、Scale bars：50 μｍ 
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Il34遺伝子のプロモーター領域における発現制御に関する検討 
JQ1 はヒトがん細胞内において BRD4 に高い親和性で結合し、プロモーター領域

における RNA POL II（Pol II）、転写伸長因子 P-TEFb 複合体との結合を阻害する

(Filippakopoulos et al., 2010; Fiskus et al., 2014)。マウス細胞OV3121-Ras及びHM-
1 にて JQ1 により低下した Il34 の発現は Il34 プロモーター領域に結合する Brd4 の

阻害によるものかを検討するためにChIP-qPCR 法を試みた。まず Il34 プロモーター

領域を把握するためEnsembl Genomesデータベース(Cunningham et al., 2019)にお

けるマウス Il34遺伝子について検索を行った。データベースによると、マウス Il34の

染色体上位置は 8番染色体の 110,741,829から 110,805,949 であり、エクソン領域は

１から 7まで存在する（図 5）。そのうち翻訳されるコーディングシーケンスはエクソ

ン２から７の間に存在し、エクソン１と２そして 7 に非翻訳部分が含まれる（図 5、
白い四角）。これらの情報から Brd4 がプロモーターに結合し得る領域を R1 から R4
と定めChIP-qPCR解析を行った（図5）。 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 5. マウス Il34 遺伝子座の模式図 
白い四角と黒い四角はそれぞれ Il34 の非翻訳領域とコーディングドメインシーケン

スを示している。R1からR4までは、Ensembl Genomes データベースにおけるプロ

モーター領域の候補である。 
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ChIP-qPCR 解析の結果、JQ1 添加により R2、R3 領域における Brd4 結合の低下

が検出された。特にR2ではJQ1添加により Il34 プロモーター領域とBrd4 の結合が

顕著に低下していることが観察された（図6）。これらの結果はBrd4が直接的に Il34
遺伝子の転写に関係し、Il34転写調節が主にR2領域にて起きていることを示唆する。 
 
 
 
 

 
 
 
 
図 6. Il34 プロモーター領域におけるBrd4結合のChIP-qPCR 解析 

HM-1 に10 μM の JQ1及びDMSOを添加し、抗Brd4抗体及びコントロール抗体

を用いて免疫沈降を行った。その後各領域 R1 から R4 に対するプライマーを用いて

qPCR 法にて解析を行った（n = 3）。実験は 2回独立して行われ、代表的なデータを

示した。NS, not significant; **p < 0.01; Student’s t test. エラーバーはSEM 
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ヒトメルケル細胞がんにてBRD4 はH3K27のアセチル化（H3K27ac）を受けたヒ

ストンに結合してエンハンサーとして働き、c-Myc などがん原遺伝子（proto-
oncogenes）の発現を上昇させることが報告されている(Sengupta et al., 2015)。そこ

で、HM-1 細胞の Il34 の発現においてもBrd4 がH3K27ac との結合によりエンハン

サーとして働くかを検討した。R2、R3、R4 の Il34 遺伝子領域におけるヒストン修飾

を ChIP-qPCR 解析にて検討した。その結果、H3K27ac 修飾はすべての領域にて観

察された一方、JQ1 添加による H3K27ac 修飾の低下は見られなかった（むしろ R4
において若干の増加が観察された）（図7）。 

 
 

 

 
 

 
図 7.  Il34 プロモーター領域におけるH3K27ac のChIP-qPCR 解析 

HM-1 に 10 μM の JQ1 及び DMSO を添加し、抗 H3K27ac 抗体及びコントロー

ル抗体を用いて免疫沈降を行った。その後各領域R2、R3、R4に対するプライマーを

用いてqPCR 法にて解析を行った（n = 3）。実験は2 回独立して行われ、代表的なデ

ータを示した。NS, not significant; **p < 0.01; Student’s t -test. エラーバーはSEM 
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 ヒト乳がん細胞にてBRD4は、H3K4のトリメチル化（H3K4me3）修飾されたヒ

ストンに結合し、エストロゲンの発現が上昇させるエンハンサーとして働くことが報

告されている(Nagarajan et al., 2014)。そこでH3K4me3 が Il34 の発現に関与する

かをChIP-qPCR 法を用いて検討した。その結果、すべての領域にてメチル化観察さ

れ、JQ1による抑制は見られなかった（図8）。 
 

 
 
 
 

図 8.  Il34 プロモーター領域におけるH3K4me3 のChIP-qPCR 解析 
HM-1 に 10 μM の JQ1 及びDMSO を添加し、抗H3K4me3 抗体及びコントロー

ル抗体を用いて免疫沈降を行った。その後各領域R2、R3、R4に対するプライマーを

用いてqPCR 法にて解析を行った（n = 3）。実験は2 回独立して行われ、代表的なデ

ータを示した。NS, not significant; *p < 0.05, **p < 0.01; Student’s t test. エラーバ

ーはSEM 
 

 
以上の結果により、JQ1 によるマウス Il34発現の低下はH3K27ac、H3K4me3の

ヒストン修飾の変化ではなく、Brd4 の Il34 プロモーター領域への結合阻害によりも

たらされている可能性が高いと考えられた。 
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In vivo腫瘍実験における JQ1投与の評価 
多種多様ながん細胞株を用いた in vivo実験により、生体内にて JQ1は腫瘍の増殖

を抑制することが報告されている(Shao et al., 2014; Berenguer-Daizé et al., 2016)。
しかし、そのことと IL-34発現との関係は不明である。先行研究にて IL -34の阻害は

腫瘍の生体における増殖を顕著に抑制することが示されている(Baghdadi et al., 
2016)。そこで、JQ1 による腫瘍由来 IL-34 の発現阻害が抗腫瘍効果をもたらすかど

うか検討した。 
 
マウス卵巣がん細胞株HM-1 は in vivo にて高い増殖能及び転移能を有し、生存予

後が悪いと報告されている(Hashimoto et al., 1989)。図 3にて示されたように、HM-
1 は恒常的に Il34 遺伝子を発現している。この細胞株を Il34 野生型細胞株（Il34 WT 
HM-1）とし、それに対して Brd4 の転写制御下にないことが知られている EF1αプ

ロモーター(Niu et al., 2016)を介して IL-34 を過剰に発現する細胞株（Il34 OE HM-1）
を遺伝子導入法を用いて作製した。 
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In vitroにて Il34 WT HM-1 及び Il34 OE HM-1に JQ1を添加し、濃度依存的に Il34
の発現量に変化があるかを、qPCR にて解析した。Il34 WT HM-1は濃度依存的に発現

量の低下が観察されたのに対し、EF1α プロモーターによって発現制御を受ける Il34 

OE HM-1においては Il34 の発現量に変化はみられなかった（図9）。 
 
 
 
 
 

 
 
  

図 9.  JQ1 添加による Il34 WT HM-1及び Il34 OE HM-1 における Il34 の発現制御 
JQ1 添加後、Il34 WT HM-1 と Il34 OE HM-1 における Il34 発現量を qPCR 法にて分

析した（n = 3）。NS, not significant; *p < 0.05; Student’s t test. エラーバーはSEM 
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次に、体内にて実際に JQ1 が Il34 発現を阻害し腫瘍の増殖を抑制するか担がんマ

ウスを用い検討した。Il34 WT HM-1または Il34 OE HM-1をB6C3F1マウスに皮下移

植し、一週間後よりJQ1（50 mg/kg）またはコントロールであるDMSO の腹腔内投

与を行った。投与スケジュールは週に 3回、計 3週間投与した（図 10）。 
 
 
 
 

 
 
 

図 10. マウス生体内における JQ1投与スケジュール 
Il34 WT HM-1 及び Il34 OE HM-1細胞株をマウスに皮下移植した。移植 7日後、JQ1
及びコントロール（DMSO）を週に 3回ずつ3週間腹腔内投与した。腫瘍の大きさは

皮下移植後28 日間観察された。 
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腫瘍の大きさは JQ1 投与期間中継続的に測定した。Il34 OE HM-1 移植群において

は JQ1 投与による腫瘍増大の抑制効果は観察されなかったのに対し、Il34 WT HM-1
移植群においては、JQ1 投与による腫瘍増大の抑制が有意に認められた（図 11）。 
 
 
 
 

 
 
 
図 11. JQ1投与後の腫瘍の増殖観察 
28日間の腫瘍の大きさを測定した。Il34 WT HM-1 移植群を上（赤）、Il34 OE HM-1移

植群を下（青）に示す。JQ1 投与群は点線で示し、コントロールの DMSO 投与群は

実線で示した（Control: n = 4, JQ1: n = 3）。皮下移植28日後のマウスにおける腫瘍

の様子を右に示す。Scale bars：1 cm, NS, not significant; *p < 0.05, **p < 0.01; 
Student’s t -test. エラーバーはSEM 
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JQ1により腫瘍組織中における Il34 mRNA発現が抑制されたかどうか検討するた

めに、皮下移植後28 日に腫瘍組織を回収し、qPCR 法を用いて Il34 mRNA発現量を

測定した。JQ1投与により Il34 WT HM-1腫瘍の Il34発現量は有意に減少し、in vitro
実験と一致する結果が得られた。一方で、Il34 OE HM-1 移植群では JQ1 投与による

Il34 発現量の減少は観察されなかった（図12）。以上より、生体内の腫瘍組織にてBET
阻害剤 JQ1 によりがん細胞内在性 IL-34 の発現が抑制され、腫瘍の増殖も抑制され

たことが示唆された。 
 
 
 

 

 
 
 

図 12. JQ1投与後の腫瘍組織における Il34 mRNA 発現量 
28日目に回収したHM-1 における Il34発現量（Control: n = 4, JQ1: n = 3）。 NS, 
not significant; *p < 0.05, **p < 0.01; Student’s t -test. エラーバーはSEM 
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考察 
 
これまでがん細胞における IL-34の発現メカニズム、特に転写レベルでのメカニ

ズムは明らかになっていなかった。本研究ではBET阻害剤JQ1を用いてBrd4が

Il34 の転写調節因子であることを初めて同定した。Il34遺伝子上にてBrd4が結合す

る部位は、エクソン1の前（R2）であることが分かった。エクソン2 の前の領域

（R3）においてもJQ1によりBrd4の結合が有意に減少していたため（図6）、R3
もBrd4が結合する部位として考えられた。しかし、R2におけるコントロール群

（DMSO）にてBrd4の結合率が最も高かったことから、Brd4は主にR2の領域に

結合する可能性が高いと推測される。 
 

Brd4 は転写調節因子以外にもエピジェネティック調節因子（ヒストンリーダー）

の役割を持ち、エンハンサー及びスーパーエンハンサーに影響を与えることが報告さ

れている(Lovén et al., 2013; Jia, Chng and Zhou, 2019)。Ensembl のデータベース

解析によると、Il34遺伝子においていくつかのエンハンサー領域が存在することが

示唆されている(Hunt et al., 2018; Qian et al., 2019)。更に、スーパーエンハンサー

に対するデータベース解析によると、ヒト IL34 遺伝子には 7つのスーパーエンハン

サー領域が存在し、少なくとも 2か所の領域にてBRD4 が結合すると報告されてい

る(Khan and Zhang, 2016)。マウスの場合は、約 10 か所の Il34のスーパーエンハ

ンサー領域が存在すると推測されている。JQ1 は Il34 遺伝子領域におけるプロモー

ターだけでなく、Il34遺伝子に関するエンハンサーもしくはスーパーエンハンサー

も阻害する可能性が考えられる。しかし、Il34 遺伝子におけるエンハンサー、スー

パーエンハンサーの存在や Il34のプロモーター領域との位置関係については不明で

あり、この点に関してはさらなる検討が必要である。 
 
 IL-34発現メカニズム解明において今後の課題としては3つの課題が残されてい

る。まず、Il34プロモーター領域にBrd4 が結合することで発現調節が行われるもの

の、何がBrd4の結合を促進させているかは未だ分かっていない。BRAF-V600E阻

害剤に抵抗性を示すヒトメラノーマ細胞にてRunx1 が IL34プロモーター領域に結

合し、IL-34産生を増加させることが報告されている(Giricz et al., 2018)。Runx1は

Fli1、Cdkなどのいくつかの分子と複合体を形成し、複合体を形成する分子のうち

にはBrd4 が存在している(Gilmour et al., 2018)。このことから、Runx1 複合体は

Brd4 が Il34 プロモーター領域に結合することを促進する一つの因子として推察され

る。 
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二点目としては、マウス体内の腫瘍組織においてJQ1のみでは Il34発現が完全に

抑制できなかったことから（図 12）、Il34発現を調節する他のシグナリング経路や転

写調節因子の存在が推測される。そのために、Brd4を介さない別の転写調節因子に

ついて調べる必要があると考えられる。 
 
最後に、Brd4 は IL-34以外にも様々な腫瘍関連転写因子を制御することが知られ

ている。代表的には c-Myc のような腫瘍化にかかわる遺伝子の転写を調節すると報

告されている(Delmore et al., 2011)。さらにJQ1 は in vitro、in vivo両方の実験系

においてTNF-α、Il6、Mcp1 などのタンパク質の産生を抑制することが知られてい

る(Belkina and Denis, 2012)。このような性質によりJQ1 は近年がん研究分野で広

く検討されており、抗腫瘍効果をもたらす薬剤として期待されている化合物である

(Shao et al., 2014; Berenguer-Daizé et al., 2016)。従って、本研究で観察された

JQ1の抗腫瘍効果は他の腫瘍関連転写因子の影響も含めた付加的な現象なのかを検

討する必要がある。 
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第 2 章 
 
免疫チェックポイント阻害剤抵抗性腫瘍微小環境におけるインターロイ

キン 34 の役割および同因子の阻害による治療効果に関する検討  
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緒言 
 
近年、抗PD-1 抗体、抗CTLA-4抗体など ICBを用いた免疫療法が開発された。免

疫療法は体内における免疫を活性化させ、がんを縮小させることを目的とした治療法

である。ICB は、メラノーマをはじめとしたいくつかのがんの治療法として既に使用

されており、既存の治療法より高い治療効果を得られることが知られている(Lei et al., 
2021)。しかし、ICB に対して治療抵抗性を示す症例も多く報告されている (Postow 
et al., 2015; Schadendorf et al., 2015; Sharma et al., 2017)。 

 
がんが ICB の作用に対し治療抵抗性を獲得するメカニズムとして、腫瘍の微小環境

における細胞傷害性 T 細胞の浸潤減少やインターフェロンガンマ（IFNγ）産生の減

少など、様々な原因があると考えられている (Pardoll, 2012; O’Donnell et al., 2017)。
本研究では、腫瘍微小環境において細胞傷害性T 細胞の免疫反応を抑制する分子と細

胞の増加に着目した。腫瘍の微小環境において免疫抑制性細胞であるTreg やTAMが

増加することが報告されている (Li et al., 2020; Pan et al., 2020)。特にTAM が IL-
10、TGF-β、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）など発現し、その増加ががん細胞の増

殖、血管新生、浸潤による転移能を上昇させることが報告されている (Pollard, 2004; 
Condeelis and Pollard, 2006)。またTAMはアルギナーゼ（Arg）など、細胞傷害性

T 細胞の増加を阻害する因子を発現し、がんが免疫反応から回避する能力を獲得する

ように働く(Xiang et al., 2021)。近年にはTAMの役割により ICBの治療効果が低下

することが報告され(Xiang et al., 2021)、治療抵抗性に関する多くの研究で TAM に

関係するサイトカイン及びシグナリングが注目されるようになった。 
 
TAM 及び単球はCSF-1R を発現しており、CSF-1 が結合することで免疫抑制の性

質を獲得することが報告されている (Noy and Pollard, 2014)。また、メラノーマ、肝

がん、膵がんなどの様々ながんが CSF-1R の活性化により ICB に対して抵抗性を獲

得することが示唆されている (Cannarile et al., 2017; Gyori et al., 2018; Neubert et 
al., 2018; Quaranta et al., 2018; Zhu et al., 2019)。近年、CSF-1に続き、CSF-1R の

リガンドとして IL-34が新しく同定された (Lin et al., 2008)。IL-34の発現は、腎が

んや乳がんなどの様々ながんにて予後不良と相関することが示されている (Uhlen et 
al., 2017)。乳がん及び肝がんにおいては IL-34 発現が転移の促進に寄与していること

も示唆されている(Ségaliny et al., 2015; Shoji et al., 2016)。以上の報告より IL-34は

様々ながん組織にて発現され、転移の促進に関係があり、予後不良と相関しているこ

とが分かった。さらに、IL-34はDNA損傷剤及び ICBの治療抵抗性とも関係が示唆
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されている。DNA 損傷剤ドキソルビシン抵抗性肺がんにおいては IL-34 の発現が上

昇するとともに、腫瘍組織にて CD163 陽性の免疫抑制性マクロファージの増加がみ

られた(Baghdadi et al., 2016)。また ICB に抵抗性を示すメラノーマ組織にて IL-34
の発現が増加し、ともに CD163 陽性マクロファージも増加していることが観察され

た(Han et al., 2018)。以上の報告から、IL-34の発現が免疫抑制性マクロファージを

誘導することが示唆されているが、ICB抵抗性のがんにおいて、実際に IL-34により

分化されたマクロファージが腫瘍においてどのような働きをするかはまだ明らかにな

っていない。そこで本研究ではこれらの点を明らかにすることを目的とした。 
 
以前からがんにおける CSF-1/CSF-1R の影響に関して多くの研究が行われており、

CSF-1 またはCSF-1Rの阻害剤を用いた臨床試験が実施されている。臨床試験におい

て阻害剤単独投与による全奏効率は10％以下であり、パクリタキセルとの併用の全奏

効率も20％未満であった (Cannarile et al., 2017)。一方、がんにおける IL-34阻害の

臨床的効果については未だ検証されていない。 
 
そこで、ヒト腫瘍組織にて IL-34 阻害の効果を評価するために PDX モデルを用い

た実験を試みた。PDXモデルは、免疫力が非常に弱く拒絶反応が起きにくい免疫不全

マウス（NSG）に患者の腫瘍組織を移植する実験である。我々は本研究においてまず

ヒト由来の造血幹細胞（CD34＋）をNSG マウスに移植して免疫ヒト化マウスを作製

した後、ヒト腫瘍組織を移植した。このような免疫ヒト化 PDX モデルはヒト由来の

血液細胞に置換され、腫瘍のヘテロジェナイティ（不均一性）が保たているため、株

化されている細胞を用いる方法より患者体内の状態と似た環境を示す。 
 
従って、本研究はマウスモデルならびに免疫ヒト化 PDX モデルを用い、ICB に抵

抗性を示す腫瘍に対して IL-34阻害を行い、それに伴う腫瘍微小環境の変化を解析し、

ICB と IL-34 阻害の併用による治療効果を評価した。 
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方法 
 
マウス 

BALB/c は日本エスエルシーより購入した。本研究における動物実験は北海道大学

動物実験に関する規定に基づいて取り扱った（承認番号：14-0171）。PDX モデルに用

いた超免疫不全マウス（NOD.Cg-Prkdc <scid> Il2rg <tm1Wjl>/SzJ, NSG mice）は

ジャクソン研究所（米国）より購入した。 
 
細胞培養  
マウス大腸がん細胞株CT26は北海道大学遺伝子病制御研究所免疫機能分野に供与

して頂いた。マウス乳がん細胞株4T1はAmeican Type Culture Collection より購入

した。 CT26及び4T1はRPMI 1640（Fujifilm）に10％ FBS（Sigma-Aldrich Japan）、
1％ MEM 非必須アミノ酸（Nacalai Tesque）、1％ ペニシリン/ストレプトマイシン

（Nacalai Tesuqe）の組成となるよう作製した培養液を用いて培養した。培養条件は

37℃、5% CO2である。 
 
Il34過剰発現細胞株の作製 
マウス脳細胞より抽出した total RNA を鋳型として作製した cDNAからPCR増

幅を用いて Il34 cDNA を獲得し、レンチウイルスベクターのpLenti-EF1a-C-Myc-
DDK-IRES-Puro（OriGene）を用いてクローン化した。Lenti-X293T 細胞

（Takara bio）にTransIT-X2（Mirus Bio）を用いてレンチウイルス及びプラスミ

ドpCMV-VSV-G-RSV-Rev（RIKEN BRC DNA BANK）とpCAG-HIVgp
（RIKEN BRC DNA BANK）の感染を行い、三日間培養した。培養上清を回収し、

野生型CT26及び野生型 4T1の培養液と 1:1の比率で混ぜて細胞培養を行った後

puromycin を用いて細胞のセレクションを行った。 
 
Il34ノックアウト細胞株の作製 

Neon Transfection system (Thermo Fisher Scientific) を用いて IL-34 
CRISPR/Cas9 KO Plasmid (m) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) を野生型CT26及

び野生型 4T1 細胞内に導入して作製した。導入 48 時間後GFPを発現している細胞

をソーティングにより分取した。 
 
がん細胞の皮下移植 
凍結保存していたCT26 もしくは4T1を融解して2 日間培養を行った。細胞の皮

下移植を 6～8 週齢のBALB/c マウスに対し行った。細胞は回収した後 10 μl のマト
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リゲル（Corning）に2 × 105個の細胞が含まれるように調製した。調整した10 μl
のマトリゲルを30 Gの注射器に充填し、予め毛剃りしておいたマウスの脇腹に皮下

注射した。 
 
CT26、4T1 担がんマウスにおける抗PD-1抗体、抗 IL-34 抗体投与 

CT26は皮下移植後、5日目と12日目にて抗PD-1抗体（RMP1-14）投与を行っ

た。4T1は皮下移植後、5、7、9、12日目にて抗PD-1抗体（RMP1-14）投与を行

った。抗 IL-34抗体（C054-35）はCT26の皮下移植後 5日目から週に 3回ずつ19
日目まで投与を行った。抗PD-1抗体は250 μg、抗 IL-34抗体は200 μg を腹腔内投

与した。対照群にはChromPure Rat IgG, whole molecule（Jackson Immuno 
Research Laboratories, Inc.）を同量で腹腔内投与した。抗PD-1抗体は順天堂大学

医学部 八木田秀雄先任准教授に供与して頂いた。抗 IL-34 抗体はBioLegendより購

入した。 
 
凍結切片作製 
凍結切片は腫瘍摘出後、組織における水分を除去してOCT コンパウンド

（Sakura Finetek Japan）に泡が含まれないように包埋し、液体窒素を用いて凍結

ブロックを作製した。薄切はクライオスタット（Leica）を用いて凍結ブロックから

厚さ7 μmになるように行い、スライドガラスに付着させて22℃－26℃条件下で1
時間乾燥を行った。 
 
パラフィン切片作製 
摘出した組織を10%中性緩衝ホルマリン(Fujifilm)にて 24時間固定を行い、モル

フォテクノロジーにパラフィンブロック及び切片の作製を受託した。 
 
ヘマトキシリン＆エオジン（HE）染色 
 切片はキシレン（Fujifilm）にて5 分間 3回、脱パラフィンを行った。100％、

90％、80％エタノール、PBS の順に各5分間浸水作業を行った。HE染色は以下の

手順で行った。初めにMayer’s Hematoxylin溶液（Fujifilm）に5分間浸漬した。

水道水にて1分間洗浄を行い、1％ Eosin Y 溶液（Fujifilm）に 2分間浸漬した後に

100％エタノールにて 5分間脱水させ、キシレンにて 5分間透徹を行った。封入はマ

リノール（武藤化学株式会社）を用いて行った。 
 
免疫染色 
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 DAB（3,3’-Diaminobenzidine、Dojindo Laboratories）を用いたPD-L1の組織化

学染色は北海道大学大学病院 ゲノム･コンパニオン診断研究部門 畑中豊特任准教授

により行われた。蛍光染色は以下の手順で実施した。組織切片の凍結融解後、10％
中性緩衝ホルマリン液（Fujifilm）を用いて10 分間固定を行った。ブロッキングは

4％ブロックエース及び2％BSA と0.5％ヤギ血清を用いて行った。ブロッキング後

の洗浄は全て0.3% Triton X－PBS（PBS-T）を用いて行った。一次抗体の200倍希

釈液を4℃ にて8－12時間反応させた。洗浄後 22℃－26℃にて30分間二次抗体の

200倍希釈液を反応させた。用いた抗体は表2に示す。多重染色はOpal 4-color 
fluorescent IHC kit（Perkin-Elmer）を用いて行った。 
 
表 2. 免疫染色にて用いた抗体 
 

抗体名 クローン メーカー カタログ番号 
Anti-mouse F4/80 BM8 BioLegend 123101 
Anti-mouse Arg1 D4E3M CST 93668 
Anti-mouse Nos2 Rabbit polyclonal Abcam Ab15323 
Anti-human IL-34 1D12 Millipore MABT493 

Anti-PD-L1 (CD274) E1L3N CST 13684 
Anti-CD45 30-F11 BioLegend 10302 

HRP Goat anti-mouse 
IgG 

Poly4053 BioLegend 405306 

Purified Mouse IgG1,κ 
Isotype control 

antibody 
MG1-45 BioLegend 401401 

Goat anti-Mouse IgG 
H+L) Cross-Adsorbed 
Secondary Antibody 

Alexa Fluor 555 

Polyclonal 
ThermoFisher 

Scientific 
AB_2535844 

 
抗ヒト IL-34 抗体による IL-34阻害能の評価  

Lonza株式会社からヒト末梢血CD14＋単球（2W-400C）を購入し、RPMI 1640
（Fujifilm）に10％ FBS（Sigma-Aldrich Japan）、1％ MEM非必須アミノ酸

（Nacalai Tesque）、1％ ペニシリン/ストレプトマイシン（Nacalai Tesuqe）の組成

になるよう作製した培養液に播種した。その後 100 ng/ml の rhIL-34（BioLegend）
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と阻害抗体（クローン名：E033B8、E0320E7、BioLegend）を添加して5 日間培

養し、細胞の形態及び数を顕微鏡にて観察した。培養条件は37℃、5% CO2であ

る。 
 
PDX モデルに移植する組織の選択 
株式会社DNA Linkオンラインデータベース（DNA Link：

https://www.dnalink.com/pdx-about.html）にてPDX モデル組織内の IL-34 及び

PD-L1遺伝子発現を検索した。データベースにデポジットされているPDX モデル組

織はSamsung Medical Center（韓国）にて手術により得られ、DNA Link にて凍結

保存された組織である。PDX モデルにおける検体採取及び動物実験はSamsung 
Medical Center の臨床試験審査委員会の規定に基づいて取り扱った（承認番号：

2018-03-110）。データベースの遺伝子発現量情報をもとに移植候補組織を二つ選別

し、それぞれのパラフィン切片を用いて IL-34 及びPD-L1の発現を免疫染色にて評

価した。 
 
免疫ヒト化マウス作製 
免疫ヒト化マウス（HuNSG）の作製はジャクソン研究所（米国）にて行われた。

RS-2000放射線照射機械（Rad Source）を用いて3 週齢の雌のNSGマウスに 140 
cGyの全身放射線照射を行った。4時間後ヒト胎児肝臓由来CD34陽性造血幹細胞 
(1×105個) を移植した。12週間後、マウスの末梢血におけるヒトCD45 陽性細胞の

割合をフローサイトメトリーにて解析し、25％以上の割合を示すマウスのみを免疫

がヒト化されたマウスとした(Shultz et al., 2005)。 
 
PDX モデルにおける抗PD-1抗体及び抗 IL-34抗体投与 

PDXモデルの作製及び抗体投与、観察はDNA Link にて行われた。ヒト造血幹細

胞移植より12 週後、凍結保存されたPDX移植用組織の融解及びマウスへの皮下移

植を行った。融解された組織は 1%ペニシリン/ストレプトマイシンRPMI1640無血

清培地中にて1mm3の大きさになるよう細断し、切断した組織は13 G のトロッカー

針を用いてマウスの脇腹皮下に移植した。術中、2% isoflurane（Seoul University 
Hospital Biomedical Research Institute）を用いてマウスに麻酔を施した。生着

し、500 mm3まで増大した腫瘍組織のみを回収し再び別の個体に移植を施した後、

すべてのマウスにおける腫瘍の大きさが 70—120 mm3に達した時点より抗体の腹腔

内投与を開始した。Pembrolizumab（抗PD-1 抗体、Selleckchem）は初回に 10 
mg /kg、その後は5 mg/kg を 5日毎に投与した。抗 IL-34抗体は 12.5 mg/kgを週
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に 3回、4週間投与した。対照群には生理食塩水（Sigma Aldrich）を週に3 回、実

験終了時まで腹腔内投与した。 
 
 
統計解析 
統計学的有意性は JMP14®（SAS Institute Inc.）を用いて以下の方法にて検討し

た。比較対象が 2群の場合Student’s t -testにて 2群間の平均値の差の検定を実施し

た。比較対象が 3群以上の場合はTukey’s multiple comparison test及びSteel-
Dwass nonparametric multiple comparison test にて多群間群間の平均値の差の検

定を実施した。本研究における有意水準は5%とし、p値が5%を下回る場合に統計

学的に有意差ありと判断した。各図内には、p<0.05の場合にアスタリスク（*）を付

与した。 
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結果 
 
ICB抵抗性がん組織における組織学的解析 
当研究室の先行研究にてマウス大腸がん細胞株CT26及びマウス乳がん細胞株

4T1それぞれの Il34 KO細胞株が作製されている。またCT26 では IL-34発現ベクタ

ーの導入により IL-34を過剰に発現する Il34 OE株も樹立されている。以下のことは

当研究室の主に小林、北川により明らかになったことである。作製されていた細胞株

をマウスの皮下に移植し、抗PD-1 抗体投与の効果を評価した結果、Il34 OE細胞移

植群（Il34 OE）と比較し、Il34 KO細胞移植群（Il34 KO）で腫瘍サイズが有意に減少

した。また各腫瘍組織から抽出した total RNA をサンプルとしたNGS 解析の結果か

ら、抗腫瘍効果があった群（Il34 KO）ではリンパ球マーカーCd3e、Cd4、Cd8aの

遺伝子発現及び、炎症性サイトカインマーカーTnfa、Ifng、Cxcl9の発現と炎症性マ

クロファージマーカーCd86、Ciita、Nos2の遺伝子発現上昇が観察された。(Hama 
et al., 2020)。 
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これらの先行研究から治療効果が示された腫瘍内では免疫細胞の浸潤が亢進して

いると考えられたため、組織内構造および免疫細胞の浸潤度と浸潤細胞の性質を組織

学的に評価した。はじめに抗PD-1 抗体を投与したCT26腫瘍組織におけるHE染色

を行った結果、Il34 KO群にてリンパ球様細胞の浸潤及び腫瘍組織の壊死を示唆する

膠原繊維が観察された（図13）。一方このような現象は Il34 OE群では観察されなか

った（図 13）。 
 
 

 

 
図 13. Il34 OE及び Il34 KO CT26 におけるHE 染色図 
（A）Il34 OE及び Il34 KO CT26の皮下移植及び抗PD-1抗体、コントロール抗体投

与のスケジュール 
（B）下の画像は上段の画像（黒四角）の拡大図である。赤い三角は浸潤しているリ

ンパ球を示している。Scale bar: 100 μm 
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IL-34 がマクロファージを免疫抑制性サブセットに分化させるという報告 
(Foucher et al., 2013; Baghdadi et al., 2016; Boulakirba et al., 2018) から、腫瘍組

織に浸潤するマクロファージの性質をマクロファージマーカーF4/80と炎症性マーカ

ーNos2 もしくは抗炎症性マーカーArg1の蛍光免疫染色法（共染色）で評価した。

抗PD-1抗体投与後の Il34 OE群と Il34 KO群におけるF4/80陽性細胞の数に差はな

かったが（図14A、C）、F4/80陽性細胞中Nos2 陽性細胞は Il34 KO群にて多く観察

された（図14B）。一方、F4/80陽性細胞中のArg1陽性細胞数には差は認められな

かった（図14D）。 
 
 

 

 
図 14. Il34 OE及び Il34 KO CT26 における蛍光免疫染色図 
（A）F4/80及びNos2の蛍光免疫染色図。対照染色はDAPIで細胞核を染色した（青）。

Scale bar: 20 μm 
（B）免疫染色図におけるF4/80 陽性細胞中のNos2陽性細胞の数を定量化した（n = 
7）。*p < 0.05; Student’s t- test. エラーバーはSEM 
（C）F4/80及びArg1の蛍光免疫染色図。対照染色はDAPIで細胞核を染色した（青）。

Scale bar: 20 μm 
（D）免疫染色図におけるF4/80 陽性細胞中のArg1陽性細胞の数を定量化した（n = 
7）。NS, not significant. エラーバーはSEM 
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同様に4T1細胞株に関しても蛍光免疫染色法にて分析を行った。Mock 群及び

Il34 KO群における腫瘍内の観察結果はCT26細胞株を用いた実験（図 14）と一致し

た。Il34 KO群にてF4/80 陽性細胞中Nos2 陽性細胞が多く観察され、F4/80 陽性細

胞中のArg1陽性細胞数に大きな差は観察されなかった（図15）。 
 
 

 

 

 
 
図 15. Mock 及び Il34 KO 4T1における蛍光免疫染色図 
（A）Mock及び Il34 KO 4T1の皮下移植及び抗PD-1抗体、コントロール抗体投与

のスケジュール 
（B）F4/80 及び Nos2 の蛍光免疫染色図（上）、F4/80 及び Arg1 の蛍光免疫染色図

（下）、対照染色はDAPI で細胞核を染色した（青）。Scale bar: 20 μm 
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IL-34 発現腫瘍組織では炎症性マクロファージの数が減少し、相対的に抗炎症性マ

クロファージの発現が増加したため、エフェクターT 細胞の活性化が低下したと考え

られる。次にCT26の Il34 KO群と Il34 OE群に抗PD-1抗体を投与したものと、Il34 
OE群に抗PD-1及び抗 IL-34抗体を併用投与した群（Il34 OEの併用群）に対して

HE 染色法を用いて組織学的な分析を行った。Il34 KO 群にて多数のリンパ球様細胞

の浸潤及び壊死部分が観察されたが、Il34 OE群では観察されなかった。一方、Il34 
OEの併用群では Il34 KO群と同様に壊死部分が観察された（図16）。 

 
 

 
 

 
 

 
図 16.  抗PD-1及び抗 IL-34抗体の併用投与後組織におけるHE染色図 
（A）Il34 KO及び Il34 OE CT26の皮下移植後、抗PD-1及び抗 IL-34 抗体投与のス

ケジュール 
（B）赤い三角は浸潤しているリンパ球を示している。がん細胞とリンパ球浸潤部分

の境界を白い点線で示している。Scale bar: 100 μm 
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続いて免疫染色法を用いて腫瘍組織におけるCD45、F4/80、Nos2の発現を検証

した。Il34 OE群では観察されなかったNos2 発現が Il34 KO群と Il34 OEの併用群に

て観察された（図 17A）。得られた染色像におけるCD45＋ F4/80＋ Nos2＋細胞の数を

測定した結果、Il34 OE群にて有意に減少していた（図 17B）。このことから IL-34 が

マクロファージのNos2発現を抑制し、ICBに対する治療抵抗性を誘導する可能性が

示唆された。 
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図 17. IL-34 阻害によるマクロファージ性質の変化 
（A）MergeはCD45、F4/80、Nos2 の画像を合わせた。対照染色はDAPIで細胞核

を染色した（青）。Scale bar: 20 μm 
（B）一視野におけるCD45+F4/80+Nos2+細胞の割合に対する検討。*p < 0.05; Tukey’s 
multiple comparison test. エラーバーはSEM 
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PDX モデルを用いた IL-34 の役割の解析 
ヒトにおいても抗PD-1及び抗 IL-34 抗体の併用療法により抗腫瘍効果が得られる

かを検証するためにPDX モデルを用いて解析した。PDX モデルを用いた検討は、

阻害効果を有する抗ヒト IL-34抗体選定、IL-34陽性腫瘍組織の選定、マウスへの腫

瘍組織の移植、そして IL-34併用療法の治療効果評価の 4段階で実験を行った（図

18）。 
 
 

 
 
図 18. PDX モデルを用いた阻害実験の概要図 
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まず阻害効果を有する抗ヒト IL-34 抗体選定のために非蛍光標識抗体を探索し、

候補抗体を2つ選定した。次に、ヒト末梢血から単離されたCD14陽性細胞を rhIL-
34および各候補抗体の存在下にて5日間培養し、細胞の数及び形態を観察した。

rhIL-34を添加した培養細胞では、培地のみで培養を行った細胞に比べ、細胞数の増

加及び紡錘状の形態を示す細胞が観察された（図19）。抗 IL-34抗体である

E0320E7 とE033B8を添加した培養条件下においては紡錘状の細胞は観察されなか

ったことから、両抗体に IL-34阻害作用があると判断した。E033B8において光沢が

少なく、細胞の表面が収縮している死細胞が多く観察された。E0320E7より

E033B8の方が rhIL-34 を阻害する能力が高いと考え、E033B8 をPDX モデルマウ

スに投与する阻害抗体として選択した。 
 

 
 

 
図 19. 抗 IL-34 抗体の阻害能の評価 
ヒト末梢血由来 CD14 陽性培養細胞の様子。培地のみで培養した細胞（左上、Non-
stimulated）、rhIL-34のみ添加した細胞（右上）、rhIL-34 と抗 IL-34抗体E0320E7
を添加した細胞（左下）、rhIL-34 と抗 IL-34 抗体 E033B8 を添加した細胞（右下）。

Scale bars：200 μm（左）、50 μm（右） 
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次に、ICB（抗PD-1抗体）と IL-34 阻害の併用療法による治療効果を評価するの

に適切な腫瘍組織を選定するために株式会社DNA Link のデータベースを調査し

た。ここで利用したDNA LinkのデータベースはすでにPDX モデルとして確立され

た 264個の組織の情報を保有しており、特定の遺伝子の発現量を調べることが可能

である。我々は IL34とCD274（PD-L1）の遺伝子発現を検索し、両方の遺伝子が

ともに発現している上位２つのPDX に着目した（表3）。 
 
 
 
 

表 3. DNA LINK のデータベースにおける遺伝子発現量 
 

Model ID 
Primary 

Site 
PDX Pathology Tumor Site 

Tumor 
Type 

Genes expression 

IL34 CD274 

LU-TM-
0007 

Lung Adenocarcinoma Lung Primary 13.575 29.841 

LU-TM-

0112 
Lung 

Squamous cell 

carcinoma 
Lung Primary 29.883 0.503 
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表 3に示した組織にて免疫染色を行った結果、2つの組織はともに IL-34をタンパ

ク質レベルで発現していた。特にLU-TM-0112 にて IL-34発現が多く検出されたが

PD-L1の発現が少ないことから適切でないと判断し、LU-TM-0007を抗PD-1抗体

治療と IL-34 阻害による併用療法の評価に用いることとした（図20）。 
 
 
 

 
 

 
図 20. PDX モデルヒトがん組織における IL-34 発現量の評価 
（A）LU-TM-0007 及びLU-TM-0112 の IL-34 に対する蛍光免疫染色図。IL-34は

赤で示しており、核は青で示している。Scale bar: 20 μm 
（B）LU-TM-0007 及びLU-TM-0112 のPD-L1に対する免疫組織化学染色図。PD-
L1は茶色で示しており、核は紫で示している。Scale bar: 50 μm 
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次に、実験方法の「免疫ヒト化マウス作製」に記したように免疫不全マウスにヒ

トのヒト胎児肝臓由来CD34陽性造血幹細胞を静注し生着させた免疫ヒト化マウス

に対し、LU-TM-0007を移植してPDX モデルを作製した。腫瘍サイズが70-120 
mm3に達した時点からPembrolizumab（抗PD-1抗体、α-PD-1）及びE033B8
（抗 IL-34抗体、α-IL-34）を腹腔内に投与した（図21A）。28日間観察し体重と腫

瘍の大きさを測定した。抗体投与による体重変化は観察されなかった（図21B）。腫

瘍サイズは、pembrolizumab とE033B8の併用（α-PD-1 + α-IL-34）群にて最も小

さい平均値が示された。しかし、各抗体単剤投与群に比し併用群で有意な低下は認め

られなかった（図 21C）。 
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図 21. ICB 治療PDXモデルにおける IL-34阻害効果に対する評価 
（A）LU-TM-0007 が移植されたPDX モデルにおけるpembrolizumab（α-PD-1）
及びE033B8（α-IL-34）投与のスケジュール 
（B）α-PD-1及び α-IL-34投与開始日からの体重（n = 3、Non-treated mouse はn 
= 1） 
（C）α-PD-1及び α-IL-34投与開始日からの腫瘍の大きさ（n = 3）。Non-treated 
mouseの大きさを点線で示した（n = 1）。 
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各腫瘍を摘出して比較を行った。α-PD-1 + α-IL-34群において一つの腫瘍は他に

比べて非常に小さく、もう一つは液状化していることが観察された（腫瘍サイズの測

定では中間値を示した腫瘍）。液状化した腫瘍は回収できなかった（図 22）。 
 
 
 

 
 

図 22. Pembrolizumab 及びE033B8の投与開始から28 日目に観察した様子 
液状化している腫瘍をアスタリスク（*）で示している。 
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HE 染色法にて各個体の腫瘍における組織学的解析を行った。α-PD-1 + α-IL-34群

のうち、大きさが最も小さかった組織にてリンパ球様細胞が観察された（図 23）。こ

のことから抗PD-1及び抗 IL-34抗体の併用投与によりリンパ球の浸潤が促進するこ

とが示唆された。以上により、ヒトにおいて ICB に加え抗 IL-34抗体の併用投与が

ICB 抵抗性がんにおいて治療効果を上昇させる可能性が示唆された。 
 

 
 
 
図 23. ICB 及び IL-34阻害併用PDX モデル組織のHE 染色図 
皮下移植後28 日目の腫瘍に対するHE染色図。リンパ球の浸潤とがん細胞の境界を

黒い点線で示している（右下）。Scale bar: 100 μm 
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考察 
 
本研究では、IL-34が ICB に対する抵抗性を誘導するメカニズムについて検証し

た。マウス大腸がん細胞株CT26担がんマウスにおいて、抗PD-1 抗体と抗CTLA-4
抗体投与による治療効果は報告されている (Jure-Kunkel et al., 2013; Fu et al., 
2019)。しかし Il34 を強制発現させたCT26担がんマウスでは抗PD-1抗体の治療に

対して抵抗性を示す(Hama et al., 2020)。恒常的に IL-34を発現する4T1担がんマ

ウスにおいては抗PD-1抗体投与に対して抵抗性を示すことがすでに報告されている 
(De Henau et al., 2016)。本研究においてこれらのメカニズムを組織学的に解析した

結果、腫瘍組織内に存在しているマクロファージ（F4/80＋）の数に変化は認められ

なかったが、マクロファージの性質に変化が生じていることが観察された。IL-34 と

Nos2陽性マクロファージの関係については、急性腎障害モデルの IL-34欠損マウス

の腎臓においてNos2 陽性（Nos2＋）マクロファージが減少することが報告されてい

る (Baek et al., 2015)。一方で、マウス大腸がん細胞株MC38担がんマウスにおい

ては、抗 IL-34抗体の単独投与を行ってもNos2＋ マクロファージ数の変化はないこ

とが報告されている (Lin et al., 2019)。しかし、ICB を用いた腫瘍モデルにおける

IL-34 とNos2に関しては未だ報告されておらず、本研究で得られた結果が初めての

報告である。 
 
 Arg1陽性（Arg1＋）マクロファージはT細胞の代謝抑制を通じた免疫抑制能を有

することが知られている (Chen et al., 2019)。そのために、腫瘍においてArg1＋ マ

クロファージが増加し、ICB に対して抵抗性を誘導しているのではないかと推測し

た。しかし、ICB抵抗性腫瘍においてArg1＋ マクロファージ数の増加は観察されな

かった（図14、15）。この結果から、腫瘍組織におけるNos2＋ マクロファージや

Arg1＋ マクロファージの数より、各細胞種の存在比率のバランスが重要であると推

察した。 
 
 以前の報告から、IL-34 が腫瘍の増殖、転移、血管新生、治療抵抗性を誘導する

ことが示唆されており (Jones et al., 2016; Chen, Tan and Wang, 2018)、中和抗体

を用いた IL-34阻害による治療効果が期待された。本研究では初めてPDX モデルを

用いてヒト肺がん組織における ICBと IL-34阻害併用の治療効果を検討した。実験

サンプル数に限りがあり統計学的な有意差は見られなかったが、抗PD-1抗体治療に

抗 IL-34抗体の治療を追加した方が抗腫瘍効果が高まることが示唆された。特に、α-
PD-1 + α-IL-34 群の縮小していた腫瘍組織においてリンパ球の浸潤が認められたこ



59 
 

とから、CT26担がんマウスの腫瘍組織において IL-34阻害によりリンパ球浸潤が観

察されたように、抗腫瘍免疫応答が増強されたことが示唆された。 
 
抗PD-1抗体と抗 IL-34抗体の併用時の IL-34阻害による抗腫瘍効果は、がん免疫

においてがん抗原特異的に免疫反応が起きる免疫原性の活性化によるものである可能

性が考えられる。免疫サイクルは以下の 4段階にて構成される (Zhou et al., 2019)。
死滅したがん細胞からダメージ関連分子パターン（DAMPs）とがん抗原が放出され

る。未成熟な樹状細胞ががん抗原の刺激を受けて成熟な樹状細胞へ分化する。成熟な

樹状細胞はリンパ節においてCD4陽性T 細胞及びCD8陽性T細胞を活性化させ

る。活性化されたT細胞はがん抗原特異的に攻撃を行う。このうち IL-34が関与し

うる段階は、樹状細胞が成熟する段階である。樹状細胞の前駆細胞がCSF-1Rを発

現していることは報告されているが (Fogg et al., 2006; Waskow et al., 2008)、その

発現は骨髄内に限られる。マクロファージは樹状細胞と同様に抗原提示能を有してい

るが、IL-34が作用することで分化したマクロファージはT細胞を活性化させる能力

が低いと推察される。一方、抗 IL-34抗体の単独投与のみでは治療効果が得られな

かった原因として、免疫サイクルの最初の段階において死滅するがん細胞がないため

に、DAMPs とがん抗原が抗原提示細胞に伝わっていないと推察される。 
 

 以上、ICB を用いた免疫治療における IL-34 の治療抵抗性の誘導メカニズムの解

析を行なった。ヒト免疫系においても IL-34阻害が免疫治療効果を高める可能性が

示唆された。 
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結論 
 
本研究全体から得られた新知見 
（第1 章） 
 Brd4 は Il34 遺伝子の転写調節因子の一つであり、Brd4はエクソン1領域に結合

する。 
 JQ1 はBrd4 の Il34遺伝子への結合を阻害する。 
 JQ1の投与より IL-34を発現する腫瘍の成長が低下する。 
（第2 章） 
 IL-34を発現する腫瘍組織にてNos2陽性マクロファージの浸潤が減少している。 
 免疫ヒト化 PDX モデルにおいて免疫チェックポイント阻害と IL-34 阻害を併用

した場合、抗 PD-1 もしくは抗 IL-34 抗体を単独で投与した群では観察されなか

ったリンパ球の浸潤や腫瘍組織の縮小が起きる。 
 
新知見の意義 

JQ1 は Il34 遺伝子発現を抑制して抗腫瘍効果を示す化合物であり、JQ1 は新規治

療として有用である可能性がある。 
担がんマウス及び免疫ヒト化 PDX モデルを用い、腫瘍成長における IL-34 の阻害

効果を初めて検討し、がん治療法としての可能性を提示した。 
 
新知見から今後どのような研究が展開されうるか 

JQ1以外にも IL-34発現を調節する低分子化合物を探索し、抗腫瘍効果に対する検

討が展開されうる。 
ICB以外のDNA損傷剤や放射線照射による治療法においても IL-34により治療抵

抗性が誘導されるかを検討し、新規治療法として IL-34阻害が効果を有するかといっ

た研究が展開されうる。 
 
今後の課題 

Runx1 や NF-κB のような転写因子の動きによる Il34 発現誘導について明らかに

する必要がある。Il34 発現を調節する Brd4 以外の転写調節因子の存在に対して検討

する必要がある。JQ1による抗腫瘍効果は IL-34の阻害によるものか検討する必要が

ある。  
 IL-34 阻害効果はT 細胞の抗腫瘍反応を随伴する場合のみ観察されたため、T 細胞

と IL-34の相互作用を明らかにする必要がある。 
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