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要旨 
 
【背景と目的】 腫瘍内には多種多様な免疫細胞が存在し, 細胞間のクロストー
クに立脚した独自の免疫システムが構築されている. 各症例に合わせた個別化
治療の確立を目指す上で, 罹患者の腫瘍組織, 末梢組織における免疫学的解析
が肝要であり, 大規模且つ網羅的なデータ収集が世界中で推進されている. 多
岐にわたる固形がん種において, 最も大きい浸潤比率を占める免疫細胞がマク
ロファージ (MΦ) である. MΦは主に骨髄前駆細胞から分化した単球を由来と
する細胞であり, 周囲の分子生物学的環境に応じて自身の表現系を変化させる. 
腫瘍内においてMΦは免疫抑制性の機能を獲得し得ることが知られており, 抗
腫瘍免疫を抑制することで増腫瘍効果をもたらす. そのような背景より, 単球
からMΦの分化に必須とされるCSF1/CSF1R シグナルの阻害をはじめとした, 
腫瘍内MΦを標的とした治療が試みられてきた. しかし, その効果は期待に反
し限定的で, 一部の患者では重篤な肝障害が認められる結果となり, 現在でも
実臨床に適した新たなMΦ標的療法が模索されている. CSF1/CSF1R 阻害によ
るMΦ標的療法の問題点として, 腫瘍内における抗腫瘍効果をもたらす表現系
を有したMΦさえも除去し得ること, また他臓器の恒常性を維持するMΦの機
能不全に寄与する可能性があること等が考えられる. それらを克服した新たな
標的として, 以下の理由をもとに我々が着目した分子が IL34 である. 
 IL34 は CSF1R に結合する第二のリガンドとして, CSF1 に次いで同定された
分子である. 脳および皮膚の組織MΦであるミクログリア, ランゲルハンス細
胞の分化, 維持に寄与することが示されており, IL34 KOマウスではそれらの
細胞が著減する. 一方で, CSF1 KOおよびCSF1R KOマウスで観察される全
身でのMΦの減少や個体の致死は, IL34 KOマウスでは認められない. 近年
IL34 はがん細胞からも多量に産生され得ることが明らかとなり, がんの浸潤, 
血管新生, 転移, さらに免疫抑制性MΦの誘導に寄与することが示された. こ
れらの背景より, 我々は IL34 を標的とした治療法が既存のMΦ標的療法と比
べ, より効率的に免疫抑制性MΦの除去を促進するだけでなく, 副作用の低減
化も望めると考えた. 本研究では, がん細胞から産生される IL34 とがんの悪性
度の向上との相関を示すとともに, IL34 標的療法の有用性および IL34 依存的
に誘導されるMΦの詳細な免疫学的作用を明らかにすることを目的とした.  
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【材料と方法】本研究では, 5 年生存率が不良とされる卵巣がんを主に解析対
象とした. 複数種のヒト卵巣がん細胞株に加え, 北海道大学病院および聖マリ
アンナ医科大学病院から提供を受けた患者検体における IL34 の発現を qPCR, 
ELISA, 免疫染色にて評価した. 得られた結果を元に, 腫瘍組織における IL34
の発現率と患者の予後との相関解析を実施した. また, IL34 を恒常的に発現す
るマウス卵巣がん細胞株HM-1 および同株から樹立した Il34 KO HM-1 を移植し
た担がんマウス用い, がんの増悪への IL34 の寄与を検討した. さらに同モデル
を用い, 免疫チェックポイント阻害 (ICB) 治療への抵抗性における IL34 の関
与も評価した. IL34 が治療標的として有用であることを検討した上で, single 
cell RNA sequence (scRNA-seq) を用い, 抗 IL34 抗体の投与によりマウス腫
瘍内にて減少する腫瘍関連MΦ (IL34-TAM) サブセットの同定および機能予
測を実施し, IL34-TAMを基軸とした免疫制御機構の解明を目指した. 
 
【結果】免疫染色にて卵巣がん腫瘍組織における IL34 の発現を認め, 多変量解
析の結果 IL34 が予後不良因子であることが示された. また, 化学療法の治療歴
をもつ患者の原発巣および再発巣 (治療抵抗性) における IL34 の発現を比較し
たところ, 再発巣での発現が有意に高いことが示された. このことは in vitro
にて樹立したシスプラチン耐性株KF28 における IL34 の発現量が, シスプラチ
ン感受性株の 50倍以上の値を示すという結果により補填された.  
 Luciferase を遺伝子導入したMock HM-1 および Il34 KO HM-1 をマウスの卵
巣に同所性移植し, がん細胞の動態およびマウスの個体生存期間を比較した. 
その結果, Il34 KO HM-1 移植群においてがん細胞の腹腔, 胸腔内浸潤率の低下お
よび有意な個体生存期間の延長を認めた．また, 細胞移植後の腹腔内免疫環境
を解析したところ, Il34 KO HM-1 移植群において T細胞, 中でも CD8陽性 T細
胞の浸潤率が増加し, その一方でMΦの浸潤率が減少していることが分かった.  
 IL34 が ICB 治療に対する抵抗性に寄与し得るかを検討するため, Mock HM-
1 および Il34 KO HM-1 をマウスの皮下に移植し, 抗 PD-1 抗体治療を行った. そ
の結果, Il34 KO HM-1 移植群でのみ ICB治療による腫瘍増大の抑制が認められ
た. 治療後の腫瘍塊における遺伝子発現を解析したところ, Il34 KO HM-1 移植群
において T細胞遊走に寄与するCxcl9, Cxcl10, Cxcl11, さらに炎症性サイト
カインである Ifng, Tnfa の発現が有意に高いことが示された. また, CD4 陽性
T細胞とCD8陽性 T細胞の浸潤率に関しても Il34 KO HM-1 移植群で有意に高
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いことから, がん細胞由来 IL34 が抗腫瘍免疫の抑制に寄与することが示され
た. Mock HM-1 移植群に抗 IL34 抗体と抗 PD-1 抗体の併用治療を行った際に
も同様の結果が認められた. 
 腫瘍内にて IL34 依存的に誘導されるMΦの免疫学的機能を検討するため, 
scRNA-seq を実施した. Wild type HM-1 を皮下移植後, 抗 CSF1 抗体または
抗 IL34 抗体 (および control IgG 抗体) を投与した各群の腫瘍塊より分取した
MΦを解析サンプルとした. 解析により IL34-TAMの同定に成功し, gene 
ontology 解析にてサブセット特有の生物学的機能を推定した. 
 
【考察】これまで腫瘍内におけるCSF1R シグナルを介したMΦの誘導分子は
CSF1 一辺倒で考えられてきた. 本研究では腫瘍免疫分野に IL34 を基軸とした
新知見をもたらすと共に, IL34 を標的とした新規がん治療法の有用性を示した. 
一方で, 前述したように IL34 は脳のミクログリアおよび皮膚のランゲルハンス
細胞の維持に重要な役割を果たしているため, IL34 標的療法による副作用の検
討は注意深く行われるべきである. また, 本研究では IL34-TAMの機能を推定
することはできたが, マーカータンパク質の同定には至れず, 実験的な IL34-
TAMの機能評価はできていない. したがって, 今後の更なるマーカータンパク
質の探索と機能評価の完遂によって初めて, IL34-TAMに立脚した免疫制御機
構の解明が成される.  
 
【結論】卵巣がん患者検体およびマウスモデルを用いた解析により, 腫瘍組織
における IL34 の発現が予後悪化に寄与することを示した. また, 既存の治療に
抵抗性を示す IL34 発現腫瘍に対し抗 IL34 抗体治療を施すことで, 治療抵抗性
が解除されることを明らかにした. このことは IL34 標的療法の実臨床での有用
性を示唆する. IL34 誘導性MΦがCSF1 誘導性MΦとは機能的に異なることを
示し, MΦを基軸とした腫瘍免疫構築メカニズムに新たな知見をもたらした. 
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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.  
 
APCs  antigen presenting cells 
ARG1  arginase1 
BMMΦ bone marrow-derived macrophage 
cDNA      complementary DNA 
CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 
CSF1      colony stimulating factor 1 
CSF1R   colony stimulating factor 1 receptor 
DAB  3,3'-diaminobenzidine 
DAPI    4',6-diamidino-2-phenylindole 
DCs     dendritic cells 
ELISA    enzyme-linked immuno-sorbent assay 
FBS     fetal bovine serum 
FPKM   fragments per kilobase of exon per million mapped  

sequence reads 
FSC     forward scattered light 
GFP     green fluorescent protein 
MHC  major histocompatibility complex 
IFNγ    interferon-gumma 
IVIS       in vivo imaging system 
IL       interleukin 
KD  knockdown 
KO      knockout  
mAb  monoclonal antibody 
MΦ  macrophage 
PBS     phosphate buffered saline 
PD-1     programmed cell death 1 
PD-L1    programmed cell death ligand 1 
PFS  progression free survival 
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POC  proof of concept 
SSC     side scattered light 
TAM    tumor-associated macrophage 
TNFα  tumor necrosis factor-alpha 
UMAP  uniform manifold approximation and projection 
WT  wild type  
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緒言 
 
 近年がん治療における免疫学の重要性が提起され, これまで主な療法であっ
た外科的療法, 放射線療法, 化学療法に加え, 免疫の力を利用してがんに対抗す
る”免疫療法”の適応が広がりつつある. 悪性腫瘍に対する免疫 (抗腫瘍免疫) の
活性化には複数の分子生物学的ステップが存在する. 元々は自己の細胞である
にもかかわらず, 免疫ががん細胞を非自己として認識し攻撃する要因として, 
がん細胞が発現するがん抗原の存在がある (Gilboa, 1999). がん抗原は正常細
胞には発現していないが, 遺伝的要因や正常細胞の遺伝子突然変異により誘発
され, 細胞死を期に周辺環境に放出される. 放出されたがん抗原は樹上細胞 
(dendritic cells: DCs) をはじめとした抗原提示細胞 (antigen presenting 
cells: APCs) によって取り込まれ, その後APCs は所属リンパ節へと移行し, 
主要組織適合遺伝子複合体 (major histocompatibility complex: MHC) 上に
がん抗原ペプチドを提示することでがん抗原特異的に反応するT細胞受容体 
(T cell receptor: TCR) を有する T細胞を活性化させる. このステップを
priming phase と呼び, 活性化した T細胞はリンパ管から血管へと流入し, 腫
瘍組織へと移行する. 移行した T細胞はがん抗原を発現する細胞特異的に障害
性を発揮し, 細胞死を誘導する. このステップを effector phase と呼び, この 2
つの phase を合わせた一連の流れは「がん免疫サイクル」と称される (Chen 
and Mellman, 2013). 抗腫瘍免疫は上記 2つの phase が遂行されることで初
めて成立するが, 多くの場合でがん免疫サイクルはがん細胞の免疫逃避機構等
の要因によって抑制されている. それらを打開し, より効果的に抗腫瘍免疫の
活性化を促す免疫療法の開発が未だ渇望されている.  
 がん免疫サイクルの概念は抗腫瘍免疫を大まかに説明するに足るが, 如何な
る要因によってそれらが抑制されるかを分子生物学的に示すためには, 網羅的
且つ詳細な腫瘍内の免疫環境を解析し, 理解することが不可欠である. そのよ
うな背景に基づき, 近年脚光を浴びているのが 1細胞単位で網羅的な遺伝子発
現解析が可能な single cell RNA sequence (scRNA-seq) をはじめとした革新
的な解析手法である (Tang et al., 2009). 元来, 複数種の細胞を包含する細胞
集団をサンプルとする際には, 塊 (バルク) での解析が広く用いられていたが, 
がんに浸潤する免疫細胞は非常に不均一な集団であり, それらが平均化されて
しまうバルク解析では微小な集団の解析が困難であった. 一方 scRNA-seq 等を
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用いることで, 個々の細胞の遺伝子発現パターンを元に類似する細胞集団を分
画し, それぞれの存在比および生物学的機能の推定することが可能となった.  
このような技術革新に伴い, 膨大な数の患者コホートを対象とした腫瘍内免疫
細胞の解析が世界中で推進されている. 多岐に渡る種類の固形がん患者の腫瘍
内浸潤細胞において, 大きな割合を占めている細胞が腫瘍関連マクロファージ 
(TAM) である (Gentles et al., 2015).  
 マクロファージ (MΦ) は骨髄前駆細胞から分化した単球と, 卵黄嚢および胎
児肝臓を起源にもつ細胞であり, ほぼ全ての組織, 臓器に存在する (Davies et 
al., 2013). TAMを含むMΦはその機能の異なりにより, 古典的にM1とM2
の 2つのサブタイプに大別される (Mills et al., 2000). M1-MΦは interferon-
gumma (IFNγ) や tumor necrosis factor-alpha (TNFα) といった炎症性サイ
トカインの産生やファゴサイトーシスによる異物の貪食, さらに抗原提示等を
活発に行うことで自然免疫応答を担っており, ヘルパーT細胞 (Th) 1 型反応に
関与している. 一方, M2-MΦは Th2 サイトカインである IL4 や IL13 等により
誘導され, arginase1 (ARG1) や prostaglandin E2 等の免疫抑制分子を産生し
て炎症に伴う免疫反応を抑制する他, 血管新生や組織修復等にも関与する. 健
常状態においてMΦは周辺環境に応じてM1とM2のバランスを保ちながら, 
組織や臓器の恒常性の維持に寄与している. 一方で, がん等の特殊な病変環境
においてはそのバランスが崩れ, 病状の悪化に寄与する場合がある. もっとも, 
病巣には多様な表現系を示すMΦが混在しており 2極化することは困難である
ため, MΦを基軸とした免疫環境の構築メカニズムはより複雑なものとなる. 近
年, “疾患特異的MΦ”という概念も生み出され, がんをはじめとした複雑な免
疫環境内にのみ誘導されるMΦの機能解明および治療標的としての有用性の検
討が進められている. 
多岐に渡るがん種の免疫環境において, 免疫抑制能を有するMΦが抗腫瘍免
疫の活性化を妨げる要因の一つとなることが示されている (Galon and Bruni, 
2020). それ故に, がん治療のアプローチとしてTAMの除去を目的とした治療
法が考案され, 現在複数の治験が実施されている (Mantovani et al., 2022). 
中でも古くから治療標的として着目されているのが, 単球からMΦの分化誘導
において中心的役割を担っている colony-stimulating factor (CSF) 1 およびそ
の受容体であるCSF1 受容体 (CSF1R) によるシグナルカスケードである 
(Wiktor-Jedrzejczak et al., 1990). CSF1R は単球の細胞表面に発現している膜
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貫通型タンパク質であり, CSF1 の結合による細胞内ドメインのリン酸化とその
下流のカスケードの活性化を介し, MΦへの分化に寄与する. 抗体または低分子
化合物を用いたCSF1R 阻害により, 新たに腫瘍内で免疫抑制性のTAMが誘導
されることを妨げ, 抗腫瘍免疫の再活性化を目的とした治験が様々ながん種の
患者に対し試行されている (Mantovani et al., 2022). しかし現在までの報告
によると, それらの治療効果は予想と反し乏しく, 治験参加者の中には治療介
入に因る重篤な肝障害が生じる例も散見された (Tap et al., 2019). その原因を
考察するに, 一つは CSF1/CSF1R シグナルを完全に阻害してしまうことで
TAMの中でも抗腫瘍免疫を活性化させ得るMΦサブセットさえも減少させて
しまうことが考えられる. その結果, 効率的な抗腫瘍免疫を誘導できず著明な
治療効果が発揮されていないという仮説を立てることができる. また, CSF1 お
よび CSF1R の遺伝子が全身にユビキタスに発現していることから, 
CSF1/CSF1R のシグナル阻害の影響が非特異的に腫瘍以外の臓器にまでおよ
び, 組織恒常性の破綻に寄与してしまうことが考えられる. 実際に CSF1R KO
マウスおよびCSF1 KOマウスは全身でのMΦが著しく減少し, 65%以上の個
体は生育段階で骨粗鬆症等を発症し死に至る (Dai et al., 2002a). したがって, 
現行のMΦ標的療法に対し, 腫瘍内における免疫抑制能と有したMΦへの特異
性を付与させることが現状の大きな課題である. そこで我々が着目した分子が
interleukin-34 (IL34) である. 
IL34 は CSF1 と同様にCSF1R 介したシグナルを駆動し, 単球からのMΦの分
化, 増殖を誘導する分子として発見されたサイトカインである (Lin et al., 
2008; Stanley and Chitu, 2014). 機能面ではCSF1 と類似する点が多いもの
の, アミノ酸配列レベルでの相同性は乏しく (15%以下) CSF1R との結合にお
ける結合部位も両者で異なることが知られている (Chihara et al., 2010; 
Droin and Solary, 2010; Nakamichi et al., 2013). また全身の組織において
ユビキタスに遺伝子発現が認められるCSF1, CSF1R とは対照的に, IL34 の遺
伝子発現は脳や皮膚といった部位に限局しており, それぞれの組織MΦである
ミクログリアとランゲルハンス細胞の発生に寄与する (Wang et al., 2012a). 
実際に IL34 KOマウスでは, ミクログリアおよびランゲルハンス細胞が著減す
るが, CSF1 および CSF1R KOマウスで観察された個体致死は認められない 
(Greter et al., 2012). 近年, IL34 はがん細胞からも多量に産生されることが明
らかとなり, 腫瘍環境における IL34 はがん細胞の増殖, 血管新生, 転移, 薬剤
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耐性の獲得などに加え, 免疫抑制性のMΦの誘導に関与することが報告されて
いる (Baghdadi et al., 2017) . また, 当研究室の先行研究において, 肺がんや
大腸がん患者の腫瘍組織における IL34 の発現が高いほど予後が不良であるこ
とが明らかとなった (Baghdadi et al., 2016a; Kobayashi et al., 2019). 一方
で腫瘍内における IL34 の詳細な分子生物学的機能の解析を実施した報告は乏
しく, IL34 標的療法の非臨床 POCも不十分である. また, IL34 特異的に誘導
されるTAMの詳細な機能解析を実施した研究はこれまでにない. このような
背景に基づき, 腫瘍環境における IL34 の免疫抑制機構の詳細な解析と治療標的
としてのポテンシャルの検討, さらに CSF1 誘導性 TAMと IL34 誘導性 TAM
の機能的相違の解明により, TAMを基軸とした腫瘍免疫構築システムに新たな
知見をもたらすことを目的として研究を行った. 
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材料と方法 
 
マウス 
B6C3F1 マウス (♀6-8 週齢) は日本 SLC株式会社から購入したものおよび, 
C57BL/6J マウスとC3H/He マウスを北海道大学遺伝子病制御研究所内の動物
実験施設で交配し, 繁殖させたものを使用した. これらの動物は北海道大学動
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) 
 
臨床サンプル 
 本研究に使用したヒト卵巣がん検体 (細胞株, 組織標本) は北海道大学病院
産婦人科, 聖マリアンナ医科大学病院産婦人科, 神奈川県立がんセンター臨床
研究所にて 2006-2016 年の期間中に卵巣がんと診断された患者のものを使用
した. 進行ステージは FIGO進行期分類, クラスは世界保健機関（WHO）のガ
イドラインに基づき決定した. 全ての患者からインフォームドコンセントを取
得し, 北海道大学病院 (承認番号 17-0001), 北海道大学遺伝子医療研究所 (17-
0001), 神奈川県立がんセンター, 聖マリアンナ医科大学（3520）の施設倫理
委員会が示す関連指針および規則に従って承認を得た後, 検体を使用した.  
 
細胞培養 
本研究に使用したヒト卵巣がん細胞株 KF28 は Prof. Yoshihiro Kikuchi 
(National Defense Medical College) より分与いただき, OVISE, OVTOKOお
よびマウス卵巣がん細胞株OV2944-HM-1 (HM-1) は Japanese Collection of 
Bioresources (JCBR) より購入した. KF28, OVISE, OVTOKO の培養液には
10% FBS (Sigma-Aldrich) , 1% penicillin/streptomycin (ナカライテスク) 含
有の RPMI-1640 (富士フィルム和光製薬株式会社)を, HM-1 の培養液には 10% 
FBS, 1% penicillin/streptomycin 含有のMEM-α (富士フィルム和光製薬株式会
社)を使用した. 細胞は全てCO2インキュベータ (37℃, 5% CO2/95% air) 内で
培養した. 
レンチウィルスの作製に使用した Lenti-X 293T 細胞株 (タカラバイオ) の培
養液には10% FBS含有のD-MEM (富士フィルム和光製薬株式会社)を使用した. 
培養は CO2インキュベータ (37℃, 5% CO2/95% air)内で行った. レンチウィル
ス作製手順は後述する.  
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細胞の継代は以下の手順で行った. まず培養液を除去し, PBS で dish 内の残
液を洗浄した後にTrypsin (0.5 g/l-Trypsin 0.53 mmol/l-EDTA Solution, ナカ
ライテスク）を 0.5-1 ml 加え, CO2インキュベータ(37℃, 5% CO2/95% air)内
にて5分間静置した. ピペッティングにより細胞をdishから剥離し, Trypsinの
5 倍量の培養液を加えて酵素反応を中和した. 細胞懸濁液を遠心用チューブへ
回収し, 1,500 rpmで 5分間遠心した. 遠心後に上清を除去し, 形成された細胞
のペレットを適量の培養液にて再懸濁した. この一部を細胞培養用ディッシュ
に播種し, 再び培養した. 
 
薬剤耐性株樹立 
 KF28, OVISE, OVTOKOの培養液中に, シスプラチン (日医工株式会社) ま
たはドキソルビシン (日医工株式会社) を 0.01-0.1 µmol/Lの濃度で添加し, 72
時間培養した. 抗がん剤含有培養液を除去した後に PBS でディッシュを洗浄
し, 新たに抗がん剤を含まない培養液を加え, 生存した細胞が増殖しコンフル
エントの状態になるまで回復させた. その後, 再度抗がん剤含有培地に置換し
培養した. 上記の工程を 0.01 µmol/Lから段階的に抗がん剤の濃度を上げなが
ら繰り返し, 0.1 µmol/Lにて細胞障害が認められなくなった時点で薬剤耐性株
が樹立されたと判断した.  
 
Bone marrow-derived macrophages (BMMΦ) の分化誘導 
 マウスの大腿骨より骨髄液を回収し, 15 ml tube内にて大腿骨 1本につき
1ml の lysis bufferで細胞のペレットをピぺッティングにより懸濁した. Lysis 
buffer 1mlにつき 1分間常温で静置した後, 全量が 15 mlとなるまで PBSで
メスアップし 1,500 rpm, 4℃で 5分間遠心した. 上清を除去し, 10% FBS, 1% 
penicillin/streptomycin 含有の RPMI-1640 を用いてペレットを再懸濁し, 70 
µmフィルターに通した後にセルカウントを実施した. 5×106/tube で 15 ml 
tube に細胞を分注し, 培養液で 10 ml までメスアップした後 recombinant 
IL34 または recombinant CSF1 を 20-50 ng/ml で添加し混和した. 10 cm 
dish (アズワン) へ細胞を播種してCO2インキュベータ (37℃, 5% CO2/95% 
air) 内で培養した. 72 時間後, 培養上清を 5 ml 回収し, recombinant 含有培養
液 (誘導開始時より 2倍の濃度) を 5 ml 加え, 更に 72 時間培養した. 播種後
day6 時点で dish に接着している細胞をBMMΦとした. 上清を除去した後に
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10 ml の 10 mM EDTA PBS (同人化学) を添加し, CO2インキュベータ (37℃, 
5% CO2/95% air) 内で 10-15 分間静置してBMMΦを dish より剥離させ, 15 
ml tube に回収した. その後 assay buffer 等で細胞をwash し, assay および解
析に使用した. 
【Lysis buffer 組成】 
NH4Cl (Wako) 8.29 g, KHCO3 (Wako)1.0 g, 2Na・EDTA 37.2 g, MiliQ up to 
1 L 
  
T 細胞の分取と CFSE 染色 
マウスから摘出した脾臓を 10 cm dish 内でスライドガラスを用いてすり潰
し, PBS で dish を洗いながら細胞を 15 ml tube に回収した. 1,500 rpm, 4℃
で 5分間遠心した後, lysis buffer を用いて溶血 (lysis buffer 3 ml, 3 分間静置) 
し, 再度遠心してペレットにした. 上清を除去し 10% FBS, 1% 
penicillin/streptomycin 含有の RPMI-1640 を用いてペレットを再懸濁し, 70 
µmフィルターに通した後にセルカウントを実施した. 1-5×107 cells を 15 ml 
tube へ分注し, 遠心した後のペレットを FACS buffer で×10 希釈したCD90.2 
Microbeads, mouse (Miltenyi Biotec) 溶液で再懸濁する (1×107 cells/100 
µl). 暗所, 氷上で 15分間静置した後に, FACS buffer 1 ml を加えピぺッティ
ングした後 1,500 rpm, 4℃で 5分間遠心した．ペレットを FACS buffer 500 
µlで再懸濁し, 強力な磁器に装着した LS Columns (Miltenyi Biotec) を用いて
CD90.2 陽性 T細胞を分取した.  
分取した T細胞を PBS で 2度 wash した後, 0.33 µM CFSE 溶液 (同人化学) 
を用いて 1×106 cells/ml で懸濁し vortex でよく混合した. その後 tube をアル
ミホイルで遮光し, 37℃ water bath 内で 15分間静置した. Tube を遠心後, 上
清を除去し, 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin 含有の RPMI-1640 で
wash, 再懸濁し, セルカウントを実施した後に assay に用いた.  
【FACS buffer 組成】 
1％ FBS, 2.5mM 2Na・EDTA, PBS up to 1L 
【CFSE 溶液組成】 
2 mM CFSE (DMSO) 5 µl, PBS 30 ml 
 
 



 15 

T 細胞と BMMΦの共培養 
CFSE で染色した T細胞を 2×105 cells/well で 96 well plate に播種した後, 
誘導した BMMΦを 4×104 cells/well で同 well に添加した. 共培養には 55 µM 
2-メルカプトエタノール (ナカライテスク), 10% FBS, 1% 
penicillin/streptomycin 含有の RPMI-1640 を培養液として用い, 液量は 200 
µl/well とした. Syngeneic の実験系の場合, 培養液にUltra-LEAF™ Purified 
anti-mouse CD3ε Antibody (Biolegend) およびUltra-LEAF™ Purified anti-
mouse CD28 Antibody (Biolegend) をそれぞれ 1 µg/ml, 5 µg/mlの最終濃度
となるように添加した. 72 時間後, 細胞をピぺッティングにより回収し解析サ
ンプルとした.  
 
レンチウィルス作成・感染 
レンチウィルスは pLenti-luc CMV-Puro および pLenti-GFP CMV-Neo を
Lenti-X 293T 細胞にトランスフェクションして作製した. パッケージングプラ
スミドは pCMV-VSV-G-RS および pCAG-HI-Vgp を用いた.   
Lenti-X 293T 細胞 4.4×106 cells を 10 cm dish に撒き, CO2インキュベー 
タ (37℃, 5% CO2/95% air) 内で 24 時間培養した. トランスフェクション用
のプラスミド溶液は以下の組成で調整した. 
 

 pCMV-VSV-G-RS 1.1 µg  
 
pCAG-HI-Vgp 1.1 µg   

 
pLenti-luc CMV-Puro 3.7 µg   

 OptiMEM （Gibco） 250 µl   
 

 pCMV-VSV-G-RS 1.1 µg  
 
pCAG-HI-Vgp 1.1 µg   

 
pLenti-GFP CMV-Neo 3.7 µg   

 OptiMEM （Gibco） 250 µl   
 
プラスミド溶液を静かにピペッティングし, 室温で 5分間静置した. その後
TransIT-X2® Reagent (タカラバイオ) を 12 µl添加し, 再び静かにピペッティ
ングした後, 室温で 20分間静置した. 10 mlの培養液にプラスミド溶液を全量
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添加し, 24時間培養後の Lenti-X 293細胞の培養液と置換してさらに 48時間
培養した (以降の操作はクリーンベンチ内で実施). レンチウィルス含有上清を
遠心用チューブに回収し, 1,500 rpmで 5分間遠心した. その後, 上清を 0.44 
µmフィルターに通しレンチウィルス含有液とし, 培養液と 1:1の割合で混合し
た溶液で被感染細胞を 48時間培養した. 培養後, 感染細胞を継代し puromycin
または neomycinによる薬剤耐性株のセレクションを行った. 
 
RNA 抽出, complementary DNA (cDNA) 合成 
培養細胞 (1×106 ~ 1×107 cells) から TRIsureTM (meridian BIOSCIENCE) を
用いて total RNAを抽出した. また, 卵巣腫瘍組織および正常組織からの total 
RNA抽出についてはMaxwell 16 LEV simply RNA Tissue Kit (Promega) を
用いた. 得られた total RNAを鋳型とした cDNA合成は ReverTra Ace qPCR 
RT Master Mix (TOYOBO) を用いて行った. 
 
Quantitative-PCR (qPCR) 
 培養細胞および組織より抽出した total RNAをもとに, 作製した cDNAを用
いて qPCRを実施した. 2×KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master Mix 
(KAPABIOSYSTEMS, Boston, MA), 10 µM PCRプライマー (Forward および
Reverse）, cDNA を混合し, PCR を実施した (Step One Real-Time PCR 
System, Applied Biosystems). PCR の反応条件は以下の通りである. 
 

 
 
 
 

 
内部標準としてGapdh を用い, 各遺伝子のmRNA発現量を相対的に算出した. 
qPCRに用いたプライマーの塩基配列を【表 1】に示す.  

 温度 ステップ 時間 

 95℃ 変性反応 20 秒 

 
95℃ 変性反応  3 秒 

 
プライマー Tm 値 (℃) アニーリング/伸長反応  30 秒 

 95℃ Melt Curve 15 秒 
 プライマー Tm 値 (℃) Melt Curve 1 分 
 95℃ Melt Curve 15 秒 

40 サイクル 
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Enzyme-linked immune-sorbent assay (ELISA) 
細胞株由来のサイトカインを測定するために, ELISA を実施した. 1×106 
cells/well で 6 well plate に細胞を播種し, 2 ml の培養液中で 48時間培養し
た. 上清を回収し, 0.44 µmフィルターを通した溶液をサンプルとした. IL34
の測定には LEGEND MAX Human IL-34 ELISA kits with Pre-Coated Plates 
(Biolegend), LEGEND MAX Mouse IL-34 ELISA kits with Pre-Coated Plates 
(Biolegend)を使用した. CSF1 の測定にはMouse M-CSF Quantikine ELISA 
Kit (R&D) を使用した. 
 
CRISPR-Cas9 システムを用いた KO 株の作製 
HM-1 が恒常的に発現している IL34 およびCSF1 それぞれのKO株を作製
するため, CRISPR/Cas9 プラスミドをHM-1 に導入した. プラスミドは IL-34 
CRISPR-Cas9 KO Plasmid (m) (Santa Cruz Biotechnology), M-CSF 
CRISPR/Cas9 KO Plasmid (m2) (Santa Cruz Biotechnology) および実験内コ
ントロールとしてControl CRISPR/Cas9 Plasmid (Santa Cruz 
Biotechnology) を使用した. まずHM-1 を 1×105 cells/well で 6 well plate

【表 1】qPCRに使用したプライマー配列 
 Gene Forward primer （5'→3'） Reverse primer （5'→3'） 

Mouse Cxcl9 AATGCACGATGCTCCTGCA AGGTCTTTGAGGGATTTGTAGTG 

Cxcl10 AGTGCTG CCGTCATTTTCTG TCCCTATGGCCCTCATTCTCA 

Cxcl11 GTAATTTACCCGAGTAACGGC CACCTTTGTCGTTTATGAGCCTT 

Ifng AAGACAATCAGGCCATCAGCA AGCGACTCCTTTTCCGCTTC 

Tnfa TTCTATGGCCCAGACCCTCA CTTGGTGGTTTGCTACGACG 

Il34 TGAGCTGCAATGGGACTG GGCCACCAAGTCCAGAAA 

Gapdh TCAAATGGGGTGAGGCCGGT TTGCTGACAATCTTGAGTGA 

Human IL34 GTGCCTTACGAGGGGGTGTTC CACCTTGGGGCTGACCTCCAC 

CSF1 CCTGAAGAGCTGCTTCACCAA CATTCTTGACCTTCTCCAGCAA 

CSF1R TGCCTTACAACGAGAAGTGGGAG ATCTTCACAGCCACCTTCAGGAC 

B-ACTIN TCACCCACACTGTGCCCATCTACG CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATG 
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に播種し, 24 時間培養する. その後, 以下に示した混合液をそれぞれのプラス
ミドを用いて作製した. 
 

 CRISPR/Cas9 Plasmid 2 µg  
 
TransIT-X2® Reagent 10 µl    

 OptiMEM （Gibco） 250 µl   
 
混合液を静かにピペッティングし室温で 20分間静置した後, 培養液 2 ml に添
加してプラスミド含有培養液とした. 6 well plate より培養上清を除去し, 上記
のプラスミド含有培養液を全量加え, 48 時間培養した. その後GFP陽性細胞 
(形質転換細胞) をソーティングし, 培養した. 遺伝子のKO効率は培養上清中
の IL34 もしくはCSF1 が ELISA における検出の有無により検討した. 樹立し
たKO株をそれぞれ Il34 KO HM-1, Csf1 KO HM-1 とし, コントロールプラスミ
ドを導入した株はMock HM-1 とした.  
 
フローサイトメトリー 
フローサイトメトリーは FACS Celesta (BD Bioscienes) もしくは FACS 
Aria Ⅱ (BD Biosciences) を用いて行った. ソーティングに関しては FACS 
Aria Ⅱまたは SONY SH800 (SONY) を用いた. 得られたデータ解析には
FlowJo software V7.6.5, V10.6.1 (Tree Star, Ashland, OR) を用いた. フロ
ーサイトメトリーおよびソーティングに使用した抗体を【表 2】に示す. 死細
胞染色には 4’, 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride（DAPI）を用
い, FCS と SSCのゲートに加えDAPI で染色されない細胞を生細胞とし, 解析
対象とした. 
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【表 2】フローサイトメトリーおよびソーティングに使用した抗体 
Antibody Conjugation Clone Supplier 

CD3ε APC 145-2C11 Biolegend 

CD4 APC-Cy7 RM4-5 Biolegend 

CD8α FITC 53-6.7 Biolegend 

CD11b FITC M1/70 Biolegend 

CD11c APC N418 Biolegend 

CD16/32  Purified 2.4G2 TONBO bioscience 

CD45 

FITC, PE, 
APC, PE-
Cy7, APC-
Cy7, Pacific 
blue 

30-F11 Biolegend 

CD80 FITC 16-10A1 Biolegend 

CD86 FITC GL-1 Biolegend 

CD115 APC AFS98 Biolegend 

CD273 (PD-L2) PE TY25 Biolegend 

CD274 (PD-L1) APC MIH5 Biolegend 

I-A/I-E FITC M5/114.15.2 Biolegend 

F4/80 APC BM8 Biolegend 

anti-Rat IgG 

FITC, PE, 
APC, PE-
Cy7, APC-
Cy7 

Rabbit 
polyclonal 

Biolegend 

 
組織免疫染色 
前述した医療機関から提供を受けたホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 
組織標本をサンプルとした免疫染色を実施し, IL34 の発現を評価した.  
キシレンおよびエタノールを用いてパラフィンを除去した後, 適当な容器内に
て, Immunosaver® (日新 EM株式会社) 超純水 100 ml に対し 500 µl加えた
溶液に標本を浸漬させ, 水道水を入れた電気ポット内で 98℃, 40分間加熱した 
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(抗原不活化処理) . 標本を PBSで洗浄した後, 0.3% 過酸化水素水加メタノー
ルをマウントし, 室温で 10分間浸漬した (内因性ペルオキシターゼの除去). 
PBSにて洗浄し, 0.3% Triton PBS (PBS-T) をマウントして 5分間浸漬後, 2% 
BSA PBSをマウントし 60分間浸漬した (タンパク質ブロッキング). 再度
PBS-Tにて洗浄した後, PBS-Tにて×200希釈したマウス抗ヒト IL34抗体 
(Clone; 1D12, Milliopore) をマウントし, 4℃で一晩浸漬した. ネガティブコン
トロール標本は PBS-Tで浸漬した (一次抗体反応). 翌日, 標本を PBS-Tで 3
度洗浄した後, 5%ウマ血清をマウントし, 室温で 30分間浸漬した (ブロッキン
グ処理) . 水分を除去した後, polymer 式 HRP二次抗体 (ImmPRESS 
UNIVERSAL Regent, Anti-Mouse/Rabbit Ig Anti-Mouse/Rabbit IgG 
PEROXIDASE, Vector)を一滴マウントした. 乾燥を防ぐためパラフィルムを被
せ, 室温で 30分浸漬した (二次抗体反応). その後, PBS-T にて 3度洗浄した. 
DAB (3,3'-diaminobenzidine) 3 mg を Tris-HCl (0.05M Tris-HCl (pH7.6)) 6 
ml に溶解し, DAB溶液を作製した (遮光する). DAB溶液 1 ml に H2O2を 3 µl
混合し, 直後に標本にマウントして光学顕微鏡で観察しながら露光した. バッ
クグラウンドが褐色を呈さない頃合いで標本を超純水に浸し, 発色反応を停止
させた (DAB発色). ネガティブコントロール標本と同一時間を発色時間と設定
し, 同様の手順でサンプル標本の発色を行った. Mayer’s Hematoxylin 
Solution (和光純薬工業株式会社) をマウントし, 室温で 3分間浸漬した 
(Hematoxylin によるカウンター染色). その後, 純水で 15分間浸して色出しを
行った. 染色終了後, 100%エタノールおよびキシレンで脱水, 透徹した後に封
入剤マリノール (武藤化学株式会社) をマウントし, カバーグラスで標本を封入
した. IL34 の発現を定量するにあたり, 正立顕微鏡を用いて染色像を観察した. 
2 名の研究者が 200×の倍率で各標本における腫瘍部位を判定し, 20×の倍率で
腫瘍部分を無作為に撮影した. 撮影した画像を画像解析ソフトウェア Image J 
(National institutes of Health) の color deconvolution 機能を用いてDAB画
像, Hematoxylin 画像, 補色画像に分別した. DAB画像を 2値化し, 全体像に
対する陽性率を算出した. 任意の色の画素強度値は 0から 255 の範囲で, 0 は
最も暗い色調を, 255 は最も高い色調を基準として表した. 0, 1-85, 85-170, 
171-255 の解析数値をそれぞれ negative, absent, week, strong とし, 標本ご
とに IL34 の発現強度を判定した.  
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マウスへのがん細胞株の移植 
 本研究ではマウス卵巣がん細胞株をマウスの卵巣に移植する同所性移植と, 
腹側部への皮下移植を行った. 培養細胞を回収しセルカウントを実施後, 目的
の細胞数 (同所性移植: 1×106, 皮下移植: 2×105) を 1.5 ml チューブへ分注し, 
400×g で 5分間遠心した. 上清を除去した後に PBS で細胞を洗浄し, 再び遠
心, 上清の除去を行った. 形成されたペレットを 5-10 µlのマトリゲル 
(Corning) で再懸濁し, 移植した. 同所性移植にはBD ロードーズ TM (BD), 皮
下移植にはマイショット® (NIPRO) をそれぞれ用いた.  
 
In Vivo Imaging System (IVIS) 
Luciferase (Luc) を遺伝子導入したHM-1 の Luc 発現強度を評価するため, 
IVIS を用いた発光観察を行った. 96 well plat に細胞を播種し, 200 µlの培養
液で懸濁する. その後, 30 mg/mlで PBSに溶解した A-Luciferin溶液 (Avidin 
Ltd) を 2 µl加え, IVIS Spectrum Imaging Systems (Caliper Life Sciences 
Ltb) を用いて発光強度を測定した. 発光が認められた Luc陽性株をマウスの卵
巣内に移植し, 経時的にがん細胞の動態を観察, 撮影した. In vivoにおける撮
影時は, マウスの尾静脈より A-Luciferin溶液を 150 mg/kgで投与し, 露光時
間は 1分間とした.  

 
抗体投与治療 

PBSにて希釈した in vivo実験用の抗体をマウス腹腔内に投与した. がん細
胞株を皮下移植した後, 形成された腫瘍の直径が 5 mmとなった日を投与開始
日とした. 抗 PD-1抗体および抗 CTLA-4抗体は 2回/週, その他の抗体は 3回/
週で投与した. 使用した抗体および投与濃度を【表 3】に示す.  
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【表 3】In vivo 実験にて使用した治療用抗体 
Antibody Clone Dose Concentration Supplier 

PD-1 RMP1-14 12.5 mg/kg From Dr. Yagita 

CTLA-4 UC10-4F10 12.5 mg/kg From Dr. Yagita 

IL34 C054-35 10 mg/kg Biolegend 

CSF1 5A1 10 mg/kg Bio X Cell 

CSF1R AFS98 10 mg/kg Bio X Cell 

Rat IgG whole 
molecule 

N/A 10-12.5 mg/kg 

Jackson Immuno 
Research 
LABORATPRIES, 
INC. 

 
Ion AmpliSeq-targeted sequencing analysis 
 術前に卵巣癌と診断された患者 39名から, 手術時に腫瘍組織を採取した. 組
織は RNA later (Qiagen) を含むバイアルに速やかに (腫瘍切除後 10分以内
に）採取し, 使用時まで-80 ℃で保存した. RNeasy Mini（Qiagen）を用いて
腫瘍組織から total RNAを抽出し, Qubit 3.0 Fluorimeter（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて定量した. 10 ng の total RNAをサンプルとし, Ion 
AmpliSeq™ Transcriptome Human Gene Expression Kit (Thermo Fisher 
Scientific) を用いてトランスクリプトーム用ライブラリーを調製した. 調製し
たライブラリーはAMPure XP (Beckman Coulter) で精製し, Ion Library 
TaqMan™ Quantitation Kit (Thermo Fisher Scientific) で定量した後, 50 pM
に希釈して 1プール 8サンプルで均等にプーリングした. エマルジョン PCR
は Ion Chef™ Systemも用いて実施した. その後, Ion P1 Hi-Q Chef Kit と
Ion P1 Chip Kit v3 (Thermo Fisher Scientific) を用い, Ion Proton™ システ
ムで鋳型ライブラリの塩基配列を決定した. この方法に基づき, AmpliSeq の値
から IL34, CSF1, CSF1R, CD163 の発現中央値を算出し (RPM：reads per 
million), コホートを各遺伝子の発現が高い患者または低い患者に分別した 
(IL34 (≧0. 40 or <0.40), CSF1 (≧1.62 or <1.62), CSF1R (≧1.79 or <1.79), 
CD163 (≧1.78 or <1.78)). その後, 遺伝子発現と予後との相関を評価するため, 
Kaplan-Meier 曲線を作製した. 
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Single cell RNA sequence (scRNA-seq) 
 WT HM-1 腫瘍からソーティングにより分取したTAM分画 (CD11b+ 

F4/80+) をサンプルとし, scRNA-seq 解析を実施した. 腫瘍の直径が 5 mmに
達した日より, 抗 IL34抗体または抗 CSF1抗体 (コントロール群には Control 
Rat IgG抗体) を 3回/週で腹腔内投与した. 細胞移植後 day19で腫瘍を回収
し, BD HorizonTM Dri Tumor & Tissue Dissociation Reagent (BD) を用いて
腫瘍内浸潤免疫細胞を分取した. その後ソーティングによりCD45+ CD11b+ 

F4/80+ DAPI- 細胞をTAM分画として分取した. 取得した細胞を
BANBANKER® (日本ジェネティクス) 1 ml に懸濁し, -80℃で凍結保存した. 凍
結した細胞を公益財団法人かずさDNA研究所 遺伝子構造解析グループにて, 
1 細胞 RNA-seq ライブラリ調整, シーケンス解析, 2 次データ解析を実施した. 
各ステップで使用した試薬および解析プログラムを【表 4】に示す.  
 
【表 4】scRNA-seq 解析の各ステップにおける使用試薬および解析プログラム 

Step Regent/Program Supplier 

1 細胞 RNA-seq 
ライブラリ調整 

Chromium Next GEM Single 

Cell 3ʹ GEM, Library & Gel 

Bead Kit v3.1 

10x Genomics 

Chromium i7 Multiplex Kit 10x Genomics 

SPRIselect BECKMAN COULTER 

MGIEasy Universal Library 

Conversion Kit (App-A) 
MGI 

AMPure XP ビーズ BECKMAN COULTER 

シーケンス 

DNBSEQ-G400RS MGI 

DNBSEQ-G400RS High-

throughput Sequencing Set 

(App-A FCL PE100) 

MGI 

2 次データ解析 
cellranger count 10x Genomics 

RStudio RStudio® 

 
RStudio を用いた 2次データ解析を実施する際, Satija Lab が提供するパッケ
ージである Seurat を使用した (https://satijalab.org/seurat/).  
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統計解析 
統計解析は JMP® 14 (SAS Institute Inc.)を用いて行った. 有意性の判定には
Student's t-test, Tukey's multiple comparison test, または Steel-Dwass 
nonparametric multiple comparison test を用い, 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 1
つ (*) , p<0.01 の場合にはアスタリスク２つ (**) , p<0.001 の場合はアスタリ
スク３つ (***) を付与した.  
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結果 
 

1. 卵巣がんにおける IL34 の新規治療標的としての有用性 
 当研究室の先行研究にて, 肺がん患者の腫瘍局所における IL34 の発現が患者
の予後悪化と正の相関関係にあること, 更に肺がんの化学療法抵抗性の獲得に
寄与することが明らかとなった (Baghdadi et al., 2016b). それらを踏まえ, 
当研究室では多岐にわたるがん種について IL34 の発現解析を行っており, 本研
究では特に卵巣がんに着目した実験を行った.  
 卵巣がんは婦人科がんにおいて, 罹患率こそ子宮頸がんや子宮体がんと比較
し高くないものの, 罹患者数に対する死亡者が多いことが特徴であり, 婦人科
がんの中でも予後が悪いとされている (Funston et al., 2018). その要因とし
て, 初期症状の乏しさにより診断が遅れる傾向にあることや, 再発率が高いこ
とが挙げられる. 化学療法の感受性が比較的高く, およそ 70%の患者において
外科的手術の後にタキサン製剤, プラチナ製剤を用いた化学療法が実施される. 
しかし, Ⅲ-Ⅳ期の進行性の場合 2年以内に約 55%, 5 年以内には約 70%の患者
で再発が認められ, 化学療法に対する抵抗性を有する症例も散見される 
(Pignata et al., 2017). 既存の治療に抵抗性を示す卵巣がん症例に対する治療
法の確立は未だ challenging である. そこで, 肺がんにおいて予後悪化および
化学療法抵抗性の獲得に寄与するとされる IL34 が卵巣がん治療における新た
な標的となり得るかを検討するため, 以下の実験を行った. 
 

1-1. 卵巣がんにおける IL34 の発現と予後への影響 
1-1-1. 卵巣がん検体における IL34 の発現解析 
 IL34 の遺伝子発現は多岐にわたるがん種にて認められているが, 卵巣がんに
おける発現はこれまでに報告されていない (Baghdadi et al., 2018a). そこで
始めに, 神奈川県立がんセンター臨床研究所にて 2006-2016 年の間に卵巣がん
と診断された患者の病片から精製された cDNAをサンプルとし, IL34 の発現を
qPCRにて解析した. コントロールとして正常な卵巣上皮組織または卵管組織
から精製した cDNAを使用した. 腫瘍組織検体はすべて原発巣であり, 術前化
学療法を実施していない患者を選別しサンプルとした. 解析の結果, 卵巣腫瘍
組織において IL34 の発現が有意に高いことが明らかとなった (図 1A, B).  
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図 1. 卵巣腫瘍組織における IL34 の発現解析 
A) 正常卵管組織 (n=1), 正常卵巣上皮組織 (n=4), 明細胞腫瘍組織 (n=6), 漿
液性腫瘍組織 (n=6) における IL34 の発現の相対値. 正常卵巣上皮組織であ
る 51Nを対照コントロールとし, その他のサンプルにおける倍率変化 (fold 
change) を示した. 

B) 正常組織と腫瘍組織に分類し, IL34 発現の倍率変化を比較した. グラフは平
均値と標準誤差を示す. *p<0.05, Student’s t-test.  
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1-1-2. 卵巣腫瘍組織における IL34 のタンパク質発現解析 
 卵巣腫瘍組織において IL34 の発現が高いことが示されたが, 実際に IL34 が
活性を有し, 腫瘍局所で生理学的に機能し得るかはタンパク質発現を認めない
限り定かではない. そこで卵巣がん検体の組織標本をサンプルとし, DABを用
いた組織免疫染色にて IL34 のタンパク質発現を定量した. 組織標本は, 北海道
大学病院産婦人科にて 2006-2016 年の間に漿液性がんまたは明細胞がんの診
断を受けた患者から摘出された原発巣より作製した. 各標本におけるDAB陽
性率の解析結果より, 腫瘍組織および正常組織において IL34 の発現が認められ
る検体と認められない検体の両方が観察された (図 2A). 次に, Image J を用い
た画像解析により IL34 の発現強度を定量したところ, 発現が認められる検体間
においてその強度が異なることが分かった. 肺がんを用いた先行研究により, 
組織検体における IL34 の発現強度はステージの進行に依存して高くなること
が示されている (Baghdadi et al., 2018b). そこで検体を進行期別に分け, IL34
の発現強度を画像解析処理にて absent, week, strong に分類したところ, IL34
の検出率は進行ステージ前期である StageⅠ, Ⅱでは 15.7%, 12.5%であり, 進
行ステージ後期である StageⅢ, Ⅳでは 21.9%, 42.8%であった. また, ステー
ジ後期における IL34 の検出率が有意に高いことが示された (p=0.002, 
Fisher’s exact test) (data not shown). つまり肺がんコホートと同様に, 卵巣
がんコホートにおいて, 進行ステージ後期で IL34 の発現が認められる検体の割
合が高いことが示された (図 2B).   
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図 2. 卵巣腫瘍組織における IL34 のタンパク質発現と進行期との関係 
A) 抗ヒト IL34 抗体を用いたDAB染色による染色像. 褐色に染まっている部
分が IL34 の陽性反応を示す. 上段には IL34 の発現が認められる検体, 下段
には IL34 の発現が認められない検体を示す. 

B) 各進行期の患者検体における IL34 の発現強度とその割合を示す. IL34 の発
現が認められる検体の割合はそれぞれ StageⅠ (37.3%, n=19/51), StageⅡ 
(43.8%, n=7/16), StageⅢ (62.5%, n=20/32), StageⅣ (85.6%, n=12/14)
であった.  
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1-1-3. 腫瘍組織における IL34 が罹患者の予後に及ぼす影響の解析 
進行ステージ後期の患者の腫瘍組織において, IL34 の発現が認められる患者
の割合が高いことが示された. しかし IL34 の発現が患者の予後に及ぼす影響に
ついては不明である. そこで, 腫瘍組織における IL34 の発現強度と患者の
overall survival rate の相関解析を実施した. 進行期による分別は行わず, 全て
の検体における IL34 の発現強度をもとに IL34 positive expression (week & 
strong)と IL34 absent expression (absent only)の 2 群にてKaplan-Meier 法
を用いた解析を行った. その結果, 腫瘍組織における IL34 の発現が患者の
overall survival rate を有意に低下させることが明らかとなり, IL34 が独立し
た予後不良因子であることが示された (図 3A). 次に進行ステージ前期の段階
において IL34 の発現が予後悪化の予測指標となり得るかを検討するため, 検体
をステージ前期とステージ後期に分別し, IL34 の発現と overall survival rate
との相関をKaplan-Meier 法により解析した. その結果, ステージ前期, 後期共
に IL34 の発現と予後悪化に相関は認められなかった (図 3B). つまり, 腫瘍組
織における IL34 の発現は予後不良に寄与するものの, ステージ進行における独
立した要因ではないことが示唆された. また, FIGOに基づいたクラス分析をし
た結果, IL34 の発現は漿液性がんにおいて他の卵巣がんと比較し有意に高い頻
度で認められることも明らかとなった (data not shown). これらの知見より, 
IL34 の発現は複数の要因による影響を受けている考えられる. 
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図 3. 腫瘍組織における IL34 の発現と患者の overall survival rate との相関 
A) IL34 発現群および IL34 非発現群における overall survival rate の Kaplan-
Meier 曲線を示す. 横軸は原発巣摘出日から腫瘍性致死および最終フォロー
アップまでの日数を示す. *p<0.05, log-rank test.  

B) 進行ステージ前期 (stageⅠ, Ⅱ) および後期 (stageⅢ, Ⅳ) における IL34
発現検体群と IL34 非発現検体群の, overall survival rate の Kaplan-Meier
曲線を示す. Statistics; log-rank test. 
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1-2. 網羅的遺伝子発現解析に則る IL34 を起点とした多変量解析 
 がん罹患者の予後を予測し, 適正な治療を選択することががん治療において
重要である. 特定のがん種の進行促進に寄与する因子の探索研究は 21世紀に
飛躍的に進み, 現在数多の分子標的薬を用いた臨床試験が進行中である (Min 
and Lee, 2022). その背景にはRNA sequencing (RNA-seq) をはじめとした
網羅的遺伝子発現解析技術の進歩がある. 本研究では Ion AmpliSeq-targeted 
sequencing analysis を用いて, 各検体においてMΦ関連遺伝子である IL34, 
CSF1, CSF1R, CD163 (M2-MΦマーカータンパク質) の発現を定量した. 定量
には reads per million (RPM) を値として用い, それぞれの遺伝子の相対的な
発現量をRPMの中央値で high と lowに分けた (IL34 (≧0.40 or <0.40), CSF1 
(≧1.62 or <1.62), CSF1R (≧1.79 or <1.79), CD163 (≧1.78 or <1.78)).  
次に, Kaplan-Meier 法による解析を実施したところ, CSF1 は発現と予後に
相関はなかったが, IL34, CSF1R, CD163 の発現は有意に progression free 
survival (PFS) rate を低下させることが明らかとなった (図 4A). この結果は, 
腫瘍組織における IL34, CSF1R, CD163 の発現が予後不良を予測するマーカー
となり得ることを示唆している. さらに, peason correction analysis により, 
上記の遺伝子間の相関解析を実施した. その結果, 腫瘍組織における IL34 の発
現とCSF1R の発現は正の相関関係にあることが示された (図 4B).  
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図 4. RNA-seq を用いた腫瘍組織における網羅的な遺伝子発現解析 

A) 腫瘍組織における IL34, CSF1, CSF1R, CD163 の発現と PFS の相関解析. 
*p<0.05, log-rank test. 

B) Peason correction analysis による各遺伝子間の相関係数解析. **p<0.01, 
Srearman’s correlation test.  
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 次に, 独立した予後不良予測因子として示された IL34, CSF1R, CD163 の解
析結果を統合し, 【IL34 & CSF1R】, 【IL34 & CD163】, 【IL34 & CSF1R 
& CD163】という組み合わせの遺伝子発現と患者の予後との相関をKaplan-
Meier 法を用いて解析した. その結果, IL34 と CSF1R またはCD163 の共発現
が腫瘍組織で認められる患者の予後は, その他の患者と比較し有意に不良であ
ることが示された (図 5A, B). さらに, 上記の遺伝子全てが高発現している患
者においても, その他の患者と比較し有意に予後が不良であり, 最も大きな統
計学的有意性が認められた (図 5C). 以上の結果より, IL34 の発現とCSF1R お
よびCD163 の発現を統合して評価することで, より正確に卵巣がん患者の予
後を予測することが可能であると考えられる. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
図 5. IL34, CSF1R, CD163 の発現を基軸とした患者の予後予測解析  
A-B) 腫瘍組織における IL34 と CSF1R, もしくは IL34 と CD163 の発現と
PFS の相関解析. *p<0.05, **p<0.01, log-rank test. 

C) 腫瘍組織における IL34, CSF1R, CD163 全ての発現と PFS の相関解析. 
***p<0.001, log-rank test. 
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1-3. 化学療法耐性を獲得したがんにおける IL34 の発現解析 
1-3-1. 化学療法耐性ヒト卵巣がん細胞株の樹立と IL34 の発現解析 
 肺がんを用いた先行研究において, 化学療法耐性を獲得したがん細胞株より
IL34 が多量に産生されることが示され, さらに IL34 産生株から IL34 の発現を
KD (knockdown) することにより治療感受性を再び示すことが明らかとなった 
(Baghdadi et al., 2016b). このことは, がん細胞由来の IL34 の発現の有無が
化学療法における奏功の指標となることを示しており, 耐性を有したがんに対
する治療戦略としての IL34 標的療法の有用性を示唆するものである. 本研究で
は以上の知見を卵巣がんへ応用することを考えた. 始めにヒト卵巣がん細胞株
であるKF28, OVISE, OVTOKOのシスプラチンまたはドキソルビシンそれぞ
れの耐性株の樹立を目指した. 1×100 nM, 1×101 nM, 1×102 nM, 1×103 nM, 5×
103 nM, 1×104 nMの濃度で抗がん剤を含有する培養液 (コントロール培養液に
は薬剤の溶媒である生理食塩水またはDMSOを添加) を用いて 3種の細胞を培
養し, 48 時間後の viability が 50-60%となる濃度を選定した (図 6A, B). 薬剤
含有培養液と非含有培養液を用いた培養を交互に行い薬剤耐性株を樹立した後, 
qPCRにて IL34 の発現を測定したところ, 肺がん細胞株を用いた際と同様に薬
剤耐性株における IL34 の発現上昇が認められた (図 6C, D). また, ELISA によ
るタンパク質発現を定量したところ, 遺伝子発現と同様に薬剤耐性株における
IL34 の発現の上昇を認めた (図 6E, F). 以上より, 卵巣がんの系においても, 
抗がん剤耐性を獲得した株において IL34 の発現が誘導されることが示された.  
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図 6. 抗がん剤耐性株の樹立と IL34 の発現解析 
A,C) KF28, OVISE, OVTOKOを用いたシスプラチン, ドキソルビシンへの耐

性能の検討. 縦軸は細胞の生存率, 横軸は薬剤の濃度を示す. 培養期間は
48時間とした.  

B,D) 各細胞におけるコントロール株および耐性株における IL34 の発現解析. 
内部標準として B-ACTINを用いた. 独立して実施した 3回の実験の平均
値および標準誤差を示す.  

E-F) 細胞培養液中の IL34 の濃度測定. *p<0.05, Student’s t-t test. 
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1-3-2. 卵巣がん再発巣における IL34 の発現解析 
 細胞株を用いた検討にて, 抗がん剤耐性を獲得したがん細胞において IL34
の発現が誘導されていることが示された. この知見が臨床検体においても観察
されるかを検討するため, 手術および初回化学療法を行った後に再発してしま
った患者の原発巣および再発巣における IL34 の発現を免疫染色法にて評価し
た. 診断から再発腫瘍の摘出までのスケジュールを示す (図 7A). 本検討では, 
薬剤治療後の再発巣を in vitro 実験系における薬剤耐性株に対応した条件であ
ると定義した. 計 9検体の内, patient-5 と patient-9 は 3 度の再発を経験して
おり, 都度再発巣を摘出している. 解析の結果, 9 検体の内 5検体 (約 56%) で
再発巣における IL34 の発現が有意に高いことが示された (図 7B). Patient-9 に
おいては初回の再発時における IL34 の発現が原発巣よりも減少していたが, 複
数の再発を経ると共に, 病巣における IL34 の発現上昇が認められた. 以上よ
り, 実臨床においても化学療法による治療介入が病巣ににおける IL34 の発現を
増加させ得ることが示された.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 37 

 

 

 
図 7. 抗がん剤治療歴を有する患者の病巣における IL34 の発現解析 
A) 診断から手術, 薬剤治療を含めた治療介入歴の概略図.  
B) 各患者検体における IL34 の免疫染色像. 棒グラフは原発巣の発現強度に対 
する再発巣でのfold changeを示し, 平均値と標準語差を示す. *p<0.05 (log- 
rank test). ポジティブコントロールとして正常なヒトの皮膚組織を用いた  
(右下画像). 
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1-4. マウスモデルを用いた IL34 とがんの悪性度との相関解析 
 これまでの検討により, 腫瘍組織における IL34 の発現は卵巣がん患者の予後
不良因子であり, また抗がん剤治療抵抗性の獲得にがん細胞由来の IL34 が寄与
することが示された. これらの知見は IL34 が卵巣がん治療における有用な標的
となり得ることを示唆している. そこで非臨床 POCを獲得するため, マウスを
用いた in vivo 実験を実施した.  
始めに, IL34 を恒常的に発現するマウス卵巣がん細胞株HM-1 より CRISPR-
Cas9 システムを用いて IL34 KO (knockout) 株 (Il34 KO HM-1) およびMock 
HM-1 を樹立した (図 8A). これらの株を B6C3F1 (♀6-8 週齢) の皮下に移植
し, 経時的に腫瘍の大きさを計測することで病勢の違いを検討した. その結果, 
がん細胞由来 IL34 を KOすることで, 腫瘍の増大が抑制されることが示された 
(図 8B).  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. マウス卵巣がん細胞株由来 IL34 が腫瘍の増大に及ぼす影響  
A) 6 well plate に 1×106/well で細胞を播種し, 2 ml の培養液中で 48時間培養  
した後, 培養上清に含まれる IL34 の濃度を ELISA にて測定した. 独立した
3回の実験の平均値と標準語差をグラフに示す. N.D.=not detected. 
B) 2×105 cells をマウスの右腹側部に皮下移植し, 経時的に腫瘍の大きさを測
定した (各群 n=5). *p<0.05, ***p<0.001, Student’s t-test. 
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より実臨床に近い状況を模すため, 卵巣への同所性移植法を検討した. 本モ
デルは皮下移植モデルのように大きさによる腫瘍の増大を測定することが困難
である. そこで細胞株に luciferase を遺伝子導入し, in vivo イメージングによ
り腫瘍の動態を観察することとした (Toyoshima et al., 2009). レンチウィル
スを用いた遺伝子導入法によりMock HM-1 および Il34 KO HM-1 に luciferase
を発現させ, 検出効率を IVIS にて定量した. その結果, 両細胞株において同等
レベルの luciferase の発現が検出された (図 9A, B). 次に luciferase の強制発
現による増殖速度への影響を検討するため, MTT assay を実施した. 結果, 細
胞間の増殖速度に有意な差は認められなかった (図 9C, D). また, マウスに移
植した後に発光の検出が可能であるかを移植直後のマウスを用いて検討したと
ころ, 観察可能な発光強度を認めた (図 9E).  
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図 9. 細胞株への luciferase の導入効率の検討および in vivo における定量 
A) In vitro における luciferase の発現解析. 各細胞数の条件毎に 3 well ずつ 
用意した.  
B) 2×106 cells/well で細胞を播種した際の luciferase 発光強度. グラフは実験 
内の平均値と標準語差を示す. Statistics; Student’s t-test. 
C) MTT assay による細胞増殖速度の測定. グラフは平均値と標準語差を示す. 
D) MTT assay により検出された各計測日の absorbance の前日比. グラフは 
平均値を示す.  
E) Luciferase 発現細胞 1×106を卵巣内に移植した直後の IVIS による発光検出. 
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樹立した luciferase 発現細胞株をマウスの卵巣に同所性移植し, 経時的にが
ん細胞の動態を観察した. イメージング解析における最終観察日を細胞移植後
day21 とし, luciferase の検出範囲を IVIS により測定した. その結果, Mock  
HM-1 移植群では腹腔および胸腔を含む広範囲で luciferase のシグナルが観察
された一方で, Il34 KO HM-1 移植群では卵巣付近でのシグナルは観察されたも
のの, 胸腔を含む広範囲な広がりは認められなかった (図 10A). また, 移植後
の個体生存期間を比較したところ, Il34 KO HM-1 移植群において有意な生存期
間の延長が認められた (図 10B). これらの結果はヒト検体を用いた解析にて得
られた知見と一致し, がん細胞由来 IL34 ががんの増悪に寄与する因子であるこ
とが示された. 
細胞移植後 day21 に回収した腫瘍塊に浸潤している免疫細胞の解析を FACS
にて行った結果, Il34 KO HM-1 移植群において T細胞, 特に CD8陽性 T細胞の
浸潤率が上昇する傾向を認めた. 一方でMΦ (CD11b+ F4/80+ CD45+ cells) の
浸潤率はMock HM-1 移植群と比較し l34 KO HM-1 移植群において有意に減少
していた (図 10C). 以上より, がん細胞由来 IL34 の腫瘍微小環境における免
疫学的作用により, 腫瘍の増大が促進されることが示された.  
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図 10. 同所性移植モデルにおける IL34 の予後と免疫環境への影響 
A) 同所性移植した luciferase 発現細胞株の動態解析 (各群 n=5).  
B) 同所性移植モデルにおける個体生存期間をKaplan-Meier 曲線にて示す. 
***p<0.001, Log-rank test. 
C) 腫瘍内に浸潤する免疫細胞 (CD45+ cells) に対する各細胞分画の割合解析. 
グラフは平均値と標準誤差を示す (Control 群; n=3, Mock 群; n=4, Il34 KO

群; n=4). *p<0.05, Student’s t-test. 
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2. 免疫チェックポイント阻害療法への抵抗性における IL34 の寄与 
 PD-1, CTLA-4 を始めとした免疫チェックポイント分子は, がん免疫サイク
ルの priming phase および effecter phase にて働き, T 細胞の増殖・活性化を
抑制することで, がんの免疫逃避機構を成立させる主要因の一つである. 本邦
では 2015 年に悪性黒色腫に対する免疫チェックポイント阻害 (ICB) 治療 が
認可されたことを皮切りに, 2022 年現在では非小細胞肺がん, ホジキンリンパ
腫, 食道扁平上皮がんなどへの適応拡大が進んでいる (Iranzo et al., 2022). 多
種のがんに対し治療効果が認められていることは, ICB 治療が抗腫瘍免疫の主
軸となるメカニズムをターゲットとして据えられていることの裏付けとなる. 
一方, ICB 治療を実施した患者の予後解析が進むと共に, 単剤での奏功率が 2-3
割に留まってしまうことや, 治療抵抗性を有する症例が認められることが明ら
かとなった (Iranzo et al., 2022). そのような背景より, 近年 ICB治療の奏功
を予測するためのバイオマーカーの探索や, 抵抗性の解除を促すような治療介
入法が模索されている.  
 前述した通りがん細胞由来 IL34 は化学療法に対する治療抵抗性に寄与する
ことが示され, そのメカニズムには IL34 を基軸として形成された腫瘍環境内の
免疫系が関与することが示唆された. 特にがん細胞由来 IL34 を KOすること
で, 抗腫瘍免疫におけるエフェクター細胞であるT細胞の浸潤率が腫瘍局所で
増加したことから, 抗 PD-1 阻害療法などの T細胞を標的とした治療において
IL34 が治療の奏功率を低下させる要因になることが考えられた. そこで以降の
実験では, がん細胞由来 IL34 が ICB 治療抵抗性に及ぼす影響をマウスモデル
を用いて検討する. 
 
 2-1. がん細胞由来 IL34 の発現阻害による ICB 治療感受性への影響解析 
 HM-1 は IL34 のみならず, CSF1 も恒常的に発現する細胞株である. 先に述
べた様に IL34 と CSF1 は共にCSF1R に結合する. 一方で, 両者の homology
は 15%以下であり, CSF1R に結合した後に生じる細胞内ドメインにおけるリン
酸化部位が異なることから, 誘導される分子シグナル, 引いては誘導される細
胞の生物学的機能に違いがあることが示唆されている (Boulakirba et al., 
2018). また, HM-1 の in vivo モデルは抗 PD-1 抗体による ICB治療への抵抗
性を有することが先行研究で明らかとなっていた (data not shown). そこで, 
がん細胞由来 IL34 またはCSF1 の ICB 治療抵抗性への寄与を検討するため, 
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WTのHM-1 からMock HM-1, Il34 KO HM-1 に加え Csf1 KO HM-1 を樹立し, 
種々の検討を実施することとした (図 11A). In vitro にて遺伝子KOによる細
胞の増殖速度への影響が無いことをMTT assay にて示した (図 11B). 次に各
細胞株の皮下移植モデルに抗 PD-1 抗体を用いた ICB治療を施し, 腫瘍の大き
さを経時的に測定した. その結果, Il34 KO HM-1 移植群でのみ治療による腫瘍増
大の抑制が認められた (図 11C, D). このことは, 腫瘍微小環境における IL34
の発現が, CSF1 の有無にかかわらず ICB治療の奏功率を低下させる一因であ
ることを示唆する. 以降の実験では, Mock HM-1 および Il34 KO HM-1 を用い
た検討を行うこととした.  
 

 
 
 
 
 

 

 

 
図 11. がん細胞由来 IL34 およびCSF1 の ICB 治療抵抗性への寄与 
A) ELISA による IL34 および CSF1 のタンパク質発現解析. グラフは平均値と
標準誤差を示す (各群 n=3). N.D.=not detected. 
B) MTT assay による in vitro での各細胞株の増殖速度の検討. グラフは平均値
と標準誤差を示す (各群 n=3). N.S.=not significant, Tukey’s multiple 
comparison test. 
C) 皮下移植した細胞株により形成された腫瘍の増殖曲線 (各群 n=4). 実験は
独立して 2回行った. *p<0.05, two-tailed Student’s t-test. 
D) 細胞移植後 day19 における腫瘍の増大抑制率. N.D.=not detected. グラフ
は平均値を示す. 
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2-2. がん細胞由来 IL34 を基軸とした腫瘍内免疫環境の解析 
 PD-1/PD-L1 結合阻害療法の奏功率は, 腫瘍組織における PD-L1 の発現と正
の相関を示す (Nishino et al., 2018). また, 腫瘍免疫環境におけるCD8陽性
T細胞およびCD4陽性 T細胞の浸潤率が高いほど ICB治療の奏効率は高い 
(van der Leun et al., 2020; Tay et al., 2021). これらの背景より, Il34 KO HM-
1 移植群において抗 PD-1 抗体治療による効果が認められた理由として, 細胞株
における PD-L1 の発現変化および腫瘍微小環境におけるT細胞をはじめとし
た免疫細胞の浸潤率の変化が生じているという仮説を立て, 以下の実験を行っ
た. 
 始めに樹立したMock HM-1 と Il34 KO HM-1 の細胞表面における PD-L1 の
発現を FACS にて解析した結果, 細胞株間に発現の差異は認められなかった 
(図 12A). 次にそれぞれの細胞株の担がんマウスに抗 PD-1 抗体治療を施した
後, 細胞移植後 day19 で腫瘍を摘出し, 腫瘍内における免疫細胞の割合を
FACS にて解析した. その結果，腫瘍内浸潤免疫細胞 (CD45+ DAPI- cells) に対
するCD8陽性 T細胞 (CD3ε+ CD8α+ cells) および CD4陽性 T細胞 (CD3ε+ 

CD4+ cells) の割合が Il34 KO HM-1 移植群において有意に上昇していることが
示された (図 12B, C). 一方, がん細胞由来 IL34 の KOによるMΦ (CD11b+ 

F4/80+ cells) の浸潤率の変化は認められなかった (図 12D).  
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図 12. 細胞株由来 IL34 の KOによる PD-L1 発現および免疫環境への影響解析 
A) FACS によるMock HM-1 および Il34 KO HM-1 の細胞表面における PD-L1
の発現解析. 
B) 腫瘍内浸潤免疫細胞に対するCD8陽性 T細胞の割合解析. Dot plot 上には
解析対象分画の割合数値を示す. グラフは平均値と標準誤差を示す (各群
n=4-6). **p<0.01, ***p<0.001, Tukey’s multiple comparison test. 
C) 腫瘍内浸潤免疫細胞に対するCD4陽性 T細胞の割合解析. Dot plot 上には
解析対象分画の割合数値を示す. グラフは平均値と標準誤差を示す (各群
n=4-6). *p<0.05, Tukey’s multiple comparison test. 
D) 腫瘍内浸潤免疫細胞に対するMΦの割合解析. Dot plot 上には解析対象分
画の割合数値を示す. グラフは平均値と標準誤差を示す (各群 n=4-6). 
N.S.=not significant, Tukey’s multiple comparison test. 
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IL34 の有無が腫瘍内の免疫環境に影響を及ぼすことが示されたが, 浸潤した
T細胞等の活性化の是非については検討されていない. そこで, 腫瘍内におけ
る免疫細胞の活性化および局所での炎症のマーカーとして用いられる炎症性サ
イトカイン IFN-γ, TNF-α, およびT細胞の遊走を促進するケモカインである
CXCL9, CXCL10, CXCL11 の遺伝子発現を qPCRにて定量した. その結果, 
Ifng の発現は抗 PD-1 抗体治療の有無に関わらずがん細胞由来 IL34 の KOに
よって上昇することが示された. また, Tnfa, Cxcl9 は抗 PD-1 抗体治療を施し
た場合にのみ, Il34 KO HM-1 移植群における発現の上昇が認められた. 一方で, 
Cxcl10, Cxcl11 の発現は変化しなかった (図 13). このことから, IL34 は腫瘍
環境においてCxcl9 の発現抑制を介したT細胞の遊走阻害および免疫細胞の活
性化に立脚した局所炎症の抑制に寄与することが示唆された. 
 

 

 

 

 

図 13. 腫瘍内における炎症関連遺伝子の発現解析 
各細胞株移植群より回収した腫瘍塊をサンプルとした遺伝子発現解析. グラフ
は平均値と標準誤差を示す (各群 n=3-6). N.S.=not significant, *p<0.05, 
***p<0.001, Tukey’s multiple comparison test. 
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2-3. HM-1 腫瘍内に浸潤する CSF1R 発現細胞の解析 
 CSF1, IL34 が結合する受容体CSF1R (CD115) は, 免疫細胞において主に骨
髄由来細胞に発現することが知られている (Dai et al., 2002b). サイトカイン
を介した細胞内シグナル伝達は受容体/リガンドのインタラクションに依存し, 
CSF1, IL34 は CD115 発現細胞に対し生理的活性を有していると考えられる. 
これまでにHM-1 を用いた in vivo モデルにおいてCD115 の発現が如何なる
細胞にて認められるかは検討されてこなかった. そこでMock HM-1 および
Il34 KO HM-1 により形成された腫瘍内に浸潤するCD115 陽性免疫細胞の同定
した上で, がん細胞由来 IL34 の有無によるそれらの細胞の population の変化
を解析した. その結果, CD115 発現細胞は免疫細胞中の割合の高い順にDCs 
(CD11c+ MHC classⅡ+ cells), MΦ (CD11b+ F4/80+ cells), T 細胞 (CD3ε+ 

cells), そして分類が困難であった細胞 (other cells) であると同定できた (図
14A). また, がん細胞由来 IL34 を KOすることによりCD115 を発現するDCs
および T細胞の増加, MΦおよび other cells の減少傾向が認められた (図
14B). さらに, CD115 陽性免疫細胞の全体に対する割合の変化を比較したとこ
ろ, Il34 KO HM-1 移植群において有意な増加が認められた (図 14C). つまり, 
HM-1 腫瘍組織における IL34 の発現が, CD115 陽性免疫細胞の分化, 増殖, 遊
走などの生理学的機能を抑制することが示唆された.  
 
 
 
 
 
  



 49 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14. HM-1 腫瘍におけるCD115 陽性細胞の同定 
A) FACS 解析によるCD115 陽性免疫細胞の同定. 
B) CD115 陽性免疫細胞における各細胞サブセットの割合. グラフは割合の平
均値を示す (各群 n=3).  
C) 腫瘍内免疫細胞全体に対するCD115 陽性細胞の割合解析. グラフは平均値
と標準誤差を示す (各群 n=3). *p<0.05, two-tailed Student’s t-test. 
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2-4. 抗 IL34 療法の非臨床 POC の獲得 
2-4-1. 抗 PD-1 抗体と抗 IL34 抗体の併用療法による治療効果の検討 
 ここまでの解析より, がん細胞由来 IL34 が T細胞の浸潤率を低下させ, 抗
PD-1 抗体を用いた ICB治療への抵抗性に寄与することを示した. 実臨床にて
IL34 を標的とした治療介入を考慮した際に, がん細胞特異的に遺伝子発現調節
を施し IL34 の発現を抑制することは現状困難であることから, 中和抗体による
IL34 の不活化が有用であると考えた. そこで抗 IL34 抗体による治療効果をマ
ウスモデルにて実施し, 非臨床 POCの獲得を目指した.  
始めにMock HM-1 をマウスの腹側部に皮下移植し, 抗 PD-1 抗体単剤投与
群と抗 PD-1 抗体および抗 IL34 抗体併用群における腫瘍の増大を経時的に観察
した (図 15A). その結果, もとより細胞株が有していた抗 PD-1 抗体治療に対
する抵抗性は抗 IL34 抗体投与により解除され, 腫瘍の増大が治療により有意に
抑制された (図 15B). また, 細胞移植後 day19 における腫瘍塊の重量において
も併用群で有意に低下していた (図 15C). 摘出した腫瘍塊に浸潤する免疫細胞
の解析を実施したところ, Il34 KO HM-1 移植群の解析時と同様に, 併用群におい
てCD8陽性 T細胞の浸潤免疫細胞に対する割合の増加を認めた. 一方で CD4
陽性 T細胞の浸潤率は治療群間で差異はなく, MΦの浸潤率は併用群にて有意
に減少していた (図 15D). つまり, 抗 IL34 抗体投与モデルにおいて観察され
た腫瘍内免疫環境の変化は Il34 KO HM-1 移植モデルとは異なるものの, ICB 治
療感受性の獲得は同様に認められた.  
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図 15. 抗 PD-1 抗体と抗 IL34 抗体の併用療法による治療効果の検討 
A) 抗体の投与スケジュールを示す.  
B) 皮下に形成された腫瘍の増殖曲線および細胞移植後 day19 における腫瘍サ
イズの棒グラフ (control IgG 群 n=3, 抗 PD-1 抗体単剤群 n=4, 抗 PD-1,抗
IL34 抗体併用群 n=4). グラフは平均値と標準誤差を示す. *p<0.05, Tukey’s 
multiple comparison test. 
C) 細胞移植後 day19 に摘出した腫瘍塊の重量. グラフは平均値と標準誤差を
示す. *p<0.05, Tukey’s multiple comparison test. 
D) 腫瘍塊より抽出した免疫細胞中におけるCD8陽性 T細胞, CD4 陽性 T細
胞, MΦの割合解析. グラフは平均値と標準誤差を示す (各群 n=3-7). 
N.S.=not significant, *p<0.05, **p<0.01, Tukey’s multiple comparison 
test. 

  

IgG
α-PD-1
α-PD-1 + α-IL34

0

10

20

30

40

1I
gG

PD
−1

L−
340

5

10

15

1I
gG

PD
−1

L−
34

%
 C

D3
ε+ 

CD
8+ /C

D4
5+

ce
lls

%
 C

D1
1b

+ 
F4

/8
0+ /C

D4
5+

ce
lls

0

5

10

15

0

10

20

30

40 *
*

0

1

2

3

4

5

6

1I
gG

PD
−1

L−
34

%
 C

D3
ε+ 

CD
4+ /C

D4
5+

ce
lls

0

1

2

3

4

5

6 N.S.**
**

0

100

200

300

400

500

1I
gG

PD
−1

Al
l i

n0

100

200

300

400

500

0 5 10 15 20

Tu
m

or
 v

ol
um

e 
(m

m
3 )

Tu
m

or
 v

ol
um

e 
(m

m
3 )

0

100

200

300

400

500

Days post tumor inoculation
0 5 10 15 200

100

200

300

400

500 *
*IgG

α-PD-1
α-PD-1 & α-IL34

0.0

0.2

0.4

0.6

G ï1 ï1

Tu
m

or
 w

ei
gh

t (
g)

0

0.2

0.4

0.6

IgG
α-P

D-1 
& α-I

L3
4

α-P
D-1

*
*

α-IL34 3 times/week
B6C3F1

mice

IgG or α-PD-1

D5 D12D0

Mock HM-1 inoculation
(s.c.)

D18

Analysis

A

B C

D



 52 

2-4-2. 抗 CSF1R 抗体による治療効果との比較検討 
現在構想されているMΦ標的療法の一種である抗CSF1R 抗体治療の奏功と
抗 IL34 抗体治療の奏功を比較するため, 前項で示した実験系に抗 PD-1 抗体お
よび抗CSF1R 抗体併用群を加え, 追加実験を行った (図 16A). その結果, 抗
IL34 抗体による治療は抗CSF1R 抗体を用いた際の治療と同等の腫瘍の増大抑
制効果を示した (図 16B, C). この結果は, IL34 標的療法がCSF1R 標的療法の
代替となり得ることを示す.  
 

 
 
 
 
図 16. 抗 CSF1R 抗体と抗 IL34 抗体による治療効果の比較検討 
A) 抗体の投与スケジュールを示す.  
B) 皮下に形成された腫瘍の増殖曲線を示す (各群 n=3-4). グラフは平均値と
標準誤差を示す. *p<0.05, Tukey’s multiple comparison test. 
C) 細胞移植後 day19 に摘出した腫瘍塊の重量. グラフは平均値と標準誤差を
示す. **p<0.05, Tukey’s multiple comparison test. 
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3. IL34 依存的に誘導される TAMの同定 
 CSF1R を介したMΦの誘導におけるリガンドはCSF1 一辺倒で考えられて
きたが, IL34 の発見により知見が広がった. 両サイトカインの homology が低
い (<15%) ことや CSF1R の細胞内ドメインにおけるリン酸化部位が異なるこ
となどに立脚し, それぞれのサイトカインによって誘導されるMΦには機能的
な差異があることが示唆されてきた (Boulakirba et al., 2018). しかし, 実験
的にその違いを示した報告は乏しく, 未だ不明瞭である.  
 本研究結果より, IL34, CSF1 共に発現が認められる細胞から一方の発現を
KOした株の担がんマウスにおいて, 抗 PD-1 抗体治療への抵抗性が Il34 KO 

HM-1 移植群のみで認められたことから (図 11C), IL34 と CSF1 は腫瘍内で異
なる免疫学的作用を発揮することが示唆された. そこで, IL34 または CSF1 依
存的に誘導されるTAM (IL34-TAMおよびCSF1-TAM) の腫瘍微小環境におけ
る機能を同定することで, TAMを基軸とした腫瘍免疫構築メカニズムにおける
新たな知見をもたらすことができると考えた. 以降の実験では次世代シーケン
ス (NGS) 解析による網羅的遺伝子発現解析および scRNA-seq を用いた TAM
の詳細なサブセット解析を実施し, IL34-TAMの同定に加え, CSF1-TAMとの
機能的差異について検討する.  
 
3-1. IL34 または CSF1 により誘導される BMMΦの機能比較 
3-1-1. BMMΦの誘導効率と形態の比較 
 TAMの機能解析を実施するにあたり, in vitro 実験系において IL34, CSF1
によって誘導されたMΦが異なる機能を有し得るのかを検討するため, マウス
骨髄細胞 (bone marrow cells; BMCs) より誘導した骨髄細胞由来MΦ (BMM
Φ) を用いた解析を行った (図 17A). 始めに recombinant IL34 または
recombinant CSF1 (rIL34, rCSF1) を用いて BMCs より BMMΦ (IL34-BMM
Φ, CSF1-BMMΦ) を誘導し, 細胞表面におけるMΦマーカータンパク質であ
るCD11b および F4/80 の発現を比較した. その結果, 細胞間における発現に
差異は認められなかった (図 17B). 一方, サイトカイン添加時より誘導される
BMMΦの細胞数を経時的に算出したところ, CSF1 でより効率的にBMMΦが
誘導されることが分かった (図 17C). 誘導された BMMΦの形態上の差異は認
められなかった (図 17D).  
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図 17. IL34-BMMΦ, CSF1-BMMΦの誘導効率と形態の比較 
A) BMMΦの誘導プロトコル. マウスの BMCs を 5×106 cells/10 cm dish で播
種し培養する. 播種後 day3 で新たに培養液を調整し, 既存の細胞上清と 1:1
の割合で混合した後, さらに 72時間培養を続けた.   
B) 誘導した IL34-BMMΦとCSF1-BMMΦの細胞表面におけるCD11b と
F4/80 の発現解析. 
C) IL34-BMMΦとCSF1-BMMΦの経時的な細胞数の推移. Day0 は誘導開始時
点を示す. グラフは各解析日の細胞数の平均値を示す. 実験は独立して 3回
実施し, 代表的な実験系の結果を示す.  
D) 誘導開始後 day6 における IL34-BMMΦとCSF1-BMMΦの形態観察. スケ
ールバーは 200 µmを示す.  
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3-1-2. IL34-BMMΦ, CSF1-BMMΦに特徴的な生物学的機能の推定 
各 BMMΦが有する生物学的機能を推定するため, BMMΦから抽出した total 
RNAをサンプルとし, NGS による遺伝子発現解析を実施した (図 18A). 解析
結果より, IL34-BMMΦで有意且つ 2倍以上発現の高い 82種の遺伝子と, 
CSF1-BMMΦで有意且つ 2倍以上発現の高い 91種の遺伝子を同定した (p-
value<0.05, data not shown). これらの遺伝子群を gene ontology (GO) 解析
ソフトウェアであるMetascape (National Institutes of Health) に入力し, 各
BMMΦが有する生物学的機能の推定を行った. 解析の結果, 複数の特徴を抽出
することに成功した (図 18B). 中でも, IL34-BMMΦの特徴として認められた
GO:0002478 antigen processing andpresentation of exogenous peptide 
antigen (抗原提示能) に着目し, BMMΦ間で T細胞との相互作用に違いがある
という仮説を立て, 以降の実験を行った. 
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図 18. IL34-BMMΦとCSF1-BMMΦにおける遺伝子発現解析および機能予測 
A) 実験概要図. マウスから採取したBMCs を rIL34 または rCSF1 含有培地を
用いて誘導したBMMΦをサンプルとし, 遺伝子発現解析を実施した. 
B) 各 BMMΦで有意に発現が高い遺伝子群と関連する生物学的機能の一覧.  
横軸は p-value を示す. Statistics; Benjamini-Hochberg test.  
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3-1-3. 各 BMMΦにおける抗原提示能の比較検討 
GO:0002478 antigen processing andpresentation of exogenous peptide 
antigen に該当する遺伝子群には, MHC classⅡの構造関連分子をコードする 
Ciita, Cd74, H2-Eb1, H2-Aa 等が含まれることが分かった (図 19A). そこで
各 BMMΦのMHC classⅡの発現を FACS を用いて解析したところ, IL34-
BMMΦにおいてMHC classⅡの発現率が高いことが分かった (図 19B). また, 
DCs の分化に関与するとされる転写因子GATA2や C/EBPαをコードする遺伝
子 (Gata2, Cebpa) の発現が IL34-BMMΦで高いことから (Gata2 (FPKM); 
IL34-BMMΦ/CSF1-BMMΦ ratio≒1.81, p= 0.014654888, Cebpa (FPKM); 
IL34-BMMΦ/CSF1-BMMΦ ratio≒1.37, p= 0.00133832), DCs のマーカータ
ンパク質であるCD11c の発現を BMMΦ間で比較した. その結果, IL34-BMM
ΦにおけるCD11c 発現率がCSF1-BMMΦよりも高いことが示された (図
19C). これは IL34-BMMΦがDCs 様の特性を有する可能性を示唆するもので
ある.  
MΦにおけるMHC classⅡの発現率は T細胞への抗原提示能と正の相関関係
にあることが報告されている (Buxadé et al., 2018). したがって, BMMΦ間の
T細胞への抗原提示能を比較するため, allogenic のマウスを用いた実験を行っ
た. 
APCs の抗原提示能を評価する方法として, allogenic の関係にある系統のマ
ウス同士のAPCs/T 細胞の共培養実験がある (Munn et al., 1999). APCs は
MHC classⅡを介して恒常的に自己抗原を提示するため, allogenic T 細胞と共
培養した際, 反応性サブセットはTCRを介した刺激を受けて増殖する. 本実験
系をC57BL/6J 系統マウスのBMCs より誘導した IL34-BMMΦおよびCSF1-
BMMΦと, BALB/c 系統マウスの脾臓より分離したT細胞を用いて実施した. 
T 細胞への刺激がMHC classⅡ依存的であること示すために各BMMΦを用い
た系にMHC classⅡのブロッキング抗体を添加した実験群も用意した. 解析の
結果, MHC classⅡの発現率の違いから予想される結果と反し, IL34-BMMΦの
T細胞増殖能はCSF1-BMMΦよりも低いことが示された (図 19D). つまり, 
IL34-BMMΦはCSF1-BMMΦと比較しMHC classⅡの細胞表面における発現
率は高いものの, 抗原提示能は低いことが示された.  
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図 19. BMMΦにおけるMHC classⅡの発現と抗原提示能の評価 
A) 各 BMMΦにおける遺伝子発現 (FPKM値) をもとに描いた volcano-plot. 
FPKM値が 2倍以上異なり, かつ p-value<0.05 以下の遺伝子を有色点 (青: 
IL34-BMMΦ>CSF1-BMMΦ, 赤: IL34-BMMΦ>CSF1-BMMΦ) で示す. 
Statistics; Student’s t-test. 
B) 各 BMMΦの細胞表面におけるMHC classⅡ (IA-IE) の発現解析. 
C) 各 BMMΦの細胞表面におけるCD11c の発現解析. 
D) 各 BMMΦと allogenic T 細胞を共培養した際のT細胞活性化能の比較. T
細胞は CFSE で蛍光標識しており, 分裂する毎に蛍光強度が減少する.  
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 MΦには炎症誘発性や炎症抑制性をはじめとした, 多様な表現型を有するサ
ブタイプが存在する (Ross et al., 2021). 先行研究により, IL34 の影響を受け
たMΦは免疫抑制能を有することが示されていることから (Baghdadi et al., 
2016b), 各 BMMΦにおける T細胞の活性化抑制能を比較することとした.  
T 細胞は抗CD3/CD28 抗体の結合刺激により活性化し増殖する. そこで, 
CFSE で標識した T細胞を抗体にて刺激すると共に, 各 BMMΦと共培養する
ことでT細胞の増殖抑制率を比較した (図 20A). その結果, CD8 陽性 T細胞の
増殖抑制はBMMΦ間で差異は認められなかったのに対し, CD4 陽性 T細胞に
おいて IL34-BMMΦでより強い増殖抑制能が示された (図 20B). この結果は, 
IL34-BMMΦとCSF1-BMMΦには生物学的機能, 特に CD4陽性 T細胞の抑制
効果にことを示す. 一方で, 細胞表面におけるMHC classⅡや CD11c の発現
率と T細胞の活性化抑制能との関係については不明である. 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 20. BMMΦの T細胞増殖抑制能の評価 
A) 共培養実験のプロトコル. BMMΦ, T 細胞は共にC57BL/6J マウス由来.  
B) 各 BMMΦと T細胞を共培養した際のT細胞増殖抑制能の比較. T 細胞は
CFSE で標識しており, 分裂する毎に蛍光強度が減少する.  
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3-2. IL34-TAM および CSF1-TAM の同定と生物学的機能の推定 
3-2-1. TAM サブセットの同定法の検討と抗体の活性評価 
2020 年, Zhang らは大腸がん細胞株の担がんマウスに抗CSF1R 抗体を投与
した後, 腫瘍内の TAMをサンプルとした scRNA-sea 解析を実施した. その結
果 Isotype 抗体投与群と比較し, 特定の TAMサブセットの割合が著減してい
ることを明らかにし, それらのサブセットをCSF1R シグナル依存的に誘導され
るTAM (CSF1R-TAM)として同定した (Zhang et al., 2020). 我々はこの手法
を参考とし, 抗 CSF1R 抗体ではなく, サイトカイン中和活性を有する抗 IL34
抗体または抗CSF1 抗体を用いて同様の解析を実施することで, 各抗体投与に
より腫瘍内存在比率が減少するサブセットをそれぞれ IL34-TAM, CSF1-TAM
として同定することが可能だと考えた (図 21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 21. scRNA-seq 解析を用いた IL34-TAM, CSF1-TAMの同定 
Isotype 抗体投与群の腫瘍内に存在するTAMサブセットを基準とし, それぞれ
の抗体投与群にて存在比が低下するサブセットを「IL34 依存的に誘導される
TAM」または「CSF1 依存的に誘導されるTAM」と定義する. 
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 In vivo 実験に使用する抗 IL34 抗体および抗CSF1 抗体のサイトカイン中和
活性を示すため, BMMΦ誘導時にそれぞれの抗体を培養液中に添加することで
誘導が阻害されるかを検討した (図 22A). 結果, どちらの抗体においても
BMMΦの誘導阻害能が示された (抗 IL34 抗体を用いた検討は 2-4.実験の実施
以前に終えていた) (図 22B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
図 22. 抗 IL34 抗体および抗CSF1 抗体のサイトカイン中和活性の検討 
A) 実験概要図. BMMΦの誘導阻害が生じれば, その抗体はサイトカイン中和
活性を有すると判定する. 

B) 誘導開始後 day6 の BMMΦの様子を撮影した. スケールバーは 100 µmを
示す. 
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3-2-2. scRNA-seq による IL34-TAM および CSF1-TAM の同定と機能予測 
前項の抗体をWT HM-1 担がんマウスに 3回/週で投与した後, 腫瘍より分取
した TAM (CD11b+ F4/80+ cells) をサンプルとして scRNA-seq 解析を実施し
た (図 23A). 解析により得られた遺伝子発現パターンをもとに, TAMを 8つの
cluster に分類した (図 23B). 加えて cluster 毎の割合を算出し, 群間で比較し
たところ, 抗 IL34 抗体投与群でのみCluster 6 の割合の増加とCluster 7 の割
合の減少が認められた. また, 抗 CSF1 抗体投与群でのみCluster 2 の増加と
Cluster 3 の減少が認められた (図 23C, D). 本研究のコンセプトに則り, それ
ぞれのサイトカインの影響を強く受けるTAMとして, Cluster 7 を IL34-TAM, 
Cluster 3 を CSF1-TAMと定義した.  
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図 23. scRNA-seq を用いた TAMサブセット解析 
A) 実験概要図. 各群 n=3 ずつの TAMサンプルを作製し, 解析時は 3サンプル
を混同し計 3群とした. 

B) 各 cluster において相対的に発現の高い遺伝子TOP30 を示す heatmap. 定
量には FPKM値を用いた. 

C) 1 細胞毎の遺伝子発現パターンをもとに描いたUMAP plot.  
D) 各抗体投与群における各 cluster の割合を示す.  
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次に, それぞれの cluster で有意に発現の高い遺伝子群をMetascape にイン
プットし, gene ontology 解析を実施した (図 24). 以上の解析結果より, IL34
または CSF1 の影響を受けて誘導が促進される特定のTAMサブセットの同定
および, それらが有する生物学的機能の推定ができた.   
 

 
 
 
 
 

 

図 24. GO解析による各 TAMサブセットの生物学的機能の推定 
各 cluster において有意に発現の高い遺伝子群を用いてGO解析を実施した.  
p 値は以下の式を用いて算出した (N=data base 上の全ての遺伝子数, M=入力
した遺伝子数, K=特定の機能に関与する遺伝子数, n=Mにおける解析対象とな
った遺伝子数, k=K における解析対象となった遺伝子数). 

 
 
 

 

Cluster 0

Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3

Cluster 4

Cluster 5

Cluster 6

Cluster 7



 65 

3-2-3. ソーティングによる TAMの分取と機能評価の試み 
scRNA-seq はあくまで遺伝子発現解析であり, 実際に細胞が有する生物学的
機能を実験的に示すには IL34-TAM (Cluster 7), CSF1-TAM (Cluster 3)をソー
ティングにより分取し, in vitro 実験系による検討が必要である. ソーティング
を実施するためには各 cluster に特異的に発現している細胞表面マーカータン
パク質を同定する必要がある. そこで, 各 cluster において有意に発現の高い遺
伝子群の中から細胞表面タンパク質をコードする遺伝子を抽出し, FPKM値に
て他のクラスターにおける発現と比較することでマーカーとなり得るタンパク
質を推定した. 検討の結果, Cluster 3, Cluster 7 それぞれで有意に発現の高い
遺伝子群の中には細胞表面タンパク質をコードする遺伝子が 10種ずつ含まれ
ていることが明らかとなった (図 25). 本研究では始めに, CD206 (Mrc1 ), 
CD63 (Cd63 ), CD38 (Cd38 ), CD137 (Tnfrsf9 )に対するモノクローナル抗体
を用いてCluster 7 の分取を試みた.  
 

 
図 25. 各 cluster における特定の遺伝子発現レベル (FPKM値) 
Cluster 3 および Cluster 7 にて, 有意に発現の高い 10種の細胞表面タンパク
質をコードする遺伝子の発現レベルを示す.  
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 WT HM-1 腫瘍より分取した免疫細胞をサンプルとし, CD206, CD63, 
CD38, CD137 の TAMにおける発現を FACS にて解析した. その結果, 上記す
べてを発現するサブセットの存在を認めた (図 26A). 同定したサブセットの存
在比が抗 IL34 抗体投与により減少するかを検討するため, WT HM-1 担がんマ
ウスに control rat IgG 抗体もしくは抗 IL34 抗体を投与した群をそれぞれ用意
し, TAMにおけるCD206+ CD63+ CD38+ CD137+ 細胞の割合解析を行った. 解
析の結果, 予想とは反し, 群間でのサブセットの割合に有意な差は認められな
かった (図 26B). これは, 上記したタンパク質の発現パターンでは IL34-TAM 
(CSF1-TAM) の分取が困難であることを意味する. 本研究では IL34-TAMおよ
びCSF1-TAMの機能評価の実施には至れず, 今後は目的とする TAMサブセッ
ト分取法の更なる検討が必要である.   
 

 

 
 
 
図 26. 細胞表面タンパク質の発現パターンによる IL34-TAMの同定 
A) 遺伝子発現から予測した細胞表面タンパク質の発現解析. 赤枠で示した細胞   
集団を IL34-TAMと定義した. 
B) 抗 IL34 抗体投与群による IL34-TAM分画の割合の変化を検討した. グラフ 
は平均値と標準誤差を示す. Statistics; Student’s t-test.   
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考察 
 

  卵巣がんの治療において化学療法は外科的手術と並び不可欠な治療法であ
る. しかし, がんは治療経過中に化学療法に対する耐性を獲得し, 腫瘍の再発や
転移を引き起こすことで患者を死に至らしめる. 現状, ステージ後期のがんや
再発がんに対する画一的な治療法が存在しないことから, これら悪性度の高い
卵巣がんに対した新規治療法の確立が切望されている. 本研究では. 卵巣がん
患者およびマウスモデルにおいて, IL34 の発現と病勢の悪化との相関を初めて
評価した. 
 臨床研究や実験動物モデルを用いた研究から, 腫瘍組織における IL34 の発現
と腫瘍の進行, 転移, 血管新生, がん治療に対する治療抵抗性との関連を示唆す
る報告が増加している. これらの報告と一致する形で, 血液がん, 脳腫瘍, 大腸
がん, 肺がん等の患者の生存率の低さと IL34 の発現が相関することが示された 
(Baghdadi et al., 2017). 本研究では卵巣がん病巣においても IL34 が検出され
ることを初めて明らかにした. さらに卵巣腫瘍組織における IL34 の発現を
Ion-AmpliSeq 解析を用いて定量し, 患者の予後との相関解析を実施したとこ
ろ, IL34 の発現が卵巣がん患者の PFS (progression free survival) の低下と相
関することを示した. この結果を受け, cBioPortal データベースの独立した別
のコホートデータにおいても IL34 の発現と患者の予後との相関解析を行った
ところ, IL34 の発現率と卵巣がん患者のOS (overall survival) の悪化は正の相
関関係にあることが示された. 近年このようなビッグデータを用いた解析手法
は様々な疾患における診断, 予後, 治療への応用が期待できる強力なツールと
して用いられており, 卵巣がん患者に限らず多くがん患者におけるRNA-seq を
ベースとした生存解析法の予測性能を向上させ得る.  
 IL34 とは対照的に, CSF1 の発現は本研究で用いた卵巣がん患者コホートに
おいて, PFS およびOSに影響を及ぼさないことが示された. これは CSF1 が卵
巣がんの予後不良因子であるという既報と矛盾する結果であった (Baghdadi et 
al., 2018b). この要因として, IL34 と CSF1 の生物学的な差異が挙げられると
考察した. まず, IL34 は CSF1 と比較しCSF1R に結合する際の親和性が高いこ
とが示されており, 双方が発現する環境において結合の優先性が生じる可能性
がある (Wei et al., 2010). また, IL34 と CSF1 それぞれが結合した際に
CSF1R の細胞内ドメインにおけるリン酸化部位が異なることから, 下流のシグ
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ナル強度に差異が生じることも示されている (Boulakirba et al., 2018). した
がって, TME (tumor microenvironment) における IL34 の発現レベルが上昇
すると, CSF1R を発現している細胞 (腫瘍, 非腫瘍を問わず) は IL34 による強
いシグナル伝達経路の活性化を受け, 結果として腫瘍の進行をより促進させる
ことが予想される. 加えて, CSF1 の結合活性はCSF1R に限定されているが, 
IL34 は CSF1R のみならず protein tyrosine phosphatase, receptor type Z, 
polypeptide 1 (PTPRZ1)や Syndecan1 といった他の分子とも相互作用するこ
とが示されている (Nandi et al., 2013; Segaliny et al., 2015). このことは
IL34 が多種の細胞に作用し, より多角的に TMEに影響を及ぼすことを示唆し
ている. したがって, 既報の患者コホートにおいても IL34 の発現を合わせて評
価することで, 患者の予後予測や治療介入法の最適化をより効果的に検討する
ことが可能だと考えられる. 
 がんの増悪への IL34 の寄与を, マウスを用いた in vivo 実験にて検討した. 
実臨床において卵巣がんが腹膜播種を伴う割合が高いことを考慮し, まず初め
にマウスの腹腔内に細胞を移植するモデルを用いた検討を実施した 
(Hernandez et al., 2016). Mock HM-1 移植群と比較し, Il34 KO HM-1 移植群
では腫瘍の浸潤, 拡散が抑制され, マウスの個体生存期間が延長した. さらに, 
FACS による TME (腹腔内) の免疫環境の解析により, Il34 KO HM-1 移植群では
CD11b+ F4/80+ MΦの population が低下し, CD3+ T 細胞, 中でも CD8+ T 細胞
の population が増加する傾向が認められた (data not shown). 卵巣腫瘍内に
おけるM2-MΦの浸潤は, 腫瘍の増悪および患者の予後悪化に寄与することが
報告されている (Galon and Bruni, 2020). さらに, 腫瘍部位におけるCD3+ T
細胞の数が進行性卵巣がん患者の長期生存期間を有意に延長させることが示さ
れている (Zhang et al., 2003). これらを踏まえ, 本研究における臨床検体を用
いた解析結果および複数の in vivo モデルで得られたデータを解釈すると, 卵
巣がん細胞由来 IL34 はMΦや T細胞の population を変化させることで腫瘍
の増悪を促す微小環境を形成し, 予後の悪化に寄与すると考えられる. したが
って, IL34 は化学療法への抵抗症例を含む卵巣がんに対し, 新たな治療標的と
なることが示唆された.  
 近年, 適応が広がり続けている ICB治療は, がん免疫サイクルにおける急所
をターゲットにした画期的な治療法であり, 特定のがん種に対し大きな効果を
発揮する. 一方で, ICB 治療による効果をもたらし得る免疫環境が構築されてい
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ない場合, その効果は限定的となる. 実状, ICB 治療介入歴のある患者全体に対
する奏功率は 20-30%に留まっている (Chowell et al., 2022). そのような背景
のもと, ICB 治療抵抗性の解除が可能となる新たな治療介入法の探索が世界的
に推進されている. 本研究では, がん細胞由来 IL34 を基軸として形成された免
疫環境が化学療法抵抗性の獲得に寄与するという知見を, ICB 治療抵抗性の打
開を目指す研究に応用した. 
 本稿ではHM-1 を用いた卵巣がんモデルを主に記したが, 他にもマウス乳が
ん細胞 4T1 およびマウス大腸がん細胞CT26 を用いた検討も行っている. それ
ぞれのがん種において Il34 KO株を樹立し, IL34 の治療標的としての有用性を in 
vivo モデルにて検討した. 用いた全てのがん種において, Il34 KO株移植群にお
いて有意に ICB治療による腫瘍の増大抑制が認められたことから, IL34 は卵巣
がんのみならず, 複数のがん種における ICB治療抵抗性に寄与していることが
示唆された (Hama et al., 2020). また, 抗 IL34 抗体の投与により, 抗 PD-1
抗体治療への抵抗性の解除を認めたことから, 実臨床における IL34 標的療法が
有効である可能性を示した. In vivo モデルにおける抗 IL34 抗体および抗 PD-1
抗体併用投与群の腫瘍内免疫環境を解析したところ, T 細胞の浸潤率が低下し
ていることが明らかとなった. 一方で, MΦ標的療法として構想されている
CSF1R 阻害療法で認められるTAMの劇的な減少は IL34 標的療法では認めら
れず, TAMの減少は有意であったものの著しくなかった (図 15D). この結果よ
り, IL34 は腫瘍環境においてTAMの効率的な分化, 増殖ではなく, 機能的変
化への寄与を中心的作用として有する分子であるという仮説を立てた. この仮
説を支える結果として, がん細胞由来 IL34 の有無により TAMの浸潤率に変化
が認められなかった一方で, 主にMΦが産生するとされるCxcl9 の発現が
IL34 により抑制されていたことが挙げられる (Chow et al., 2019) (図 13). ま
た, 炎症性因子である Ifng, Tnfa 等の発現レベルが IL34 の KOにより上昇す
ることも上記の仮説を支持すると考えられる. 
 IL34 はがん細胞のCSF1 発現に依存せず, 単体で ICB治療抵抗性に寄与する
ことを示した (図 11C).  また, 健常状態において IL34 の発現が脳や皮膚とい
った特定の部位に制限されていることは, IL34 標的療法における副作用の低減
化が望めることを示唆する (Wang et al., 2012b). 一方, IL34 は他の受容体
PTPRZ1 や Syndecan-1 とも結合することが報告されており, 本研究において
それらの受容体に関した検討は実施していないことを考慮すべきである. 
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PTPRZ1 は主に神経前駆細胞やグリア細胞に発現している. IL34 は PTPRZ1 を
介して細胞内シグナル伝達経路を制御し, ターゲット細胞の増殖, クローン形
成, および運動性を阻害することが示されており, この作用はCSF1R 非依存的
である (Nandi et al., 2013). また, Syndecan-1 はターゲット細胞の増殖, 遊
走, マトリックス相互作用に関与しており, 幅広い組織で発現している. 
Syndecan-1 と IL34 の結合は, IL34 による CSF1R の活性化を調節し, 特定の
骨髄系細胞の遊走に影響を与えることが示されている (Segaliny et al., 2015). 
総じて, IL34 は腫瘍環境のみならず全身においてCSF1R との相互作用に加え, 
PTPRZ1 や Syndecan-1 との結合を介して生物学的活性を発揮している可能性
がある. これらの受容体と IL34 の結合阻害が抗腫瘍効果, 引いては全身の免疫
系に及ぼす影響は未だ不明であることから, IL34 中和抗体による副作用につい
ては今後も深く検討されるべきである. 
 ここまで IL34 と CSF1 の生理学的活性の差異について既報を交えて論じた
が, 腫瘍環境において IL34 もしくはCSF1 の影響を受けたそれぞれのTAMの
機能的解析が実施された報告は存在しない. そこで本研究では IL34 依存的に誘
導されるTAMに着目し, IL34-TAMサブセットの同定とその免疫学的機能解
析を scRNA-seq 技術を用いて試みた. 2020 年に Zhang らは, マウス大腸がん
モデルにて CSF1R 抗体の投与により減少, 消失するサブセットと, 抗体の影
響を受けないサブセットが存在することを見出し, それぞれのサブセットに特
徴的な生物学的機能の解析を実施した (Zhang et al., 2020). 彼らは抗CSF1R
抗体により F4/80 を高発現するサブセットが優先的に減少することを示し, そ
のサブセットではMki67 の発現が誘導されていることから増殖スコアが高い
ことを明らかにした. 対して, 抗 CSF1R 抗体非感受性サブセットではVegf 等
の血管新生に寄与する因子や, Cd274, Arg1 といった免疫抑制に関する遺伝子
の発現が有意に高いことが示された. この報告により, CSF1R 標的療法の見直
しの必要性が提示されると同時に, TAMを基軸とした腫瘍内免疫環境の複雑さ
が改めて提示された. 本研究では上記の方法を応用し, 抗 IL34 抗体感受性およ
び抗CSF1 抗体感受性の TAMを IL34-TAM, CSF1-TAMサブセットとして同
定し, 遺伝子発現パターンをもとに生物学的機能の推定した.   
 恒常的に IL34 および CSF1 を発現するHM-1 細胞株の担がんマウスに抗
IL34 抗体または抗CSF1 抗体を投与した後, 腫瘍より分取した TAMをサンプ
ルとして scRNA-seq 解析を実施した. 遺伝子発現パターンをもとにTAMを 
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8 つの cluster に分類し, 抗 IL34 抗体感受性サブセットとしてCluster 7, 抗
CSF1 抗体感受性サブセットとしてCluster 3 をそれぞれ IL34-TAM, CSF1-
TAMと定義した. Cluster 1 に関しても抗体投与により減少したサブセットで
はあるものの, 双方の抗体に感受性を示したため, IL34-TAM, CSF1-TAMと定
義しなかった. 各 cluster において有意に発現の高い遺伝子群の情報をもとに
GO解析を実施し, それぞれの TAMサブセットが有する生物学的特徴を推定し
た. 中でも IL34-TAMと定義したCluster 7 に特徴的な「Collagen 
degradation」に着目した. 腫瘍微小環境における collagen の機能について一
貫した知見は存在しない. 特定のモデルにおいてがん細胞と, 免疫細胞や周辺
環境に存在するマトリックス分子との相互作用を補助することでがんの増殖や
浸潤に寄与するという報告がある一方で, 臨床試験において腫瘍組織中の
collagen の存在ががんの進行を遅延させるという知見も存在する (Xu et al., 
2019). IL34-TAMで高発現していた「Collagen degradation」に関連する遺伝
子群には, がんの転移を促進するとされる因子であるmatrix 
metalloproteinase (MMP)が含まれており, 中でもMmp9, Mmp12, Mmp13
は Cluster 7 において有意に発現が高いことが示された (Deryugina and 
Quigley, 2006). また, Luc+ Il34 KO HM-1 を腹腔内移植した際にがん細胞のシグ
ナルの広がりが抑制されたことに加え (図 10A), 同モデルにて肺への転移率の
低下が認められた (data not shown). さらに, 皮下移植モデルにおいて, 腋窩
リンパ節への転移が Il34 KO HM-1 移植群にて抑制されることを観察している 
(data not shown). これらの現象は, がん細胞由来 IL34 ががん細胞の浸潤, 転
移に寄与することを示すと同時に, IL34-TAMががんの転移を促進する特性を
有したサブセットであることを示唆している. 
 GO解析にて予測された IL34-TAMの生物学的機能を in vitro 実験にて評価
するため, 遺伝子発現情報から細胞表面タンパク質の発現パターンを推定し, 
TAM集団からの IL34-TAMの分取を試みた. CD206+ CD63+ CD38+ CD137+ 細
胞を IL34-TAMとして定義した後, そのサブセットが抗 IL34 抗体投与により
減少するかを検討した. 結果, 抗 IL34 抗体投与によるサブセット割合の減少は
認められず, 選定した細胞表面マーカーが不適切もしくは不十分であることが
示唆された. 画一的な IL34-TAMの分取法を確立するためには, 遺伝子発現解
析の条件を再考し, 発現が特徴的な遺伝子をさらに探索することや, 本稿では
示さなかった「Cluster 7 (3) で発現が有意に低い遺伝子」を利用するといった
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手法を検討する必要がある. 仮にこれらの方法でも分取が困難な場合は, 「抗
IL34 抗体 (抗 CSF1 抗体) を用いた後に形成されたTAM集団」と「抗体未投
与時に形成されたTAM集団」というようにTAM全体を 1サンプルとして in 
vitro 実験を行い, 特定の機能評価を実施することも考慮すべきである.  
 免疫療法の確立によってがん治療は大きな転換期を迎えた. 患者一人ひとり
の病巣および全身の免疫環境を網羅的に解析することが可能となったことで,  
”がん免疫療法の個別化”の実現が着実に近づいてきている. 治療標的となる細
胞や分子の同定, それらに対する治療介入のアプローチ法には未だ限りがある
一方で, 今後も新鋭な技術を駆使しながら革新的な治療法確立へ向かって研究
は進められていく. 本研究にて示された IL34 の治療標的としての有用性や, 
IL34-TAMを基軸とした免疫環境構築メカニズムにおける知見が, 更なる研究
開発の一助となることを期待する.  
 

  
 

  



 73 

結論 
 

① 本研究全体から得られた新知見 
l 卵巣がん患者の腫瘍組織における IL34 の発現は予後悪化に寄与する. 
l がん細胞由来 IL34 はがんの悪性度の向上に寄与するため, 治療標的として
有用である. 

l IL34 標的療法は ICB治療抵抗性を有したがんの治療抵抗性を解除する. 
l IL34 は特定の TAMサブセットの誘導に寄与しており, 腫瘍内免疫環境を
変化させることで腫瘍の増悪に寄与する.  

 
② 新知見の意義 
卵巣がんにおける IL34 の治療標的としての有用性を示したことにより, 化学療
法や ICB治療に対する治療抵抗性を有した再発症例患者に対する新規治療法の
提案につながる. また, これまでに構想されてきたTAMを基軸とした腫瘍免疫
構築メカニズムに IL34 の知見を加えることは, 今後の TAM標的治療法の開発
の一助となる.  
 
③ 今後展開され得る研究 
TAMを標的とした治療研究において IL34-TAMの動態解析が実施されること
で, 治療の有用性を評価できる可能性がある. また, MΦは特定の疾患 (肝線維
化等) への治療用細胞としても注目が集まっている. 既報では度々CSF1 誘導性
の BMMΦを用いているが, 本研究における遺伝子発現解析結果に立脚し, 治療
用細胞としての IL34 誘導性MΦの有用性も検討され得る.   
 
④ 今後の課題 
l IL34 標的療法による副作用の有無を検討すること 
l PDX (patient derived xenograft) モデル等のヒト検体を用いた系における
IL34 標的療法の治療効果を評価すること 

l IL34 が正常組織においても発現している以上, IL34-TAMのみをターゲッ
トとするための特異的マーカーを同定した上で, 治療標的としての有用性
を評価する必要があること 
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