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求　　　名

ふじた　たくや

藤田　琢也

学位論文題目

Inhibition of Transforming Growth Factor－β－MediatedImmunosuppressionin

Tumor－Drainlng Lymph Nodes Augments Antitumor Responses by Various

ImmunologicCellTypes

（腫瘍所属リンパ節における形質転換増殖因子ベータの機能阻害による抗腫

瘍免疫応答の増強効果）

【目的】

より有効な癌免疫治療法の開発のためには担癌患者の免疫学的特徴を理解することが重要であ

る。腫瘍組織は様々な免疫抑制性分子を分泌するが、これらは抗腫瘍免疫応答を抑制し、癌細胞

が生体の免疫監視機構から逃れる要因となっている。本研究では全身性の抗腫瘍免疫応答を誘導

する上で最も重要な場所である腫瘍所属リンパ節に着目した。腫瘍組織で分泌される免疫抑制性

サイトカインである形質転換増殖因子ベータ（Transfbrminggrowthfactor－β，TGF－β）は腫瘍所属リ

ンパ節に流入し、制御性T細胞の活性化やエフェクターT細胞の抑制を誘導し抗腫瘍免疫応答を

抑制している。そこで本研究の目的は腫瘍所属リンパ節でのTGF－βの機能を阻害することで全身

性の抗腫瘍免疫応答が増強するかどうか担癌マウスモデルで検討することである。

【方法】

（1）腫瘍所属リンパ節内でのTGF草の機能阻害

腫瘍所属リンパ節でのTGP－β機能を阻害するためにはプラスミドベクターシステムを利用し

た。TGF－Pの2型受容体の膜外ドメイン（可溶性TGF－P受容体）のcDNAを組み込んだプラスミ

ドベクター（TGFRDNA）を作成しC57BL／6マウスの大腿部筋肉内に5日間隔で2回、接種した。

最終接種の5日後に接種部位近傍の側腹部リンパ節を採取し蛍光顕微鏡で可溶性TGF－β受容体の

発現の程度を観察し至適投与量を決定した。

担癌マウスモデルでは仮想癌抗原としてニワトリ卵白アルブミン・オブアルブミン（0VA）を用

い、0VA発現腫瘍細胞であるマウスリンパ腫細胞株E．G7を2×105個、6－7週齢のC57BL／6マ

ウスの右側腹部に皮下移植した。5日後、腫瘍の生着を確認した後にTGFRDNAを腫瘍近傍の大

腿部筋肉内に投与した。対照群として可溶性TGF－β受容体のcDNAを含まないプラスミドベクタ

ー（MockDNA）を投与する群とリン酸緩衝液PBS）を投与する群を置いた。プラスミドベクターの投

与は5日間隔で2回行い、最終投与の5日後に解析を行った。

（2）腫瘍所属リンパ節内における制御性T細胞の機能解析

上記担癌マウスの腫瘍所属リンパ節と腫瘍組織中の可溶性TGF－P受容体とTGF－βをELISA法で

定量した。腫瘍所属リンパ節中の制御性T細胞（CD4陽性Foxp3陽性細胞）の割合と増殖龍田rdUrd

染色）をフローサイトメトリーで解析した。また制御性T細胞の機能を混合リンパ球反応試験で評

価した。

（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字

程度でタイプ等で印字すること。

2．※印の欄には記入しないこと。
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（3）腫瘍所属リンパ節内におけるエフェクターT細胞の機能解析

上記担癌マウスの腫瘍所属リンパ節における腫瘍抗原特異的なCD4陽性またはCD8陽性T細

胞の機能は、リンパ節細胞をOVAのMHCクラスlまたはⅡ抗原ペプチドで刺激した後にインタ

ーフェロンガンマ（IFN－γ）の細胞内染色を行いフローサイトメトリーで解析した。

（4）TGFRDNA投与による局所的なTGF－Pの機能阻害

両側側腹部にE．G7を皮下移植した担癌マウスモデルで、片側の腫瘍近傍にのみTGFRDNAを

投与して、両側の腫瘍の所属リンパ節でのTGF－β量と制御性T細胞の増殖能、抗原特異的CD8

陽性T細胞の機能を評価した。

（5）全身性の抗腫瘍免疫応答の解析

（1）の担癌マウスより牌細胞を用いて全身性の抗腫瘍免疫応答の解析をした。牌細胞を0VAの

MHCクラスIまたはⅡ抗原ペプチドで刺激した後にIFN－†の細胞内染色を行いフローサイトメト

リーで解析した。E．G7に対する細胞傷害性とNaturalKiller（NK）細胞の活性をクロム遊離試験で評

価した。血清中の腫瘍抗原に対する抗体価をELISA法で測定した。

（6）腫瘍増殖抑制効果の検討

（1）の担癌マウスで経過中、腫瘍径を測定し腫瘍増殖抑制効果を評価した。より増殖能の強いマ

ウス肺癌細胞株LLClを皮下移植した担癌マウスモデルででも腫瘍増殖抑制効果を評価した。さ

らにマウスメラノーマ細胞株B16FlOの肺転移モデルでTGFRDNAの投与による肺転移の抑制効

果を評価した。

【結果】

（1）担癌マウスで腫瘍組織近傍にTGFRDNAを投与することで腫瘍所属リンパ節に可溶性TGF－β

受容体が高濃度で蓄積しTGF－βの濃度が低下した。

（2）腫瘍所属リンパ節でのTGF－βの機能阻害により制御性T細胞の割合が低下し増殖が抑制され

た。

（3）腫瘍所属リンパ節でのTGP－βの機能阻害により腫瘍所属リンパ節で腫瘍抗原特異的に1FN－†

を産生するCD4陽性細胞とCD8陽性細胞が増加した。

（4）両側腹部に腫瘍細胞を皮下移植した担癌マウスでは、TGFRDNAを投与した側の腫瘍所属リ

ンパ節でTGF－P濃度が低下し制御性T細胞の増殖が抑制され抗原特異的にIFN－γを産生するCD8

陽性細胞が増加した。しかしTGFRDNAを投与していない側の腫瘍所属リンパ節ではこれらの反

応は弱かった。

（5）腫瘍所属リンパ節でのTG印の機能阻害により牌細胞で抗原特異的にIFN－1を産生するCD4

陽性細胞とCD8陽性細胞が増加した。また標的細胞に対する細胞傷害能の増強、NK活性の増強、

血中の腫瘍抗原に対する抗体価の上昇が認められた。

（6）腫瘍所属リンパ節でのTGF－βの機能阻害により80％のマウスでE・G7腫瘍は完全に消失した。

LLCl腫瘍においても腫瘍増殖は抑制され、B16FlO肺転移モデルの肺転移巣においても抗腫瘍効

果が認められた。

【考察】

腫瘍所属リンパ節におけるTG印の機能阻害により同部位において抗腫瘍免疫応答が増強した

が、これが多彩な免疫細胞の活性化に影響を与え全身性の抗腫瘍免疫応答の増強につながった。

このことは、腫瘍所属リンパ節は全身性の抗腫瘍免疫応答の誘導に大きく関与している部位であ

ることを裏付けている。

【結論】

嘩瘍所属リンパ節でTG印の機能を阻害すると全身性の抗腫瘍免疫応答が増強した。本研究の結

果は、担癌患者の免疫学的特徴を理解する上で重要であり抗癌治療法の開発に有用である。
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学位論文審査の結果の要旨

整理番号 608

論文審査委員

藤田　琢也

（学位論文審査の結果の要旨）

より有効な癌免疫治療法を開発するため、本研究は免疫応答を誘導する上で最も重要な場所

である腫瘍所属リンパ節に着目し、同部でTGトβが抗腫瘍免疫を抑制していることから、所

属リンパ節でTGトβを中和することによる免疫抑制の解除を試み、以下の点を明らかにした。

1．担癌マウスで腫瘍組織近傍に、可溶性TGF－β受容体のcDNAを組み込んだプラスミドベ

クター（TGFRDNA）を投与することで、腫瘍所属リンパ節でのTGF－βの濃度が低下し

た。

2．このTGトβ阻害により腫瘍所属リンパ節での制御性T細胞の割合が低下し増殖が抑制さ
れ、エフェクターT細胞による腫瘍抗原特異的な免疫応答が増強された。

3．更に、全身性の腫瘍抗原特異的な抗腫瘍免疫応答や自然免疫が活性化された結果、対側

の皮下腫瘍や肺転移巣においても抗腫瘍効果が認められた。

本論文は、担癌患者の免疫学的特徴について新しい知見を与えたものであり、最終試験とし
て論文内容に関連した試問を受け、博士（医学）の学位論文に値するものと認められた。

（平成21年　8月31日）


