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略号 

本文中には以下の略号を使用した。 

Ab: antibody 

α-SMA: alpha-smooth muscle actin 

β2m: beta-2 microglobulin 

CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4 

FCM: flow cytometry 

Gfi1: growth factor independent 1 transcriptional repressor 

ICI: Immune Checkpoint inhibitor 

IFN-γ: γ-interferon  

IHC: Immunohistochemistry 

KO: knocked out 

MDSC: myeloid-derived suppressor cell 

MHC: Major Histocompatibility Complex 

NG2: neuron-glial antigen 2 

NK: natural killer 

SOCS-1: Suppressor of Cytokine Signaling-1 

Th1: T-helper 1 

Th2: T-helper 2 

Th17: T-helper 17 

TIL: Tumor Infiltrating Lymphocyte 

TME: tumor microenvironment 

Treg: regulatory T cell 
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概要 

近年新たな治療法として抗 CTLA-4抗体等の免疫チェックポイント阻害剤が注目を浴びてお

り、癌の治療形態を変えてきた。一方で、約 20%の患者にしか奏効性を示さないことも明らか

となってきた。抗 CTLA-4抗体は、T 細胞上の細胞傷害性 T リンパ球関連タンパク質 4 (CTLA-

4) を阻害することで様々な癌の増殖を抑制するが、その詳細なメカニズムは明らかとなってい

ない。本研究では、単一クローンの肝臓癌細胞株（Hepa1-6#12）を樹立し、抗 CTLA-4抗体の

作用機序を解析した。結果、抗 CTLA-4抗体は CD8陽性 T 細胞ではなく CD4 陽性 T 細胞依存

的に薬効を発揮した。そこで、CD4陽性 T 細胞のサブセットを評価したところ、抗 CTLA-4抗

体投与により IFN-γ 産生 CD4陽性 T細胞（T-helper 1 (Th1) 細胞）の腫瘍内浸潤が増加し、

IFN-γ の中和によってその薬効はキャンセルされることが示された。またこの薬理機序に、癌

細胞上の主要組織適合性複合体（MHC）-Iや MHC-IIの発現は必要としなかった。最後に、in 

vitroにおける検討から、IFN-γ は癌細胞の細胞周期停止とアポトーシスを誘導する可能性が示

された。本研究により、抗 CTLA-4抗体は Th1 による細胞周期停止とアポトーシスを介して抗

腫瘍作用を発揮する可能性が示された。 
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序論 

癌は世界中で研究され、次々と新薬が創出されているが、未だに世界の死亡原因のトップ

10にランクインしており 1、十分な治療法は確立されていない。免疫療法は癌研究の焦点とな

っており、抗細胞傷害性 Tリンパ球関連タンパク質 4（CTLA-4）抗体や抗プログラム細胞死 1

（PD-1）抗体などの免疫チェックポイント阻害剤（Immune Checkpoint inhibitors (ICI)）は、近

年画期的な抗癌療法として注目を集めている。 

T 細胞上の CTLA-4 を阻害するモノクローナル抗体であるイピリムマブは、2011 年に進行性

黒色腫の治療薬として世界で初めて承認された ICIであり、それ以降、転移性腎細胞癌、転移

性結腸直腸癌、肝細胞癌など、他の様々な癌に適応が拡大されてきた 2。CTLA-4は、活性化

T細胞の表面に発現するタンパク質で、抗原提示細胞上の CD80/86 に結合することで T 細胞の

活性化を阻害する。CTLA-4の細胞外抑制機能のほとんどは制御性 T 細胞（Treg）によって媒

介されるため 3、CTLA-4の阻害は T細胞を直接活性化し、Tregによる T 細胞媒介免疫抑制を

解除し、長期的な抗腫瘍効果をもたらすと考えられている。実際、抗 CTLA-4抗体は前臨床研

究で強力な有効性を示している。しかし、臨床では予期せぬ問題が引き起こされており、その

有効性が一定数の患者にしか効果を示さないことが明らかとなってきた 4, 5。さらに、重度の

下痢、大腸炎、下垂体炎等の強い副作用のため、臨床使用は限られている 4, 6。したがって、

抗 CTLA-4治療の根底にある詳細なメカニズムをより深く理解することで、副作用が小さく、

かつ強力な抗腫瘍効果を備えた薬剤開発につながると考えた。 

これまでに、抗 CTLA-4抗体の抗腫瘍効果に対する CD8陽性 T 細胞の関与はいくつも報告

されており、CD8陽性 T細胞を標的とした創薬が世界的に進んでいる。しかしながら、抗

CTLA-4療法における CD4陽性 T 細胞の病態生理学的役割については、まだ十分に解明されて

いない。CD4陽性 T細胞には複数のサブセットが報告されており、それぞれを規定する転写

因子が同定されている。各サブセットは、感染症やアレルギー、その他の免疫反応において異

なる役割が報告されているものの、腫瘍免疫における各サブセットの重要性ははっきりと解明

されていない。一方で、臨床においても抗 CTLA-4抗体により CD4陽性 T細胞の活性化が示

唆された 7。このような背景から、本研究では、CD4 陽性 T 細胞の寄与が大きい Hepa1-6に着

目し 8、マウスモデルを用いて抗 CTLA-4 抗体の薬理機序を解明することを目的に研究を行っ

た。 
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本論 

結果 

抗 CTLA-4抗体の薬効は CD4 陽性 T 細胞に依存する。  

初めに、膀胱癌（MB49）、乳癌（EMT6）、大腸癌（CT26WT）および肝臓癌（Hepa1-

6）、モデルマウスを作製し、抗 CTLA-4抗体の薬理試験を実施した。その結果、すべてのマ

ウスモデルにおいて、抗 CTLA-4抗体は強力な薬効を示した（Figure 1A）。臨床において、抗

CTLA-4抗体による CD4陽性 T細胞の活性化が示唆されていることから 7、以降の解析では

CD4陽性 T細胞感受性の Hepa1-6に着目した 8。Hepa1-6の不均質性は今後の詳細なメカニズ

ム解析には不適であることが考えられたため、単一クローン細胞株を樹立、in vitroにおける

増殖能と in vivoにおける生着能から#12を選択した（Hepa1-6 #12）。親株と同様に薬理試験を

実施したところ、抗 CTLA-4抗体はこの亜株に対しても強力な有効性を示した（Figure 1B）。

抗 PD-1抗体および抗 CTLA-4抗体の単剤もしくは併用投与により T 細胞の増加や活性化が報

告されていることから 9, 10、本系における T 細胞の関与を検討するため、除去抗体により CD4

陽性 T細胞と CD8陽性 T細胞の除去を行った。結果、CD8陽性 T細胞除去による抗 CTLA-4

抗体の抗腫瘍作用への影響は軽微であったが、CD4 陽性 T 細胞の除去は抗 CTLA-4抗体の薬効

を完全に打ち消した（Figure 1C）。このことから、抗 CTLA-4抗体の薬効は CD4陽性 T細胞

依存的であることが明らかとなった。 



 

6 
 

 

Fig 1. CD4+ T cells play a crucial role in anti-CTLA-4 Ab-mediated inhibition of tumor growth. 

Tumor growth of (A) MB49, EMT-6, CT26WT, Hepa1-6 and (B) Hepa1-6#12 tumors with or without 

anti-CTLA-4 Ab treatment. The average tumor volume is shown as the mean ± standard error of the 

mean (SEM) (n=5–7). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 by Mann-Whitney test at the endpoint. (C) 

Tumor growth of Hepa1-6#12 tumor with or without anti-CTLA-4 Ab co-administered with a depleting 

Ab against CD4+ or CD8+ T cells. These depletion Abs were injected via intraperitoneal administration 

starting 2 days prior to tumor cell injection and continued weekly. The average tumor volume is shown 

as the mean ± SEM (n=7–8). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 by one-way ANOVA followed by 

Dunnett’s test at the endpoint. 
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抗 CTLA-4抗体は Th1 を誘導する。  

抗 CTLA-4抗体が CD4陽性 T 細胞依存的に薬効を発揮したことから、T細胞の腫瘍内浸潤

を免疫組織化学（IHC）により検証した（Figures 2A and 2B）。腫瘍浸潤リンパ球（TIL）を、

癌細胞巣内に浸潤した腫瘍内 TIL（iTIL）として、画像解析ソフトウェア HALO（Indica 

Labs）を使用して分析した。その結果、抗 CTLA-4抗体の投与により腫瘍内に CD4陽性細胞

が多く浸潤することが示された。さらに詳細に解析を行うため、TIL のフローサイトメトリー

（FCM）を実施した。その結果、抗 CTLA-4抗体の投与で CD4陽性 T細胞が腫瘍内に多く浸

潤することが明らかとなった。一方で、CD8陽性 T細胞やナチュラルキラー（NK）細胞、B

細胞の浸潤には変化が認められなかった（Figures 2C and 2D）。CD4陽性 T細胞の腫瘍内浸潤

が上昇したことから、CD4 陽性 T 細胞のサブセット解析を実施した。結果、IFN-γを放出する

Th1が多く腫瘍内へ浸潤することが明らかとなった（Figures 2E, 2F and 2G）。 
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Figure 2. Anti-CTLA-4 Ab treatment induces Th1 cell infiltration. Tumors were treated with a 

mouse IgG2b control Ab or anti-CTLA-4 Ab on days 5, 8, and 11. (A, B) Murine tumor sections were 

prepared on days 10 and 14 after injection. The sections were histologically and immunohistochemically 

analyzed by staining for CD8+, CD4+, and Foxp3+ cells. Images were analyzed using HALO software. 

(A) Representative images are shown. (B) Quantification of TILs. Each cell density is shown as the 

mean ± SEM (n=8). ** P < 0.01, *** P < 0.001 by Mann-Whitney test. (C–G) TILs were analyzed on 

days 10 and 14 by FCM. Percentage of each cell is shown as the mean ± SEM (n=7–8). * P < 0.05, ** P 

< 0.01, *** P < 0.001 by Mann-Whitney test.  
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癌細胞上の MHC-I、MHC-IIの有無に関わらず、抗 CTLA-4抗体は薬効を発揮する。 

CD4陽性 T細胞を介した抗腫瘍メカニズムとして、CD4陽性 T 細胞が癌細胞上の MHC-IIを

認識して腫瘍を排除することが考えられる 11。また、CD8陽性 T細胞が本系に関与しないこと

を再度確認するために、CRISPR/Cas9 により癌細胞上の MHC-Iおよび MHC-IIをノックアウト

（KO）した Hepa1-6#12 (それぞれ、β2m KO Hepa1-6#12および MHC-II KO Hepa1-6#12) を作

製した（Figures 3A and 3B）。これらの KO細胞を用いて薬理試験を行った結果、どちらの

KO細胞を移植したマウスにおいても、抗 CTLA-4抗体は薬効を発揮した（Figure 3C and 

3D）。このことから、癌細胞上の MHC-Iおよび MHC-IIの発現は、抗 CTLA-4抗体による腫

瘍の排除に必要ないことが示された。なお、各 KO細胞は親株と同等の腫瘍増殖を示した。 

 

Figure 3. Hepa1-6 #12 tumor rejection induced by anti-CTLA-4 Ab treatment does not depend on 

MHC-I and MHC-II expression on tumor cells. 

(A) In vitro expression of MHC-I on the parental or β2m KO Hepa1-6 #12 tumor cells. (B) In vivo 

expression of MHC-I and MHC-II was evaluated 14 days after inoculation of parental or MHC-II KO 

Hepa1-6 #12 tumor cells. Tumor growth of (C) β2m- or (D) MHC-II-KO Hepa1-6 #12 tumors with or 

without anti-CTLA-4 Ab treatment on days 5, 8, 11, and 15. The average tumor volume is shown as the 

mean ± SEM (n=7–8). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 by Mann-Whitney test. Data are 

representative of studies with two different KO clones. 
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IFN-γは癌の排除に重要な役割を担っている。 

次に、Th1の産生する IFN-γ が抗腫瘍作用に与える影響を検証したところ、IFN-γ の中和は抗

CTLA-4抗体の薬効をキャンセルすることが明らかとなった（Figures 4A）。さらに、CD4陽

性細胞、CD8陽性細胞および Foxp3陽性細胞の腫瘍内浸潤を IHCにより評価した結果、抗

CTLA-4抗体投与により腫瘍内に浸潤していた CD4陽性細胞は、IFN-γ 中和抗体を併用するこ

とでその浸潤量が大きく減少していた。一方で、IFN-γ 中和抗体だけでは、controlと比べて

CD4陽性細胞の浸潤に差は認められなかった。CD8 陽性細胞や Foxp3陽性細胞の腫瘍内浸潤

に関しては、抗 CTLA-4抗体および IFN-γ中和抗体による影響は認められなかった（Figures 

4B and 4C）。これらの結果から、腫瘍の排除には Th1の産生する IFN-γ が重要な役割を果た

しており、癌細胞除去過程において CD4陽性 T 細胞の浸潤を促進することが示された。 
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Figure 4. IFN-γ is important for rejection of Hepa1-6 #12 tumors by anti-CTLA-4 Ab. (A) Tumor 

growth of Hepa1-6 #12 tumors with control or anti-CTLA-4 Ab treatment on days 5, 8, and 11 co-

administered with IFN-γ neutralizing Ab on days 3, 7, and 10. The average tumor volume is shown as 

the mean ± SEM (n=8). * P < 0.05, ** P < 0.01 by one-way ANOVA followed by Dunnett’s test at the 

endpoint. (B, C) Murine tumor sections were prepared on day 11. The sections were histologically and 

immunohistochemically analyzed by staining for CD8+, CD4+, and Foxp3+ cells. Images were analyzed 

using HALO software. (B) Representative images are shown. (C) Quantification of TILs. Each cell 

density is shown as the mean ± SEM (n=6). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001 by 

one-way ANOVA followed by Tukey’s test. 
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IFN-γはミエロイド系細胞の流入や血管の正常化に大きく影響しない。 

CD4陽性 T細胞の産生する IFN-γの作用として、1) CD8陽性 T 細胞の活性化/抗疲弊作用を

通じた抗腫瘍活性の増強 12 2) マクロファージ等の免疫細胞を介した炎症性反応の亢進 13 3) 

癌細胞に対する抗原提示能の増強、増殖抑制作用 14 4) 腫瘍血管の調節による抗腫瘍効果 15等

が報告されている。これまでの結果から、本系では、CD8陽性 T細胞への関与が小さいこと

が考えられるため、次に、マクロファージ等ミエロイド系細胞の関与を検討した。マクロファ

ージ、単球性骨髄由来抑制細胞（Mo-MDSC）、顆粒球性 MDSC（Gr-MDSC）および好酸球に

ついて、FCMにより抗 CTLA-4抗体投与後の腫瘍内浸潤を評価したところ、抗 CTLA-4抗体

投与により好酸球が腫瘍内に浸潤することが示された（Figures 5A and 5B）。そこで、抗

CTLA-4抗体と併用して除去抗体による好酸球除去を行ったが、抗 CTLA-4抗体の薬効には変

化が認められなかった（Figure 5C）。このことから、好酸球も薬効には関与しないことが示さ

れた。M1, M2マクロファージの腫瘍内浸潤についても検証を行ったが、抗 CTLA-4抗体の薬

効に寄与するような変化は認められなかった（Figure 5D）。さらに、抗 CTLA-4抗体と IFN-γ

中和抗体を併用し、腫瘍血管への影響を検証した。抗 CTLA-4抗体が薬効を示し始める、投与

後 6日目（移植後 11日目）に腫瘍を回収し、蛍光免疫染色により血管の成熟度を検証した

が、抗 CTLA-4抗体の投薬による変化や IFN-γを中和したことによる変化は認められなかった

（Figures 5E, 5F and 5G）。これらの結果から、抗 CTLA-4抗体の薬効は血管を起点に始まって

いない可能性が示された。 
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Figure 5. The anti-CTLA-4 Ab does not affect myeloid cells and blood vessel maturation. Tumors 

were treated with anti-CTLA-4 Ab or isotype control on days 5, 7, and 10. (A, B) TILs were analyzed on 

days 10 and 14 by FCM. Percentage of each cell is shown as the mean ± SEM (n=7). * P < 0.05, *** P < 

0.001 by Mann-Whitney test. (C) Tumor growth of Hepa1-6 #12 with or without anti-CTLA-4 Ab 

treatment on days 5, 8, 11, 14, and 18 co-administered with an eosinophil depleting Ab on days 4, 11, 

and 18. The average tumor volume is shown as the mean ± SEM (n=7). **** P < 0.0001 by one-way 

ANOVA followed by Dunnett’s test at the endpoint. (D) M1 or M2 macrophages were analyzed on days 

10 and 14 by FCM. Percentage of each cell is shown as the mean ± SEM (n=7). * P < 0.05, *** P < 

0.001 by Mann-Whitney test. (E-G) Tumors were treated with control or anti-CTLA-4 Ab treatment on 

days 5 and 8 co-administered with an IFN-γ blocking Ab on days 4 and 7. Murine tumor sections were 

prepared on day 11 and analyzed using immunofluorescence staining for CD31, alpha-smooth muscle 

actin (α-SMA), and neuron-glial antigen 2 (NG2). Images were analyzed using HALO software. (E, F) 

Representative images are shown. (G) Quantification of mature blood vessel. Data are shown as the 

mean ± SEM (n=6). * P < 0.05 by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. 
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IFN-γは癌細胞の細胞周期の停止とアポトーシスを誘導する。 

最後に、in vitroにて癌細胞への直接作用を検証した。Hepa1-6#12に IFN-γを 100ng/mL添加

し、96時間後に cell viability assay を行ったところ、IFN-γ 添加群で生細胞数が減少していた

（Figure 6A）。さらに、IFN-γ は癌細胞の細胞周期停止とアポトーシスを誘導した (Figures 6B 

and 6C)。以上の結果から、抗 CTLA-4抗体により活性化した Th1は、癌細胞の細胞周期停止

とアポトーシスを誘導することで抗腫瘍作用を発揮している可能性が示された。 

 

Figure 6. IFN-γ can induce cell cycle arrest and apoptosis in Hepa1-6 #12 tumors. 

(A) Analysis of cell viability was performed by WST-8 assays after IFN-γ addition. (B) Cell cycle 

progression was evaluated by FCM after IFN-γ addition. (C) Apoptotic cells were evaluated by FCM 

using an Apoptosis detection kit after IFN-γ addition. Data are shown as the mean ± SEM (n=4). * P < 

0.05, ****P < 0.0001 by one-way ANOVA followed by Welch’s t-test.  
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考察 

抗 CTLA-4抗体は、免疫チェックポイント阻害薬として広く使用されているが、その抗腫瘍

効果は多彩なメカニズムを介して発揮されると考えられている。本研究では、特に CD4陽性

T細胞に焦点を当て抗 CTLA-4抗体の薬理機序を検証するために、CD4陽性 T細胞感受性の

Hepa1-6モデルを用いて詳細な解析を行った。その結果、抗 CTLA-4抗体による抗腫瘍作用の

新たな機序として、CD8陽性 T細胞には依存せず、CD4陽性 T 細胞に依存するメカニズムが

存在することを明らかにした。このメカニズムでは、抗 CTLA-4抗体により Th1細胞が腫瘍内

に集積し、Th1細胞の産生する IFN-γが抗腫瘍作用に必須であることを示した。また本作用機

序では、癌細胞上の MHC-Iや MHC-II発現を必要とせず、このことは、抗 CTLA-4抗体の Th1

を介する抗腫瘍作用は CD4 陽性 T 細胞による癌細胞の直接認識が必要ではないことを示し

た。さらに、in vitroの検討により、IFN-γの抗腫瘍メカニズムは細胞周期停止とアポトーシス

を誘導することが重要であることを示唆するデータを得た。 

 

抗 CTLA-4 抗体による Treg の枯渇は腫瘍の除去に寄与する可能性があるとされているにも

かかわらず 16, 17、我々の実験では Tregの減少は観察されなかった。このことは、本研究で用

いた系では、抗 CTLA-4抗体は、Tregを枯渇させ CD8陽性 T細胞や NK 細胞などの細胞傷害

性細胞の機能を活性化させて抗腫瘍効果を増強することにより、抗腫瘍効果を示すのではない

ことを示している。臨床で使用される抗 CTLA-4 抗体トレメリムマブとイピリムマブは異なる

抗体アイソタイプを持ち、トレメリムマブは完全ヒト IgG2 抗体、イピリムマブは完全ヒト 

IgG1 抗体である。IgG1 抗体は、ヒト Fc 受容体に対する結合親和性に基づいて、IgG2 抗体よ

りも効果的に抗体依存性細胞傷害 (ADCC) を媒介することが知られているが、トレメリムマブ

とイピリムマブは同様の応答率を示す。したがって、Weiらは、抗 CTLA-4 抗体の有効性が

Treg細胞の枯渇ではなくエフェクター機能の増強に由来すると論じており 3、これは我々の発

見と一致する。 

 

近年、乳癌モデルマウスにおいて、抗 CTLA-4抗体投与により好酸球が集積し、血管を正常

化させることで抗腫瘍効果を発揮することが報告された 18。本研究でも、抗 CTLA-4抗体投与

により好酸球が腫瘍内に集積する様子は捉えたが、薬効には関与していなかった。今回認めら

れた好酸球の集積は、抗 CTLA-4抗体投与による Th2細胞の微増が関与した可能性が考えられ

る。また腫瘍血管に関する IFN-γの報告は多く、血管新生を阻害すること 19, 20、血管系を退縮

させること 21、または血管を正常化させること 15で腫瘍を排除するなど様々な議論がなされて

いる。本研究でも、血管密度や血管の正常化の評価を行ったが、変化は認められていない。 

 

現時点では、我々の結果が以前の報告と完全に一致していない理由を完全に説明することは

できない。ただし、抗 CTLA-4 抗体は、特定の実験条件に依存する複数のメカニズムを通じて

抗腫瘍効果を示す可能性がある。本研究では Hepa1-6を使用しているが、MCB6C でも同様に

ICIによる薬効には CD8陽性 T細胞ではなく CD4陽性 T細胞、特に Th1細胞が重要であるこ

とが示されている 10。マウスモデルをそのままヒトの肝臓癌や膀胱癌に当てはめることはでき
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ないが、少なくとも CD4陽性 T細胞が腫瘍排除機構の主要メンバーとなる免疫環境が存在す

ることが示された。免疫療法における CD4 陽性 T細胞の臨床データは限られているが、胆管

癌やメラノーマにおいて CD4陽性 T細胞の治療的可能性が示されている 22。これらの癌腫で

は本研究で得られた機構が働き、治療効果が期待できる可能性がある。 

 

抗 CTLA-4抗体の副作用の原因として、B7-CTLA-4相互作用の遮断による自己免疫合併症の

誘発が挙げられている 6。本研究から、肝臓癌マウスモデルに対する抗 CTLA-4抗体の薬理機

序として、Th1細胞が重要な役割を示すことが明らかとなった。そのため、B7-CTLA-4相互作

用を遮断せず、ナイーブ CD4陽性 T細胞を Th1細胞へ分化させることができれば、強力な薬

効を維持しながらも臨床で認められる副作用を軽減できるのではないかと考えている。ナイー

ブ CD4陽性 T 細胞の Th1細胞への分化に関しては、IL-12や IFN-γ 等のサイトカインを介した

もの 23や Gfi1や SOCS-1の抑制を介したもの 24-26が報告されており、これらはより安全で有効

な標的となり得るかもしれない。一方で、本研究も含め抗 CTLA-4抗体投与により Th1細胞が

増加することは報告されているものの、なぜ Th1細胞が特異的に選択されるのかは明らかとな

っておらず、詳細なメカニズム解明は今後の検討課題である。IFN-γ の中和は、抗 CTLA-4抗

体による CD4陽性 T細胞の腫瘍内浸潤を抑制した。このことは、腫瘍浸潤 Th1細胞から産生

された IFN-γが CD4陽性 T細胞の浸潤を促進しうることを示す結果であり注目に値する。 

 

本研究の結果として、肝癌細胞移植モデルを使用することにより、抗 CTLA-4 抗体が Th1 

/IFN-γ軸を介して抗腫瘍効果を発揮できることが実証された。IFN-γ は、腫瘍細胞の細胞周期

停止とアポトーシスを誘導するだけでなく、CD4陽性 T細胞のさらなる浸潤を促進する可能

性がある。したがって、Th1/IFN-γ 経路の調節は、癌に対する新しい治療戦略となる可能性が

ある。 
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方法 

1. 実験動物の取り扱い 

 

動物実験は、塩野義製薬株式会社 動物実験委員会の承認のもと施行した。実験動物の取り

扱いは、「塩野義製薬株式会社 動物実験の適正な実施に関する規則」に基づいて行った。 

 

2. 細胞培養 

 

マウス腫瘍細胞株 Hepa1-6、CT26.WT、および EMT6は American Type Culture Collectionか

ら購入し、MB49細胞は EMD Millipore Corporationから購入した。これらの細胞株は、10％ウ

シ胎児血清（FBS）、100 U/mLペニシリン、100μg/mL ストレプトマイシン（Nacalai tesque）

を含む DMEM（Sigma-Aldrich）を用い、5% CO2、37℃のインキュベーター内で培養した。 

 

3. Hepa1-6#12の樹立 

 

1-2E6個の Hepa1-6 をマウスに皮下注射した。2ヶ月後腫瘍を回収し、別のマウスに皮下注

射した。さらに 2ヶ月間腫瘍を増殖させ、vivo に安定して生着する腫瘍を作製した。回収した

腫瘍はコラゲナーゼで処理した。亜株は、前述の細胞を 96 well plateに限界希釈し、シングル

コロニーから樹立した。本試験では、in vivo生着の安定性や in vitroでの増殖能が最も優れた

#12を選択した。なお、培養条件は方法の 2. 細胞培養に記載の通りである。 

 

4. In vivo実験 

 

Hepa1-6＃12を採取し、1-2E6個の細胞を PBS に懸濁した後、等容量の成長因子減少マトリ

ゲル（Corning）に再懸濁した。調製した細胞懸濁液をマウスの右背部に皮下注射した（0日

目）。腫瘍体積はデジタルノギスで少なくとも週に 2回測定した。腫瘍体積が 2,000 mm3に到

達した時点でマウスは安楽死した。すべての試験において、マウスに 200μg の抗 CTLA-4抗体

（9D9; BioXcell）を移植後 5日目から 3-4日間隔で投与した。アイソタイプコントロールに

は、200μgのマウス IgG2b（MPC-11; BioXcell）を用いた。T細胞除去には、250μgの抗 CD4抗

体（GK1.5; BioXcell）または 250μgの抗 CD8β抗体（53-5.8; BioXcell）を用い、好酸球除去に

は 200μgの抗 CD193 抗体（6S2-19-4; BioXcell）を用いた。IFN-γ の中和には、250μgの抗 IFN-

γ 抗体（H22; Leinco Technologies）またはアイソタイプコントロール（PIP; Leinco 

Technologies）を用いた。すべての抗体は、Figure Legend に従って腹腔内に投与した。 
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5. 抗体 

 

FCMまたはIHC用の抗体は、BioLegend、eBioscience、Thermo Fisher Scientific、BD 

BiosciencesおよびCell Signaling Technologyから購入した。抗体リストを以下に示す。 

Antibodies for FCM 

Protein Clone Manufacturer Concentration 

Arg1 A1exF5 Invitrogen 1:100 

CD3 145-2C11 BioLegend 1:200 

CD4 RM4-5 BioLegend 1:100 

CD8α 53-6.7 BioLegend 1:200 

CD8α 53-6.7 BioLegend 1:200 

CD11b M1/70 eBioscience 1:200 

CD19 6D5 BioLegend 1:200 

CD45 30F-11 BioLegend 1:200 

CD193 J073E5 BioLegend 1:200 

CD326 G8.8 BioLegend 1:200 

F4/80 BM8 BioLegend 1:200 

Foxp3 FJK-16s eBioscience 1:100 

Gata3 TWAJ eBioscience 1:100 

H-2Db KH95 BioLegend 1:200 

H-2Kb AF6-88.5 BioLegend 1:200 

I-A/I-E M5/114.15.2 BioLegend 1:200 

IFNγ XMG1.2 BioLegend 1:100 

Ly6C HK1.4 BioLegend 1:200 

Ly6G 1A8 BioLegend 1:200 

NK1.1 PK136 BioLegend 1:200 

NOS2 CXNFT eBioscience 1:100 

Rorγt B2D eBioscience 1:100 

Siglec-F E50-2440 BD Biosciences 1:200 

T-bet 4B10 BioLegend 1:100 

TCR-β H57-597 BioLegend 1:200 

  

Antibodies for IHC 

Protein Clone Manufacturer Concentration 

CD4 D7D2Z Cell Signaling Technology 1:400 

CD8α D4W2Z Cell Signaling Technology 1:1600 

CD31 MEC13.3 BioLegend 1:100 
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Foxp3 D6O8R Cell Signaling Technology 1:1600 

NG2 polyclonal Merck Millipore 1:200 

αSMA D4K9N Cell Signaling Technology 1:100 

 

6. Flow cytometry (FCM) 

 

マウスから腫瘍組織を回収し、ハサミでミンスした。その後、1mLの腫瘍分散溶液

（50U/mL DNase I（Worthington Biochemical）、100μg/mL Collagenase type IA（Sigma-Aldrich）

in RPMI）中で、回転させながら37℃で40～60分間インキュベートした。細胞をFCM buffer

（2％FBS、5mM EDTA、5mM HEPES in Phenol red free Hank's（Sigma-Aldrich））で洗浄し、

100μmのナイロンメッシュで濾過した。Red blood lysis buffer solutionで処理した後、細胞を20% 

Percoll Plus（GE Healthcare）に再懸濁し、腫瘍細胞とTILを分離した。FcRブロッキング液

（Miltenyi Biotec）でブロッキング後、各抗体を上記「5. 抗体」に記載の濃度で添加し、暗所

4℃で30分間インキュベートした。細胞内染色にはFoxp3染色キット（eBioscience）を用いた。

死細胞の染色には、DAPI（Dojindo）、eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780

（Invitrogen）、またはZombie NIR Fixable Viability kit（BioLegend）を用いた。サイトカイン産

生を解析するため、FcRブロッキングの前に、細胞を2μL/mL Cell Stimulation Cocktail（Thermo 

Fisher Scientific）とBD Golgistop（BD Bioscience）を処置し、37℃で4時間刺激した。Hepa1-6 

#12細胞株におけるMHC-Iの発現をin vitroで検出するために、細胞を100 ng/mL Recombinant 

Mouse IFN- g (carrier-free) (rMuIFN- g : BioLegend)で37℃にて48時間刺激した。データは、

MACSQuant（Miltenyi Biotec）、NovoCyte（Agilent Technologies）、または Spectral Cell 

Analyzer ID7000（Sony）を用いて取得した。 

 

7. Immunohistochemistry (IHC) 

 

癌微小環境を解析するため、腫瘍組織を採取し、4％パラホルムアルデヒド（Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA）で4℃にて一晩固定した。切片の作製とCD4、CD8、

FOXP3の染色はApplied Medical Research Laboratoryが行った。凍結切片の分析では、スライド

をPBSで洗浄してOCT compoundを除去し、ブロッキング液（5％ヤギ血清、0.3％TritonX-100 in 

PBS）で1時間ブロッキングした後、一次抗体と4℃で一晩インキュベートした。洗浄後、切片

を二次抗体と室温、暗所で 1 時間インキュベートし、DAPI 入り ProLong Diamond Antifade 

Mountant（Thermo Fisher Scientific）でカバースリップした。すべての切片をHALO Image 

Analysisソフトウェア（Indica Labs, Albuquerque, NM, USA）で解析した。 

 

8. CRISPR/Cas9 システムを用いた β2m、MHC-II-KO Hepa1-6#12細胞株の樹立 

 



 

25 
 

β2mまたはMHC-IIを発現しないHepa1-6 #12細胞株を作製するため、既報のsingle-guide RNAs

（sgRNAs）を使用した10, 27。このsgRNAsをGeneArt® CRISPR Nuclease OFP Vector

（Invitrogen）にサブクローニングした。細胞は、Lipofectamine 3000（Invitrogen）を用いて、

培養プレート内で2.5μgのプラスミドDNAでトランスフェクトした。2日後、OFPベクター陽性

細胞をFACSAria-II Cell Sorter（Becton, Dickinson and Company）を用いてシングルセルソーテ

ィングし、さらに拡大した。用いたsgRNAsの配列を以下に示す。 

sgRNAs for CRISPR/Cas9 

Gene Sequence 

β2m 5’-TCGGCTTCCCATTCTCCGGT-3’ 

H2-Aa1 5’-GGAGGTGAAGACGACATTGA-3’ 

 

9. RNA-sequencing 

 

RNAはRNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて単離し、PrimeSTAR MAX DNA Polymerase（タカラ

バイオ）を用いてcDNAに変換した。その後、ExoSap-IT Express（Thermo Fisher Scientific）を

用いてcDNAをクリーンアップし、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて精製した。3130xl genetic analyzer（Applied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific）を用いて配列を検証し、標的遺伝子座の破壊を確認した。プライマーリストを以下

に示す。 

Primers for RNA-sequencing 

Gene Direction Sequence 

β2m 
Forward 5’-TGTGCAGAATGGGATGTGAC-3’ 

Reverse 5’-GGCACCACAGATCAGTCTTTTGG-3 

H2-Aa1 
Forward 5’-CTGGCAACTTTGACGTCATC-3’ 

Reverse 5’-TTTCTTCCTTCCCTCACTGG-3’ 

 

10. Cell viability assay 

 

Hepa1-6#12（1E3 cells/well）に 100 ng/mL rMuIFN-γ を添加し、96 時間後に WST-8 アッセイ

（キシダ化学）により生細胞率を測定した。アポトーシスの検出には Annexin V-FITC 

Apoptosis Detection Kit（ eBioscience）を用い、Hepa1-6#12（1E4 cells/well）に 100 ng/mL 

rMuIFN-γ 添加 96時間後に実施した。 

 

11. Cell cycle analysis 

 

Hepa1-6＃12（1E5 cells/dish）に 100 ng/mL rMuIFN-γ を添加し、37℃で 96時間インキュベー

トした。PBS 洗浄後、細胞を冷 70％エタノール中で 4℃にて 2-3 日間固定した。PBS 洗浄を 3
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回行った後、細胞を 250μg/mL リボヌクレアーゼ（ニッポンジーン）中で 37℃にて 1 時間処理

した。50 μg/mL のヨウ化プロピジウム（PI; Sigma-Aldrich）を加え、30 分間遮光し、

MACSQuantで測定した。 

 

12. 統計解析 

  

統計解析には GraphPad Prism 8 ソフトウェア（GraphPad Software, Inc.） を用い、in vivo 比較

には One-way ANOVA followed by Dunnett’ test, One-way ANOVA followed by Tukey’s testもしく

は Mann-Whitney test を、in vitro 比較には Welch's t-test を用いた。P<0.05 を統計的に有意とし

た。 
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