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研究成果の概要（和文）：免疫抑制作用のあるIL-6やIL-8を高産生する卵巣明細胞腺がん（OCCC）の免疫環境の
解析とその制御法の開発を行った。OCCC組織中の浸潤T細胞数は、卵巣漿液性腺がんを含む他のがん種より低値
であった。次に、薬剤ライブラリーから、IL6産生を阻害する薬剤12種を同定した。その中の一つは、OCCC特異
的転写因子でIL-6の産生に関与するHNF-1βの発現をエピジェネティックな機構で抑制した。この薬剤はOCCC移
植担癌マウスで、血中のヒトIL6を低下させ、樹状細胞の機能を回復させた。以上より、この薬剤でOCCC患者の
免疫抑制を解除でき、既存の免疫療法の効果を増強できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have evaluated immunopathology of human ovarian clear cell carcinoma 
(OCCC), which generally produces high amounts of immunosuppressive cytokines such as IL6 and IL8, 
which are correlated with poor prognoses. T cell infiltration in tumors is fewer in OCCC than that 
in serous ovarian cancers. We screened drug libraries and found twelve chemical compounds capable of
 inhibiting production of IL6 by OCCC cell lines. One of them epigenetically suppressed HNF-1β, an 
OCCC-specific transcriptional factor which we previously identified as the upstream for the high 
production of IL6 and IL8 from OCCC. Some of them also showed reversal of the immunosuppressive 
conditions in mice implanted with human OCCC cell lines. These results indicate that inhibitors on 
the HNF-1β-IL6/IL8 pathway may improve immunosuppressive conditions of OCCC and useful for 
combination immunotherapy for patients with OCCC. 

研究分野：腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、腫瘍内に浸潤している CD8+T 細胞が
治療後の予後予測のバイオマーカーになる
可能性、さらに化学療法や免疫療法への治療
反応性の因子になることが示唆されている
(Fridman et al, 2011)。悪性黒色腫では、
培養T細胞を用いた養子免疫療法で50％以上
奏効率を示し、免疫抑制機構の一つを改善す
る抗 PD-1 抗体投与では、卵巣癌を含む複数
のがん種で進行がんに対しても持続的な抗
腫瘍効果が示され、Science 誌は Cancer 
Immunotherapy を「免疫細胞を腫瘍を攻撃す
る細胞に変化させる治療法」として
breakthrough of the Year に選び、現在、世
界中で各種ヒトがんにおける免疫抑制機構
の解明とその克服法の開発が期待されてい
る。 
 
卵巣癌は、手術療法と化学療法により治療
が行われてきたが、5 年生存率は未だ約 20%
と極めて予後不良である。中でも卵巣明細胞
腺癌は、日本での発生頻度が急増しており、
化学療法低感受性のために予後不良であり、
多くの研究が行われてきたが、良い治療法は
確立されていない。最近のがん免疫療法の発
展を考慮すると卵巣明細胞腺癌の免疫病態
の解明は、免疫療法だけでなく、広くがん治
療の新たな治療戦略の構築につながると考
えられる。例えば卵巣明細胞腺癌では
glypican 3 抗原が高頻度（約 50％）に発現
するが、ペプチドワクチン療法の効果は限定
的であった。この原因の一つとして、卵巣明
細胞腺癌は IL-6 に代表される免疫抑制性サ
イトカインを高産生することがあげられる
が、その産生抑制法の開発が期待される。 
 
研究申請者らは、これまでに、卵巣明細胞
癌特異的に高発現するが、その機能が十分に
分かっていなかった転写因子HNF-1βが卵巣
明細胞癌において IL-6 の産生に関与し、樹
状細胞などを抑制することで、免疫抑制に関
与していることを報告してきた。 
 
これらの結果から、HNF-1βを制御するこ
とにより卵巣明細胞腺癌の免疫抑制状態を
解除できる可能性が示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
  
本研究では、これまでのがん細胞株を用い
た in vitro と in vivo 実験結果を基に、臨
床検体サンプルを用いて、卵巣明細胞腺癌と
漿液性腺癌比較しながら、HNF-1βの免疫抑
制病態への関与の解明を目指す。これにより、
HNF-1βあるいはその関連分子が診断や治療
の標的となり得るかを検討し、卵巣明細胞腺
癌に対する新しい診断・治療法の開発を目指
す。 

 
 
３．研究の方法 
 
（１）免疫染色 
 
卵巣明細胞腺癌 41例、卵巣漿液性腺癌 57
例を用いて CD3,CD4,CD8,FOXP3の発現を
免疫組織染色し、画像解析ソフト (Tissue 
studio：Definiens 社)を用いて定量的解析を
行った。  

 
 
（２）細胞株 
  
ヒト卵巣明細胞腺癌細胞株は Dulbecco’s 

Modified Eagle ’ s Medium/Nutrient 
Mixture F-12 Ham ＋  10%牛胎児血清 
(FCS)＋ ペニシリン/ストレプトマイシン培
地を用いて 37℃、5%CO2で培養した。 
 
 
（３）ドラッグスクリーニング 
 
 ヒト卵巣明細胞癌細胞株 (3×103/100μl) 
を 96well プレートに撒布し、薬剤を 1 μM
の濃度で添加し、24時間培養した後の上清中
の IL-6濃度を ELISAを用いて測定した。ま
た、同一 well において、細胞増殖を WST-1 
(Premix WST-1 cell proliferation Assay 
System、TakaRa社) を用いて、評価した。 
 
 
（４）マウスモデル 
 
 ヒト卵巣明細胞腺癌細胞株 5×106 を生後
6~8週のBALB/c-nu/nuマウスの皮下に移植
した。細胞移植の 8日後から、1日 1回 1薬
剤または DMSO を腹腔内投与した。腫瘍径
はノギスを使用して、0.5×長径 (mm) ×短
径 (mm) ×短径 (mm) で測定した。薬剤投
与開始から 27 日後に安楽死させた後、腫瘍
とリンパ節から樹状細胞を単離した。また、
生後 6~8 週の BALB/c マウスの脾臓から T
細胞を単離した。単離された樹状細胞と T細
胞に抗CD3抗体を加え96well プレートに散
布し、24 時間培養した後、上清の IFNγ産
生量を ELISAを用いて測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）ヒト卵巣明細胞腺癌(OCCC)組織におけ
る免疫細胞の解析 
 
 
OCCC 手 術 検 体 41 例 を 用 い て
CD3,CD4,CD8,FOXP3 免疫組織染色し、画像解
析ソフトを用いて定量的解析を行い予後と
の関連を検討した。その結果、CD4、CD3、CD8



陽性細胞間には強い相関が認められた。また
Mann-Whitney U test、Kaplan-Meier analysis
でも CD3、CD4、CD8 高値は予後良好、FOXP3
高値は予後不良の傾向を認めたがいずれも
有意では無かった。また NF-κB、IL6 陽性細
胞の染色状態は病理医によるスコアリング
を行い、陽性細胞が多いと予後不良の傾向を
認めたが同様に有意では無かった。 
 
これら腫瘍内浸潤リンパ球数は大腸がん、
非小細胞肺がん、子宮頚がんにと比較すると
圧倒的に低値であった。さらに卵巣漿液性腺
癌でも検討すると、漿液性腺癌では CD 
3,CD4,CD8,FOXP3 浸潤数は大腸がん等と同等
であり、卵巣がんでも OCCC のみが低値で有
ることが示され、他の癌種と異なり HNF-1β
亢進によりIL6高値の免疫抑制環境が既に構
築されているためと考えられた。 
 
 
（２）ヒト卵巣明細胞腺癌の IL6 産生を抑制
する薬剤の探索 
 
 
これまでの解析より、HNF-1β、および IL-6
は、卵巣明細胞腺癌において、免疫抑制を解
除するための治療標的となると考えられた
ので、1492 種の薬剤を含む既存薬および抗が
ん剤ライブラリーを用いてIL6産生と細胞増
殖能を指標（図１a ）にして、薬剤スクリー
ニングを 2 種の OCCC 細胞株を用いて実施し
た。その結果、細胞増殖能に影響なく IL6 産
生能を減少させる薬剤 12 種が同定された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）HNF-1β発現機構の解析 
 

上記スクリーニングで同定した 12 種の薬剤
のうちの一種は、HNF-1βの発現を抑制でき
ることが分かった。さらに、この薬剤の標的
分子である分子を siRNA を用いて、OCCC 細胞
株でノックアウトすると HNF-1β発現が低下
することが分かった。また、この分子が HNF-1
βのプロモーターに結合していることがク
ロマチン免疫沈降法で示された。 
これらのことより、本研究で同定された薬
剤を用いて、HNF-1βの発現に直接関わって
いる分子を標的として、HNF-1βの発現を制
御できること、それにより下流の IL-6 産生
を抑制できる可能性が示唆された。 
 
 
(４)薬剤を用いた in vivoでの卵巣明細胞腺
癌の免疫抑制解除 
 
ヌードマウスに OCCC 細胞株を移植した担
癌マウスモデルでは、リンパ節、および腫瘍
中の樹状細胞の機能が低下するが、本研究で
同定されたひとつの薬剤の投与で、腫瘍体積
は変化無かったが、血中のヒト IL6 が低下し
(図 2)、さらに樹状細胞の T 細胞刺激能が回
復した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
以上より、本研究で同定された薬剤の標的
分子は、OCCC の HNF-1β,IL-6 の発現を介し
て免疫抑制を誘導しており、その薬剤によっ
てそれを解除でき、既存の免疫療法の効果を
増強できる可能性が示唆された。 
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