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2020 年度の死亡者は 137 万 2648 人で 、 このう ち 27.6% にあたる 37 万

8385 人が悪性新生物＜腫瘍＞すなわちがんによって死亡している (2020 年

度、人口動態統計 ： 厚生労働省 ) 。がんの罹患者数は年々増加傾向にあり 、

過去 30 年以上にわたり死亡原因の第一位となっている 。  

 ヒ トの体を構成する細胞は約 38 兆個程度と言われており 、正常な細胞は

一定の秩序に従い 、必要に応じて分化 ・ 増殖する 。がんは、正常な細胞の遺

伝子突然変異によって細胞が無秩序 ・ 無制限に増殖するこ とによって腫瘍と

なり 、組織の恒常性を破綻するこ とによって発症する 。変異を起こすこ とに

よりがんを誘発あるいは抑制する遺伝子はがん関連遺伝子と呼ばれ、前者が

「 がん遺伝子 」、 後者が 「 がん抑制遺伝子 」 である 。 「 がん遺伝子 」 は主に

細胞増殖に関わる遺伝子であり 、 「 がん抑制遺伝子 」 は細胞増殖の抑制、細

胞死の誘導、 DNA の修復といった機能を持つ遺伝子である 。遺伝子の突然

変異は、個人の遺伝的要因、生活習慣や細菌 ・ ウイルス感染などの環境要因

に起因しているこ とが知られている 。 また 、遺伝子の突然変異だけでな く 、

DNA のメチル化、すなわちエピジェネテ ィ ッ クな変異によってがん細胞が

生じるこ と も知られている 。がんの発症は、一つの遺伝子変異だけで起こる

わけではな く 、 これらの要因が複数かつ複雑に絡み合って発生すると考えら

れている 。  

これまでのがん治療は、がん組織そのものを摘出する外科療法、抗がん剤

の投与によってがんの増殖を抑制する化学療法、患部に放射線を当て 、がん

細胞の DNA を損傷させるこ とによってがん細胞の細胞死を誘導する放射線

療法の 3 つが主力であった 。 しかし これらの治療法は正常な細胞にも影響を

与えてしま う副作用や、再発を防ぐのが難しいといった課題がある 。  

近年、抗 PD-1(Programmed death 1)/PD-L1(Programmed death ligand 1)

緒 言  



 2 

抗体をはじめとするチェ ッ クポイン ト阻害剤を使用したがん免疫療法が開発

された 。がん細胞となり得る変異細胞は一日に数千個発生すると言われてい

るが、免疫システムが異物と認識し 、その都度排除している 。細胞傷害性 T

細胞 （ CTL ） は、がん細胞の抗原を認識し 、がん細胞を攻撃している 。 これ

によって細胞死が誘導されたがん細胞からはがん抗原が放出されるため、一

連の免疫応答が繰り返される 。 これはがん免疫サイクルと呼ばれている

（ 1 ）。 しかし 、がん細胞が発現するPD-L1がCTLの PD-1 に結合すると免

疫抑制シグナルが送られ、 CTLの細胞傷害活性が抑制され、がん細胞は攻撃

から逃れるこ とができる （ 図A ）。 このよ うながんの免疫逃避の仕組みを免

疫チェ ッ クポイン ト という 。抗 PD-1/PD-L1 抗体はPD-1 - PD-L1結合、すな

わちチェ ッ クポイン ト分子の結合阻害によってCTLの細胞傷害活性を回復さ

せる効果を持った抗体医薬である 。 こ う した免疫チェ ッ クポイン ト阻害剤を

使用した免疫療法はその名の通り免疫本来の力を利用するこ とから 、抗癌剤

を使用した化学療法より も副作用が少ないと期待されている 。 しかしながら 、

抗 PD-1/PD-L1 抗体を用いたがん免疫療法の対象となるがん種はまだ限定さ

れている （ 2 ）。 また 、がん細胞側のPD-L1の発現強度に効果が依存するな

どの問題点が存在しており 、異なる免疫システムを介した治療法の開発が必

要と されている 。  
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図A  がんの免疫逃避機構と免疫チェ ッ クポイン ト阻害による免疫療法 

がんの免疫逃避をもたらす代表的なチェ ッ クポイン ト と して 、 T 細胞の

PD-1 とがん細胞のPD-L1の結合があり 、 この結合により T 細胞の抗腫瘍応

答が抑制される 。がん免疫療法では、 この結合を阻害する各抗体によって T

細胞の活性を回復させるこ とができる 。  
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 腫瘍中にはがん細胞だけでな く 、正常細胞である血管内皮細胞、線維芽細

胞、種々の免疫細胞、そしてこれらの細胞に由来する代謝産物が存在し 、 こ

れらを総称して腫瘍微小環境と呼んでいる （ 図B ）。 中でも 、腫瘍関連マク

ロフ ァージ （ Tumor associated macrophage: TAM ） や腫瘍関連好中球

（ Tumor associated neutrophil: TAN ） といった自然免疫細胞は、がん細胞

と相互作用し 、腫瘍の増殖に有利な環境を構築するためのサポート をしてい

るこ とが知られている 。例えば TAM は、細胞増殖因子や血管新生因子の産

生、 T 細胞の細胞傷害活性の抑制、制御性 T 細胞の分化誘導といった作用を

もたらす （ 3 ）。 マクロフ ァージは通常、 M1 型と呼ばれる炎症性のサブセ

ッ トか M2 型と呼ばれる免疫抑制性のサブセッ トへ適材適所単球から分化す

る 。 このよ うな腫瘍をサポートする機能は M2 型マクロフ ァージに由来する

が、 M2 型マクロフ ァージへの分化誘導はがん細胞から産生される乳酸によ

り促進されるこ とが報告されている （ 5 ）。 また 、好中球にも N1 型と N2

型が存在し 、がん細胞由来の代謝産物に起因して免疫抑制性の N2 型機能を

獲得し 、腫瘍増殖や転移を促進するこ とが報告されている （ 4 ）。 しかしマ

クロフ ァージと比較してその機能や誘導機構については未知な部分が多 く 、

腫瘍微小環境中での機能に関するさ らなる理解が必要である 。   
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            図B  腫瘍微小環境 

 腫瘍微小環境とは、がん細胞だけでな く免疫細胞や線維芽細胞、血管内皮

細胞といった正常細胞とそれらの代謝産物を含めた微小環境を指す。免疫抑

制性の細胞が、 これらの細胞に由来する代謝産物によって誘導される例が多

く報告されている 。  
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TAN の腫瘍増殖や転移を促進する機能には、好中球細胞外ト ラ ップ

（ Neutrophil Extracellular Traps: NETs ） と呼ばれる特殊な生体防御応答が

関与しているこ とが報告されている 。 NETs は、細菌感染への防御応答と し

て 2004 年に発見された現象である （ 6 ）。 核内からクロマチンが細胞外へ

網目状に放出され、 それが物理的に細菌を捕捉して貪食作用をサポートする

と同時に、好中球エラスターゼやミ エロペルオキシダーゼといった抗菌タン

パク質を放出して殺菌作用を示す （ 図C ）。 NETs 形成にはヒス ト ンタンパ

ク質中のアルギニン残基のシ トルリンへの変換が必要で 、 これにより クロマ

チンの脱凝集が起こ り 、細胞膜の破綻と共に細胞外へと NETs が放出される 。

また 、 Padi4 遺伝子にコード される PAD4 （ Peptidylarginine deiminase 

type 4 ） は、 アルギニンからシ トルリンへの変換を担う酵素で 、 Padi4 を欠

損したマウスは NETs を形成するこ とができない 。最近のがん研究では、腫

瘍における NETs 形成が細胞傷害性 T 細胞 （ CTL ） や NK 細胞のがん細胞へ

の接触を妨害するこ とにより腫瘍の成長を促進するこ とや、がん細胞の転移

先での定着を促進するこ とが報告されている （ 7 ）。 がんの予後不良は好中

球 / リ ンパ球比 （ NLR 値 ） と相関があり免疫機能の指標となっているが、

NETs 形成が腫瘍に与える影響については未解明な点が多 く 、腫瘍微小環境

と NETs 形成の間に相関があるかど うかは不明である 。  
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図C  細菌感染時に誘導される NETs(neutrophil extracellular traps) の形成 

 好中球は、細菌感染時に特殊な防御応答と して NETs を形成する 。 NETs

は、核内のクロマチンの脱凝集、細胞膜の崩壊に伴って DNA を細胞外へ放

出するこ とにより形成される 。網目状の構造を取るこ とで細菌を物理的に捕

捉し 、抗菌タンパク質を放出して殺菌、あるいは他の細胞による貪食作用を

サポートする 。 また 、近年の研究で NETs の形成はがんの増殖や転移を促進

するこ とが明らかとなった 。  
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免疫抑制性の腫瘍微小環境の構築には、がん細胞の細胞死が関与している 。

がんを含む非感染性炎症においては、組織の損傷やス ト レスによって死細胞

や損傷組織から Damage associated molecular patterns （ DAMPs ） と呼ば

れる分子が放出され、主に自然免疫系による炎症や創傷治癒応答を誘導する

こ とが分かっている （ 8-10 ）。 最近、一部のがんにおいて 、免疫による細胞

傷害や高い酸化ス ト レスといった外的要因によりがん細胞にネクローシスが

引き起こ され、 これに伴って放出された DAMPs が TAN や TAM のよ うな

免疫抑制性の細胞を腫瘍微小環境へ誘導するこ とが明らかになった （ 11, 

12 ）。  

一方で 、綿密に制御されて起こるアポ トーシスも腫瘍では一定頻度起きて

いる 。正常組織におけるアポ トーシスは生体の発生 ・ 形成、 そして恒常性の

維持に必須の生理的応答であるが、腫瘍におけるがん細胞のアポトーシスに

はどのよ うな生理的意義があるかは明らかになっていない 。近年、正常細胞

におけるアポ トーシスがなぜ炎症反応を誘導しないのかについて新たな発見

が報告された （ 13 ）。 正常細胞がアポ トーシスを起こす際、 カスパーゼ依

存的に活性化される細胞膜チャネルである Pannexin1 （ Panx1 ） を介して 、

炎症反応を抑制する分子を放出するこ とが明らかになった 。 この発見は、 ア

ポ トーシスは不要になった細胞が起こす現象ではな く 、炎症抑制によって組

織の恒常性を維持するこ とを目的と した能動的な応答であるという 、新しい

概念を見いだしている 。 このこ とから 、一部のがんにおいても 、 この機構を

利用し免疫抑制性の微小環境を構築している可能性が考えられた 。  

本研究では、がん細胞が腫瘍内で起こすアポ トーシスの生理的意義につい

て 、特に腫瘍微小環境に浸潤する免疫細胞の構成および機能に与える影響に

ついて解明するこ とを目的と した 。第一章では、 2 種類のがん細胞株 （ 大腸

がん細胞株 CT-26 と乳がん細胞株 4T1 ） の皮下移植によって誘導した腫瘍モ

デルマウスを用いて 、腫瘍微小環境中のミ エロイ ド系細胞の構成と NETs 形
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成、腫瘍のアポトーシス頻度について比較を行ない 、がん細胞のアポトーシ

スと腫瘍微小環境、特に TAN との関係を解析した 。第二章では、腫瘍微小

環境での NETs 形成におけるPanx1の役割を明らかにするために、 Panx1を

欠損させた 4T1細胞株で誘導した腫瘍モデルマウスの NETs 頻度と腫瘍成長

を評価した 。 また 、 NETs の形成が腫瘍増殖に与える影響を検討するため、

NETs 形成に必須の酵素 PAD4 の遺伝子を欠損した Padi4-/- マウスを用い 、

4T1腫瘍モデルを作製し腫瘍増殖と TAN の抗腫瘍活性を評価した 。第三章

では、 NETs 形成と腫瘍成長を促進する 、 Panx1を介して放出される代謝産

物について検討した 。がん細胞株の培養上清およびPanx1依存的に放出され

るこ とが報告されている代謝産物について NETs 誘導能を in vitro で評価す

ると と もに 、 4T1腫瘍モデルマウスに活性の認められた代謝産物の合成阻害

剤を投与し in vivoにおける評価を行なった 。  
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              第 一 章  
 
大 腸 が ん 細 胞 株 お よ び 乳 が ん 細 胞 株  
   由 来 の 腫 瘍 微 小 環 境 の 特 徴   
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第一節  CT-26 および 4T1腫瘍に浸潤する ミ エロイ ド系細胞の解析 

【 序論 】  

 腫瘍に浸潤する細胞のう ち 、免疫抑制性の機能が誘導される細胞の代表的

な例と して 、腫瘍関連マクロフ ァージ （ TAM ） や腫瘍関連好中球 （ TAN ）

が存在する 。 これらの細胞のはたらきは血管新生の促進やリンパ球の細胞傷

害活性の抑制や制御性 T 細胞の誘導、 さ らにがん転移の促進にまで及び、腫

瘍促進に働 く 。 しかし 、がん細胞種の違いやクローンの違いにより 、 TAM

や TAN といった ミ エロイ ド系の自然免疫細胞のう ちどのよ うな細胞が優先

的に浸潤してそれぞれ特徴的な腫瘍微小環境を形成するかについては明らか

になっていない 。 よって 、 BALB/c マウス由来の大腸がん細胞株である

CT-26 と乳がん細胞株である 4T1の 2 種類を BALB/c マウスの皮下に移植す

るモデルを用いて 、がん細胞種の違いが腫瘍組織に浸潤する ミ エロイ ド系細

胞に与える影響について検討を行った 。  

 

【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-glutamine and phenol red ( 富士フ ィルム和光純薬株式

会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum (FBS, CAPRICORN Lot:cp17-1930) 

・ ト リ プシン ・ EDTA溶液(0.25% trypsin, 0.02% EDTA Sigma) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ EDTA-2Na ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ LiberaseTM Research Grade (Roche)  

・ Matrigel 基底膜マ ト リ ッ クス (Corning)  
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・ パーコール (GEヘルスケア ・ ジャパン )  

・ RBC Lysis Buffer (10 ×) (BioLegend) 

・ マイジェ ク ター ( テルモ 、 27G×1/2” 0.40× 13 mm)  

・ 採血管Heparinized Micro-Hematocrit Capillary Tubes (Fisherscientific)  

・ セルス ト レイナー （ BD Falcon ）  

・ Anti-mouse CD16/32 (Fc shield) Purified Clone:2.4G (TONBO bioscience)  

・ Biotin- anti-mouse CD170 Clone:S17007L(BioLegend) 

・ FITC anti-mouse/human CD11b Clone:M1/70 (BioLegend)  

・ PE anti-mouse Ly-6C Clone:HK1.4(BioLegend) 

・ PE/Dazzle  ™ 594 anti-Ly-6G Clone:1A8(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse CD3 ε  Clone:145-2C11(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse CD19 Clone:6D5 (BioLegend)  

・ PE/cy5 anti-mouse NK1.1 Clone:PK136(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse TER-119/Erythroid Cells Clone:TER-119(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse streptavidin  

・ PE/cy7 anti-mouse CD54 Clone:YN/1.74(BioLegend)  

・ APC/Fire  ™ 750 anti-mouse CD45 Clone:30-F11(BioLegend)  

・ Alexa Fluor 700 anti-mouse I-A/I-E （ MHC-II ）

Clone:M5/114.15.2(BioLegend)  

・ 7-AAD Viability Staining Solution (BioLegend)  

 

⑵  試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間の非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 
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 RPMI1640にペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( 終濃度 ： 1%) 、

2- メルカプ ト エタ ノール ( 終濃度 ： 50 µM) 、非働化した FBS( 終濃度 ：

10% v/v) をそれぞれ添加し 、 4 ℃で保存した 。 （ 以降 「 調製済み RPMI 培地 」

とする ）  

 

1xPBS 

 PBS(-)粉末  「 ニ ッスイ 」  （ 日水製薬 ）  を添付のプロ ト コールに従い

調製した 。オー ト クレーブ滅菌後、 4 ℃で保存した 。  

 

10xPBS  

 1xPBSの 10 倍の濃度で作成した 。オー ト クレーブ滅菌後、常温保存し

た 。  

 

パーコール溶液 

 原液のパーコールと 10xPBS を 9 ： 1 で混合し 100% パーコール溶液と し

た 。 40%または80%パーコール溶液は 100% パーコール溶液と調製済み

RPMI 培地を混合しそれぞれ作成した 。  

 

0.5 M EDTA 溶液 (pH8.0)  

EDTA-2NaをMilliQ超純水で溶解して作成した 。オー ト クレーブ滅菌後に

常温で保存した 。 pH 調整には 1 規定の塩酸と水酸化ナ ト リウム水溶液を使

用した 。  

 

FACS バッ フ ァー 

1xPBS( 滅菌済み ) に、 0.5 M EDTA 溶液 ( 滅菌済み ) を終濃度 0.5 mM

になるよ うに 、 さ らに非働化FBSを終濃度 1%(v/v) になるよ うにそれぞれ加
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え 、 4 ℃にて保存した 。  

 

Liberase溶液 

滅菌済みMilliQ超純水で  2.5 mg/mlになるよ うに調製し 、 これを原液と し

た 。 Liberase溶液は原液を調製済み RPMI 培地で 100 倍希釈し実験に使用し

た 。  

 

RBC Lysis Buffer (1x)  

 RBC Lysis Buffer (10x) をMilliQ水で 10 倍に希釈し 、使用した 。  

 

⑶  使用機器 

FACS Aria II( セルソーター )(Becton Dickinson)  

 

⑷  マウスがん細胞株 

 マウス大腸がん細胞株である CT-26 、 マウス乳がん細胞株である 4T1はア

メ リ カンタ イプカルチャーコレクシ ョ ン （ ATCC ） から購入した 。  

 

⑸  マウス 

すべての動物実験は、 「 日本大学動物実験運営内規 」 に則り実施した 。雌

性の BALB/c マウスを日本SLCから購入し 、日本大学生物資源科学部実験動

物施設のコンベンシ ョ ナルな環境下において室温 (22-25℃ ) 、湿度 50 ±

10% 、 12 時間の明暗周期 ( 明 ： 8:00-20:00)に維持された室内で飼育を行っ

た 。餌は固形飼料MF(オリエンタル酵母工業 ) 、飲み水はオー ト クレーブ滅

菌した脱イオン交換水を自由摂取させて飼育した 。  

 

⑹  方法 
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ⅰ . 細胞培養 

CT-26 、 4T1はいずれも調製済み RPMI 培地を使用し 、 37 ℃ , 5%CO2 存

在下で培養し 、 2-3 日後にフラスコ内で 70-80% コンフルエン トの状態にな

るよ う播種した 。細胞の回収 ・ 継代の際には 1xPBS 4 ml で洗浄してから

0.25% ト リプシン /EDTA溶液で 5 分インキュベーター内に静置し 、細胞を剥

離させて行った 。  

 

ⅱ . がん細胞株の皮下移植 

CT-26 は 5x105 cells 、 4T1は 3x104 cells を 1xPBS 30 µl と Matrigel 30 µl

（ 計 60 µl ） で懸濁し 、 マイジェ ク ターに充填した 。雌性 BALB/c マウス (7

週齢 ) の右下腹部から背中にかけてバリ カンで毛刈りをし 、それぞれのがん

細胞株を右脇腹に皮下移植した 。各腫瘍モデルは 3 匹ずつ作成した 。本節で

は、がん細胞の移植から 21 日後に腫瘍を単離し解析を行った 。  

 

ⅲ . 腫瘍の単離 ・ 腫瘍組織浸潤細胞の調製 

 イソ フルランによる麻酔下で頸椎脱臼を行い安楽死させた後、解剖用ハサ

ミ を用いて腫瘍を摘出した 。摘出した腫瘍は、ハサミ で小さ く切り刻み、

Liberase溶液4.5 ml で懸濁した 。腫瘍組織懸濁液は 37 ℃ , 170 rpm の条件

で 30 分振盪し 、 10 分毎にボルテッ クスで腫瘍の塊をほぐ した 。 この操作

の後、 100 µm のセルス ト レイナーの中でホモジナイズし 、懸濁液をろ過し

た 。回収したろ液をボルテッ クスしてから 、 4 ℃ , 1500 rpmで 5 分遠心し 、

上清を除去した 。ペレ ッ トは7 mlの40%パーコール溶液で懸濁した後、続い

て2 mlの80%パーコール溶液を40%パーコール溶液の下層に重層した 。その

後、室温 , 2000 rpmで 20 分間、加速 ・ 減速を最小にし遠心した 。遠心後、

40%パーコール溶液 ( 上層 ) と 80%パーコール溶液 ( 下層 ) の中間層の付近

4 mlをピペッ ト マン （ P1000 ） で回収し 、 FACS バッ フ ァーを等量加えて
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4 ℃ , 2000 rpmで 10 分間遠心し 、腫瘍組織浸潤細胞を得た 。 このペレ ッ ト

に赤血球が多 く見られた場合、ベレ ッ ト に対し 2~3 ml のRBC Lysis Buffer 

(1x) を加え懸濁し 、 5~10 分室温で静置した 。その後 4 ℃ , 1500 rpmで 5 分

遠心した 。  

 

ⅳ . 腫瘍組織浸潤細胞の免疫染色 ・ フローサイ ト メ ト リー 

 Anti-Mouse CD16/32 (Fc-shield) を 10 µg/ml 、 Biotin- anti-mouse CD170

を 1.6 µg/ml となるよ うに FACS Buffer で希釈し 、 1 サンプルあたり 50 µl

で懸濁した後、冷蔵庫 （ 4 ℃ ） で静置した 。 15 分後FACS Buffer 1 mlを加

え 、 4 ℃ , 4500 rpmで 5 分遠心した 。その後上清を捨て 、 50 µl の FACS 

Bufferで希釈した各標識抗体 (PE/cy5 streptavidin 含む ) を添加し 、 15 分

冷蔵庫で静置した 。 また 、死細胞を区別するため、同時に 7-AAD Viability 

Staining Solution を添加した 。各抗体の濃度を以下に示す。 15 分後、 1 ml

の FACS Buffer を加え 、 4 ℃ , 4500 rpmで 5 分遠心した 。その後上清を捨て 、

500 µlのFACS Buffer で懸濁し 、 35 µm フ ィルター付きラウン ドチューブへ

移した 。その後FACS Aria IIにて測定を行った 。データの解析はFlow Jo 

software (Tree Star, Inc.) で行った 。各標識抗体の添加量を以下に示す。  

・ FITC anti-mouse/human CD11b ：  1 µg/ml  

・ PE anti-mouse Ly-6C ： 1 µg/ml  

・ PE/Dazzle  ™ 594 anti-Ly-6G ：  0.67 µg/ml  

・ PE/cy5 anti-mouse CD3 ε ：  0.67 µg/ml  

・ PE/cy5 anti-mouse CD19 ：  0.67 µg/ml  

・ PE/cy5 anti-mouse NK1.1 ：  0.67 µg/ml  

・ PE/cy5 anti-mouse TER-119/Erythroid Cells ：  0.67 µg/ml  

・ PE/cy5 streptavidin ：  0.4 µg/ml  

・ PE/cy7 anti-mouse CD54 ：  1 µg/ml  
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・ APC/Fire  ™ 750 anti-mouse CD45 ：  0.67 µg/ml  

・ Alexa Fluor 700 anti-mouse I-A/I-E  ：  0.4 µg/ml  

・ 7-AAD Viability Staining Solution  ：   2 µg/ml  

 

ⅴ . 解析 

 腫瘍中のミ エロイ ド系細胞集団の分析を行った 。 まず FSC-A vs. SSC-A で

全細胞を展開し 、死細胞や細胞以外の粒子を除外した 。次にダブレ ッ ト を除

き 、 CD45 （ 免疫細胞系マーカー ） 陽性の細胞集団から 、 リンパ球であるT, 

B, NK細胞、 RBC Lysis Buffer で除去しきれなかった赤血球、 PE/cy5 

streptavidin で標識した好酸球、 7-AADで染めた死細胞を除いた 。次に

CD11b+ の集団 （ ミ エロイ ド系細胞 ） に絞り 、 Ly6G vs. Ly6C で展開し 、

Ly6G+, Ly6C+ のサブセッ ト を好中球 （ TAN ） と した 。 また 、 Ly6G- のサ

ブセッ ト を Ly6C vs. MHC-II で展開した 。 Ly6C+, MHC-II-の細胞を単球型ミ

エロイ ド由来抑制性細胞 （ monocytic myeloid-derived suppressor cell, 

M-MDSC ）、 Ly6C-, MHC-II+の細胞をマクロフ ァージ （ TAM ） と定義し

た （ 図１ ）。  

 

【 結果 ・ 考察 】  

 ２つのがん細胞株 CT-26 および 4T1の皮下移植により異なる腫瘍モデルマ

ウスを作製して 、腫瘍に浸潤する ミ エロイ ド系の細胞の比較と 、各腫瘍の形

態学的観察を行った 。 CT-26 は大腸がんに由来する間葉系の細胞で 、 4T1は

乳がんに由来する上皮系の細胞である 。 これらの細胞株は、 in vitro におけ

る増殖のスピードにも差があり 、 CT-26 は 1 日あたり約 2.1 倍、 4T1は 1 日

で約 3.2 倍の速度で細胞数が増加するこ とを確認している 。同じ量の細胞数

を皮下移植した場合、 4T1腫瘍の成長が圧倒的に早いため、最初の皮下移植

で注入する細胞数を CT-26 は 5x105 cells 、 4T1は 3x104 cells に設定するこ と
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で 21 日後におよそ等しい腫瘍体積になるよ う調整した 。皮下移植した

CT26 と 4T1が形成する腫瘍の形状や性質は全 く異なるものであった 。 4T1

は約 14 日目以降から厚みの増加が停滞し 、むしろ腫瘍の中央部分から痂皮

を形成して最終的には平たい形状を取る 。対して CT-26 は立体的に成長する 。

これは、 4T1腫瘍内の血管新生が腫瘍体積の増加に追いつかず、腫瘍の中心

部に栄養が行き渡らないこ とに起因していると考えられる 。 また 、摘出した

腫瘍をホモジナイズする際、 CT-26 の腫瘍はハサミ で崩れやす く 、水分量が

多いのに対し 、 4T1は堅 く 、水分量も比較的少ない 。 このこ とから 4T1は血

管新生が十分ではな く栄養が隅々まで行き渡っておらず、逆に 、成長の遅い

CT-26 は血管の構築に比較的猶予があり増殖に必要な栄養を腫瘍全体に供給

しやすいのではないかと考えられる 。 しかし 、過酷な微小環境の中でもアグ

レ ッシブに増殖する 4T1は栄養が不足した状態でも何らかの方法で増殖する

メ カニズムを持っているこ とを示唆している 。  

 フローサイ ト メ ト リーによる各腫瘍中のミ エロイ ド系細胞の割合を比較し

た結果、 CT-26 に対し 4T1腫瘍モデルにおいては TAN と TAM の割合が高

かった 。特に TAN は 8 倍近 くの差があり 、 4T1腫瘍に TAN が多量に浸潤

しているのは非常に特徴的であった （ 図 2 ）。  
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図１  腫瘍中ミ エロイ ド系細胞のフローサイ ト メ ト リー解析におけるgating 

strategy  

CD45+の細胞集団から リンパ球 （ T, B, NK細胞 ） と好酸球、死細胞を除外し 、

CD11b+ の細胞を ミ エロイ ド系細胞と した 。 Ly6G+の細胞を TAN 、 Ly6G-

の細胞の内、 Ly6C+, MHC-II-の細胞を単球型ミ エロイ ド由来抑制性細胞

（ M-MDSC ）、 Ly6C-, MHC-II+の細胞を TAM と定義した 。  
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図 2  CT-26 および 4T1腫瘍に浸潤する ミ エロイ ド系細胞の比較 

上図 ： CT-26 および 4T1腫瘍中の T AN のフローサイ ト メ ト リー解析。四角

で囲ったLy6G+の集団が TAN に相当する 。  

下図 ： CD45 陽性細胞中の TAN, TAM, M-MDSC の割合をフローサイ ト メ ト

リーにより解析し定量化した （ n=4 ）。 * p<0.05, * * p<0.01 
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第二節  CT-26 および 4T1腫瘍における NETs およびアポトーシス頻度の比

較 

【 序論 】  

 第一節では、 4T1腫瘍に多量の好中球が浸潤しているこ とが明らかになっ

た 。第二節では、 これらの好中球の役割を明らかにするために、 CT-26, 4T1

腫瘍に浸潤している好中球が NETs を起こ しているかど うかと 、その頻度が

どれほどであるかを検討した 。 このために、腫瘍組織切片を作製しシ トルリ

ン化ヒス ト ン H3(CitH3) に対する抗体を用いて蛍光免疫染色を行い 、 NETs

の検出を行った 。 また 、がん細胞のアポ トーシス頻度と NETs 形成との関係

を調べる為に 、 Cleaved caspase-3 の蛍光免疫染色と TUNEL 染色によって

アポ トーシスを検出した 。  

 

【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-glutamine and phenol red ( 富士フ ィルム和光純薬株式

会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum FBS (CAPRICORN Lot:cp17-1930)  

・ ト リ プシン ・ EDTA溶液(0.25% trypsin, 0.02% EDTA Sigma) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ EDTA-2Na ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Matrigel 基底膜マ ト リ ッ クス (Corning)  

・ マイジェ ク ター ( テルモ 、 27G×1/2” 0.40× 13 mm)  

・ 4%PFA （ 4% パラホルムアルデヒ ド リン酸緩衝液 ） （ Wako ）  
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・ スクロース （ Wako ）  

・ 川本法用凍結包埋剤 SCEM-(L1) （ SECTION-LAB ）  

・ ク リオモルド 2 号 （ サクラフ ァンテ ィ ッ クジャパン ）  

・ コー ト スライ ドグラスフロンテ ィ アブルー （ 松浪硝子 ）  

・ TritonX-100 （ ナカライテスク ）  

・ Bovine Serum Albumin （ Sigma ）  

・ ロバ血清 (Wako)  

・ 抗シ トルリン化ヒス ト ン H3 抗体 （ 抗 Cit-H3 抗体 ）  (abcam)(ab5103) 

・ Goat anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor 647 (abcam)  

・ Alexa Fluor 488 rat anti-mouse Ly6G Clone:1A8 (BioLegend)  

・ Cleaved caspase-3 (D175) rabbit antibody (cell signaling) (#9661) 

・ Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG Clone:Poly4064 (BioLegend)  

・ In situ Apoptosis Detection Kit (TaKaRa)  

・ DAPI 封入剤 （ ProLong Gold Anifade Reagent with DAPI ） (invitrogen)  

 

⑵  試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間の非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 

 第一節と同様に調製した 。  

 

1xPBS 

 PBS(-)粉末  「 ニ ッスイ 」  （ 日水製薬 ）  を添付のプロ ト コールに従い

調製した 。オー ト クレーブ滅菌後、 4 ℃で保存した 。  
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30%スクロース溶液 

 w/v で30% となるよ うに超純水で撹拌し溶解した 。  

 

浸透液 

 PBSに TritonX-100 を終濃度 0.5% で添加して作成した 。  

 

ブロ ッキングバッ フ ァー   

PBSにBSAを終濃度10% 、 ロバ血清を終濃度 1% になるよ う調製した 。  

 

抗体希釈用バッ フ ァー 

 PBSに TritonX-100 を終濃度 0.3% 、 BSAを終濃度 1% になるよ うに調製

した 。切片に抗体を反応させる際はこのバッ フ ァーで希釈して使用した 。  

 

TUNEL 染色  ラベリング液 

 Labeling buffer : TdT Enzyme を 9 ： 1 で混合し調製した 。  

 

⑶  使用機器 

 ク リオスタ ッ ト  HM550 

 共焦点レーザー顕微鏡  LEICA TCS SP8  

 

⑷  マウスがん細胞株 

 CT-26 、 4T1はATCCから購入した 。  

 

⑸  マウス 

第一節と同様に扱った 。  
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⑹  方法 

ⅰ . 細胞培養 

第一節と同様に扱った 。  

 

ⅱ . がん細胞株の皮下移植 

第一節と同様に行った 。  

 

ⅲ . 腫瘍の単離、包埋処理、 ブロ ッキング 

 イソ フルランによる麻酔下で頸椎脱臼を行い安楽死させた後、解剖用ハサ

ミ を用いて腫瘍を摘出した 。摘出した腫瘍は、 カ ッ ターで慎重に約 5 mm 角

になるよ うに切った 。切片は 4 ％PFAに常温で 2 時間浸した後、水分を取り

30 ％スクロース溶液に 2 時間浸した 。 その後水分を取り除き SCEM-(L1)

でク リオモルドに包埋し直ちに -80 ℃へ静置した 。翌日以降にク リオスタ ッ

ト で厚さ 10 µmに切り 、剥離防止のスライ ドガラス上に載せた 。 PAPペンで

切片の周囲を囲み、 4 ％PFAを満載した 。 15 分後1xPBSで 3 回洗浄し 、浸

透液を溢れないよ うに注意して載せた 。 15 分後1xPBSで 3 回洗浄し 、 ブロ

ッキングバッ フ ァーを載せ 4 ℃で一晩静置した 。 このとき 、静置用のタ ッパ

ーに水分をしみ込ませたキムワイプを敷き 、その上にスライ ドガラスを載せ

た 。  

 

ⅳ -a. Ly6Gおよび Cit-H3 の標識 （ 免疫染色 ）  

 ブロ ッキング後の切片に Alexa Fluor 488 rat anti-mouse Ly6G を 0.166 

mg/mlになるよ う添加した 。 4 ℃で 1 時間静置した後、 1xPBSで 3 回洗浄し

た 。次に 1 次抗体と して抗 Cit-H3 抗体を 0.083 mg/ml で添加し 4 ℃で 1 時

間静置後に1xPBSで 3 回洗浄した 。次に 2 次抗体と して goat anti-rabbit 

IgG H&L Alexa Fluor 647 を 0.333 mg/ml で添加し 、 4 ℃で 1 時間静置した
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後、 1xPBSで 3 回洗浄した 。最後に DAPI 封入剤を必要最低量垂ら し上から

カバーガラスをかぶせてマニキュアで固定した 。観察は共焦点レーザー顕微

鏡で行った 。  

 

ⅳ -b. Cleaved caspase-3 の標識 （ 免疫染色 ）  

 ブロ ッキング後の切片に 1 次抗体と して抗cleaved caspase-3抗体を 1/400

の濃度で添加し 4 ℃で 1 時間静置後に1xPBSで 3 回洗浄した 。次に 2 次抗体

と して Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG を 0.083 mg/ml で添加し 4 ℃

で 1 時間静置後に1xPBSで 3 回洗浄した 。最後に DAPI 封入剤を必要最低量

垂ら し上からカバーガラスをかぶせてマニキュアで固定した 。観察は共焦点

レーザー顕微鏡で行った 。  

 

ⅳ -c. TUNEL染色 

 In situ Apoptosis Detection Kit付属のプロ ト コールに準じて行った 。 スラ

イ ドガラスに切片を張り付けた後、 PAPペンで切片の周囲を囲み、 4 ％PFA

を満載した 。 15 分後に 4 ％PFAを除去し 、 1xPBSを載せて 20 分静置した 。

その後 30 µl の permeabilization buffer を添加し氷上で 5 分静置した 。その

後1xPBSで 1 回洗浄し 15 µl の調製済みラベリング液を添加し 、高湿度下の

37 ℃中に 90 分静置した 。その後1xPBSで 3 回洗浄し 、最後に DAPI 封入

剤を必要最低量垂ら し上からカバーガラスをかぶせてマニキュアで固定した 。

観察は共焦点レーザー顕微鏡で行った 。  
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【 結果 ・ 考察 】  

 第二節では、 CT-26 と 4T1が形成する腫瘍について 、主に免疫組織染色法

で観察を行った 。第一節のフローサイ ト メ ト リーで示された結果と同様、

Ly6G で標識された好中球は、 CT-26 腫瘍と比較して 4T1腫瘍において多量

に浸潤しているこ とが分かった 。そして Cit-H3 で標識される NETs は、

4T1腫瘍で高い頻度で起きているこ とが明らかとなった （ 図 3 ）。  

 免疫蛍光染色で観察された Ly6G と Cit-H3 の局在は細胞単位で見た場合

一致していないが、 Ly6G 陽性の領域にのみ、 Cit-H3 は観察されている 。

Ly6G は細胞表面に発現するマーカーであるのに対し 、 Cit-H3 は細胞外に

放出される分子であるため、局在は異なる 。 また 、 NETs 形成時の細胞膜構

造の破綻に伴い 、 Ly6G の局在が不安定化すると考えられる 。以上の理由か

ら 、 Ly6G と Cit-H3 の局在は必ずし も一致しないと考えられる 。  
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   図 3   CT-26, 4T1 腫瘍における NETs 形成 （ 免疫染色法 ）  

    CT26 および 4T1腫瘍組織における NETs 形成を免疫蛍光染色により解

析した 。  

  緑 ： 好中球マーカー Ly6G  

  赤 ： NETs に特徴的に見られる Cit-H3  

  青 ： DAPI （ DNA を染色する ）  
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 続いて 、 Cleaved caspase-3 と TUNEL 染色では、 どちらの染色法におい

ても 4T1腫瘍で高頻度にアポトーシスを起こ しているこ とが明らかとなった

（ 図 4A ）。 また 、 Image J を用いて 、 1 画像あたりの蛍光強度を定量化し

た （ 図 4B ）。  

 第一節で 、腫瘍の形態学的観察において 、 4T1腫瘍は増殖が早すぎるあま

り 、栄養不足状態であると考察した 。 よって 、第二節で 4T1腫瘍に観察され

た高頻度のアポトーシスは、栄養不足によって導かれた帰結と考えられる 。  

 以上の結果から 、 4T1 で誘導した腫瘍は、高い頻度でアポトーシスを起こ

しながら 、 NETs を起こ している多量の好中球を含む特徴的な腫瘍微小環境

を構築しているこ とが明らかになった 。  
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図4 Cleaved caspase-3 と TUNEL による CT26, 4T1 腫瘍のアポ トーシス検出   

CT26 および 4T1腫瘍におけるアポ トーシス頻度を Cleaved caspase-3 の免

疫蛍光染色および TUNEL 染色により解析した 。  

A上図 ： Cleaved caspase-3 （ 緑 ） +DAPI （ 青 ）  

  下図 ： TUNEL （ 緑 ） +DAPI （ 青 ）  

B ： FOV （ field of view ） 中の Cleaved caspase-3 または TUNEL の蛍光

強度を Image J で定量化した 。 （ n=3 ）  * p<0.05  
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             第 二 章  
 
ア ポ トー シ ス 依 存 的 チ ャ ネ ル Panx1 の  
腫 瘍 微 小 環 境 形 成 お よ び 腫 瘍 成 長 に 対

す る 作 用  
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第一節  各がん細胞株におけるPanx1の mRNA 発現の比較 

【 序論 】  

 正常な細胞においては、細胞膜に存在するチャネルであるPanx1がアポト

ーシス誘導時に活性化され、 このチャネルを介して炎症反応を抑制する分子

を細胞外へ放出するこ とが報告されている （ 13 ）。 既述の通り 、本研究で

は、腫瘍微小環境中の免疫細胞に及ぼす影響に注目してがん細胞のアポトー

シスの生理的意義を明らかにするこ とを目指している 。そこで 、がん細胞が

アポトーシス誘導時にPanx1を介して免疫を抑制する分子を放出するのでは

ないかという仮説を立て検証するこ と と した 。第一章第二節では、 4T1 で誘

導した腫瘍内により多数のアポトーシス細胞が検出された 。 このこ とから 、

4T1細胞株がアポトーシスを起こす際に 、 Panx1を介して代謝産物を放出し

て腫瘍微小環境中の免疫細胞の活性を負に制御する可能性が考えられたが、

4T1細胞株がPanx1をどの程度発現しているのかは不明である 。 よって本節

ではまず、 CT26 および 4T1のPanx1の mRNA 発現を定量 PCR 法によっ

て比較した 。  

 

【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-Glutamine and phenol red (富士フ ィルム和光純薬株式

会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum (FBS, CAPRICORN Lot:cp17-1930) 

・ ト リ プシン ・ EDTA溶液(0.25% trypsin, 0.02% EDTA Sigma) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ Fast Gene  ™  RNA Premium Kit 50 preps  
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・ 50 µM Origo (dT) primer RETROscript  ™ kit (invitrogen Thermo Fisher 

Scientific)  

・ 10 mM dNTP Mix(Deoxynucleotide Solution Mix)(NEW ENGLAND 

BioLabs) 

・ 5xSS Ⅳ  Buffer (invitrogen Thermo Fisher Scientific)  

・ 100 mM DTT (invitrogen Thermo Fisher Scientific)  

・ RNase OUT  ™  Recombinant Ribonuclease Inhibitor(invitrogen Thermo 

Fisher Scientific)  

・ Super script® Ⅳ Reverse Transcriptase(200U/µl) (invitrogen Thermo 

Fisher Scientific)  

・ KAPA SYBR FAST Universal (KAPA BIOSYSTEMS)  

・ プライマー 

 GAPDH-Forward （ 5’-TGTG TCCG TCGT GGAT CTGA-3’ ）  

 GAPDH-Reverse （ 5’-CCTG CTTC ACCA CCTT CTTG A-3’ ）  

 Panx1-Forward （ 5’-CCAGCTGCTCAGCCTCATTA-3’ ）  

 Panx1-Reverse （ 5’-TGTCCGTTTTCTGCCGGAAT-3’ ）  

・ PCR grade water  

・ FrameStar®96 Well Skirted PCR Plate(4titude)  

 

 

⑵  試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間の非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 

 第一章第一節と同様に調製した 。  
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1xPBS 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

⑶  使用機器 

 ナノ ド ロ ップ （ ND-1000 Spectrophotometer ）  

 CFX96 Touch Real Time PCR （ BIORAD ）  

 

⑷  マウスがん細胞株 

 第一章第一節と同様に扱った 。  

 

⑸  方法 

ⅰ . 細胞培養 

CT-26 、 4T1はいずれも調製済み RPMI 培地を使用し 、 37 ℃ , 5%CO2 存

在下で培養し 、 2-3 日後にフラスコ内で 70-80% コンフルエン トの状態にな

るよ う播種した 。細胞回収は 1xPBS 4 ml で洗浄してから 0.25% ト リプシン

/EDTA溶液で 5 分インキュベーター内に静置し 、細胞を剥離して行った 。

1x106 cells を1xPBSで洗浄した後、 RNA 抽出に使用した 。  

 

ⅱ . RNA抽出 

各細胞株 1x106 cellsから RNA を抽出した 。抽出は Fast Gene  ™  RNA 

Premium Kitに添付のプロ ト コール従って行った 。  
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ⅲ . RNAの逆転写 （ cDNA の合成 ）  

 抽出した RNA の濃度を 、ナノ ド ロ ップで測定した 。測定した濃度から 、

1000 ng を SuperScript® Ⅳ  Reverse Transcriptase を用いて 、添付のプロ

ト コールに従い cDNA を作成した 。逆転写反応時の組成と条件を以下に示

す。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

50 µM Oligo d(T) primer  

10 mM dNTP mix  

Template RNA  

PCR Grade Water  

1 µl  

1 µl  

1000 ng  

up to 13 µl  

total 13 µl  

Heat the RNA-primer mix at 65 ℃  5min  

5 x SS Ⅳ  Buffer 

100 mM DTT 

RNaseOUT ™  Recombinant Rnase Inhibitor  

SuperScript® Ⅳ  Reverse Transcriptase 

4 µl  

1 µl  

1 µl  

1 µl  

20 µl  

Incubate reaction at  55 ℃  10 min  

                        80 ℃  10 min  



 35 

ⅳ . 定量 PCR  

逆転写により得られた cDNA を鋳型と して 、 CFX96 Touch Real Time PCR 

Detection System を用いて定量 PCR 行った 。 PCR 反応時の組成と条件を

以下に示す。  

mRNA 発現は GAPDH との相対値から算出して解析した 。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

cDNA  

Primer （10 µM）  Fw 

          Rv  

2 × Master mix  

PCR Grade Water 

1 well  

2.0 µl  

0.4 µl  

0.4 µl  

10 µl  

7.2 µl  

20 µl  

95℃  3 min  

95℃  3 sec  

60℃  30 sec  

95℃  10 sec  

65℃  5 sec  

40 cycle  
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【 結果 ・ 考察 】  

 定量 PCR 法によって CT-26 と 4T1のPanx1の mRNA 発現を解析した 。

その結果、 4T1は CT-26 に比べ高いレベルでPanx1の mRNA を発現してい

るこ とが明らかとなった （ 図 5 ）。 このこ とから 、 4T1細胞株は腫瘍内で高

頻度にアポトーシスを起こ し 、 Panx1を介して代謝産物を放出している可能

性並びにその代謝産物が腫瘍微小環境に影響を与えている可能性が示唆され

た 。   
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   図 5  CT-26 および 4T1細胞における Panx1 mRNA の発現 

定量 PCR 法によって CT-26 および 4T1細胞におけるPanx1の mRNA の発

現を比較した 。 （ n=3 ）  

  

2-
ΔΔ

C
T
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第二節  Panx1欠損型 4T1細胞株の樹立 

【 序論 】  

 第一節より 、 マウスに皮下移植した際に高いアポトーシス頻度が観察され

る 4T1細胞株において 、 Panx1遺伝子の発現が高いこ とが明らかとなった 。

このこ とから 4T1はアポトーシス時にPanx1を介して代謝産物を放出し 、腫

瘍微小環境に影響を与える可能性が示唆された 。そこで 、 4T1細胞株の

Panx1が、腫瘍の成長と腫瘍に多量浸潤している TAN の NETs 形成に与え

る影響について検討するため、本節では、 CRISPR-Cas9 システムによるゲ

ノム編集技術を用いてPanx1欠損型の 4T1 （ Panx1-KO ） を作製した 。 また 、

作製した Panx1-KO 細胞について 、 in vitro における増殖速度およびアポト

ーシスの頻度を評価した 。  

 

【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-Glutamine and phenol red (富士フ ィルム和光純薬株式

会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum FBS (CAPRICORN Lot:cp17-1930)  

・ ト リ プシン ・ EDTA溶液(0.25% trypsin, 0.02% EDTA Sigma) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ Lipofectamine 3000 （ Thermo Fisher Scientific ）  

・ RIPA バッ フ ァー （ ナカライテスク ）  

・ EDTA-2Na ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Bovine Serum Albumin （ Sigma ）  

・ ラウリル酸ナ ト リウム （ SDS ） （ ナカライテスク ）  
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・ ト リス （ ヒ ド ロキシメチル ） ア ミ ノ メ タン （ ナカライテスク ）  

・ 塩化ナ ト リウム （ ナカライテスク ）  

・ 0.1 M DTT (Thermo Fisher Scientific)  

・ ブロモフ ェ ノールブルー （ 富士フ ィルム和光純薬 ）  

・ アク リルア ミ ド （ 富士フ ィルム和光純薬 ）  

・ ビスアク リルア ミ ド （ 富士フ ィルム和光純薬 ）  

・ 塩化ナ ト リウム （ ナカライテスク ）  

・ 塩酸 （ 富士フ ィルム和光純薬 ）  

・ Pierce BCA protein assay kit （ Thermo Fisher Scientific ）  

・ グリセリン （ ナカライテスク ）  

・ プロテアーゼ阻害剤カクテル （ ナカライテスク ）  

・ ペルオキソ二硫酸アンモニウム （ APS ） （ ナカライテスク ）  

・ N,N,N,N- テ ト ラ メチルエチレンジア ミ ン （ TEMED ） （ 富士フ ィルム和

光純薬 ）  

・ アク リルア ミ ド （ 富士フ ィルム和光純薬 ）  

・ Tween 20 （ ナカライテスク ）  

・ グリシン （ ナカライテスク ）  

・ メ ンブレン ： Immobilon-P Transfer Membrane （ ミ リポア ）  

・ メ タ ノール （ 富士フ ィルム和光純薬 ）  

・ ブロ ッ クエース （ 株式会社ケー ・ エー ・ シー ）  

・ Can Get Signal Solution 1&2 （ TOYOBO ）  

・ Pannexin1 polyclonal antibody (#487900)(Invitrogen)  

・ Anti-rabbit IgG HRP-linked antibody (cell signaling technology)  

・ HRP anti-beta actin antibody （ abcam ）  

・ Chemi-Lumi-One L, Super, Ultra （ ナカライテスク ）  

・ レン ドール液 （ 現像液 ） （ FUJIFILM ）  
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・ レンフ ィ ッ クス （ 定着液 ） （ FUJIFILM ）  

・ 酢酸 （ Wako ）  

・ Amersham Hyperfilm ECL 18 × 24 （ Cytiva ）  

・ 6 ウェルプレー ト （ 140675, Thermo Fisher Scientific ）  

・ 接着培養フラスコ 25 （ 小フラスコ ） （ 住友ベークライ ト ）  

・ ATB-737 （ abcam ）  

・ FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7-AAD （ BioLegend ）  

 

⑵  試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間で非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

1xPBS 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

0.5 M EDTA 溶液 (pH8.0)  

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

RIPA バッ フ ァー （ 調製済み ）  

 0.5 M EDTA 溶液 (pH8.0) を終濃度 1 mM 、 プロテアーゼ阻害剤カクテル

を終濃度 1x になるよ う RIPA バッ フ ァーに加え混合した 。  

 

 1M Tris-HCl (pH6.8)  
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 ト リス （ ヒ ド ロキシメチル ） ア ミ ノ メ タンを終濃度 1M になるよ う超純水

で溶解し 、塩酸で pH6.8 に調製した 。  

 

1M Tris-HCl (pH8.8)  

 ト リス （ ヒ ド ロキシメチル ） ア ミ ノ メ タンを終濃度 1M になるよ う超純水

で溶解し 、塩酸で pH8.8 に調製した 。  

 

2xSDS-PAGE サンプルバッ フ ァー 

 Tris-HCl( 終濃度 100 mM, pH6.8), SDS （ 終濃度 40 mg/ml ） , グリセリ

ン （ 終濃度20% ） , ブロモフ ェ ノールブルー （ 終濃度 2 mg/ml ） , DTT （ 終

濃度 20 mM ） を混合し 、 -20 ℃で保存した 。  

  

30%アク リルア ミ ド  

 アク リルア ミ ド 29 g 、 ビスアク リルア ミ ド 1 g を超純水で溶解し 、 100 

ml にメスアップした 。  

 

10%SDS 

 SDS10g を超純水で溶解後、 100 ml にメスアップした 。  

 

10%APS 

  APS10 g を超純水で溶解後、 100 ml にメスアップした 。  

 

10xTris-Glycine  

 ト リス （ ヒ ド ロキシメチル ） ア ミ ノ メ タンを終濃度 250 mM 、グリシンを

終濃度 1.92 M になるよ う超純水で溶解した 。  
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分離ゲル (12.5%)  

 超純水2.2 ml 、 30%アク リルア ミ ド 4.2 ml 、 1M Tris-HCl (pH6.8) を  

3.4 ml 、 10%SDSを 0.1 ml 、 10%APSを 0.1 ml 、 TEMED を 7 µl で混合し

た 。  

 

濃縮ゲル(5%) 

 超純水2.8 ml 、 30%アク リルア ミ ド 0.666 ml 、 1M Tris-HCl (pH6.8) を  

0.504 ml 、 10%SDSを 0.04 ml 、 10%APSを 0.04 ml 、 TEMED を 4 µl で混

合した 。  

 

ランニングバッ フ ァー 

 1xTris-Glycine 、 0.1 %SDS になるよ うに超純水で調製した 。  

 

ト ランスフ ァーバッ フ ァー 

 10xTris-Glycine を 10 ml 、 メ タ ノールを 20 ml 、超純水を 70 ml 混合し

調製した 。  

 

10xTBS  

 ト リス （ ヒ ド ロキシメチル ） ア ミ ノ メ タンを 24.233 g 、塩化ナ ト リウムを

87.66 g 超純水で溶解し 、 1 L にメスアップした 。  

 

TBST  

 10xTBS を超純水で 10 倍希釈し 、 Tween 20 を終濃度 0.1% になる添加

した 。  

 

ス ト リ ッピングバッ フ ァー 
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 1M Tris-HCl (pH6.8) を 1.25 ml 、 10%SDSを4 ml 、 2- メルカプ ト エタ ノ

ールを 0.4 µl 超純水を 14.6 ml 混合し調製した 。  

 

FACS バッ フ ァー 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

  

⑶  使用機器 

 マルチモード プレー ト リーダー SpectraMax iD3  

 Trans-Blot Turbo （ Bio-Rad ）  

 

⑷  方法 

ⅰ . Panx1-KO 4T1 の作製 

 ATCCから購入した 4T1 に、 Guide-it™ CRISPR/Cas9 System （ Green ）

（ タ カラバイオ ） を用いてガイ ド RNA 配列 （ 図 6 ） を組み込んだプラス ミ

ド を ト ランスフ ェ クシ ョ ンし 、 Panx1-KO を樹立した 。対照と して 、

Control オリゴ DNA を挿入したプラス ミ ド を導入したものを準備した 。 ト

ランスフ ェ クシ ョ ンにはLipofectamine 3000 を使用した 。  

 

ⅱ . 細胞培養 

Panx1-KO および Control 4T1 は、いずれも調製済み RPMI 培地を使用し 、

37 ℃ , 5%CO2 存在下で培養し 、 2-3 日後にフラスコ内で 70-80% コンフル

エン トの状態になるよ う播種した 。細胞回収は 1xPBS 4 ml で洗浄してから

0.25% ト リプシン /EDTA溶液で 5 分インキュベーター内に静置し 、細胞を剥

離して行った 。  

 

ⅲ . 細胞ライセー トの調製 
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 ト リプシンで剥がした細胞を回収後、 1x106 cells を1xPBSで洗浄し 、細胞

ペレ ッ ト に調製済み RIPA バッ フ ァー 40 µl を加えてピペッテ ィ ングし 、氷

上で 30 分間インキュベー ト した 。その後、 4 ℃で 20000 g, 10 分間遠心し 、

上清を回収した 。  

 

ⅳ . タンパク定量 

 細胞ライセー ト中のタンパク質濃度は、 Pierce BCA protein assay kit を用

い 、付属のプロ ト コールに従い定量した 。 マルチモード プレー ト リーダー

SpectraMax iD3 を用い 、 562 nm の吸光値を測定した 。  

  

ⅴ . SDS-PAGE  

 ゲルを泳動槽にセッ ト し 、 ランニングバッ フ ァーを適量まで注いで各レー

ンにサンプルをアプライ した 。サンプルは、 2xSDS-PAGE サンプルバッ フ

ァーと 1 ： 1 で混合し 、加熱変性する為に 95 ℃で 5 分間インキュベー ト し

て使用した 。 120 V, 約 80 分間泳動を行った 。  

 

ⅵ . 転写 

 ゲルのサイズに合わせてカ ッ ト したメ ンブレンを メ タ ノールに 30 秒間浸

した後、超純水で 2 回洗浄した 。その後ト ランスフ ァーバッ フ ァーに浸しな

がら 1 時間で振盪し平衡化した 。その後 Trans-Blot Turbo を用い2.25 V 、

10 Aで 30 分間転写を行った 。  

 

ⅶ . ウエスタンブロ ッ ト によるPanx1の検出 

 転写後のメ ンブレンを TBST に浸し 5 分間振盪した 。その後、 ブロ ッ クエ

ース7 mlに浸し振盪した 。 5 ml の Can Get Signal Solution-1 に対し 20 µl

の Pannexin1 polyclonal antibody を添加し （ 250 倍希釈 ）、 一晩振盪した 。  
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 翌日、 TBST を 3 回置換して抗体を軽 く洗い流した後、再度 TBST に浸し

1 時間振盪し洗浄した 。 この時 10 分ごとに TBST を交換した 。次に 、 2 次

抗体と して 6 ml の Can Get Signal Solution-2 に 0.3 µl の anti-rabbit IgG 

HRP-linked antibody を添加し （ 20000倍希釈 ）、 1 時間振盪した 。その後

TBST を 10 分ごとに交換しながら 1 時間振盪して洗浄した 。  

 次にメ ンブレンをラ ップではさみ、基質 （ Chemi-Lumi-One L 、 Super ま

たは Ultra ） を適量流し込んだ 。 Hyperfilm に感光し 、現像した 。  

 

ⅷ . ウエスタンブロ ッ ト によるアクチンの検出 

 Panx1の現像を行った後、 TBST 中にて 5 分 x3 回洗浄した 。洗浄後、 ス

ト リ ッピングバッ フ ァー6 mlに浸し 、 30 分間振盪した 。再び TBST で 90 

rpmで 5 分 x3 回洗浄した後、 ブロ ッ クエース5 ml中で 30 分間振盪した 。

次に 、 6 mlのブロ ッ クエースと 0.2 µl の HRP anti-beta Actin antibody を混

合した抗体溶液中にて 30 分間振盪した 。その後、 TBST で 90 rpm で 5 分

x3 回洗浄した 。  

 最後にメ ンブレンをラ ップではさみ、基質 （ Chemi-Lumi-One L または

Super ） を適量流し込んだ 。 Hyperfilm に感光し 、現像した 。  

 

ⅸ . 細胞増殖アッセイ  

 0 日目に Control 及び Panx1-KO の 4T1 を 6 ウェルプレー ト に 3 連で

5x104 cells ずつ播種した 。その後、 2 日ごとに細胞を剥離してセルカウン ト

し 、 8 分の 1 の細胞数を再び 6 ウェルプレー ト に 3 連で播種した 。 これを 6

日目まで行った 。 カウン ト により得られた細胞数に希釈分の倍率を乗算し 、

これを増殖した細胞数に相当するものと した 。  

 

ⅹ . Annexin V アッセイ  
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 Control 及び Panx1-KO 型の 4T1 を 1.7x105 cells ずつ小フラスコに播種し

た 。 24 時間後に、抗アポ トーシスタンパク質 Bcl-2 フ ァ ミ リーを阻害する

ATB-737を終濃度10 µMで添加した 。 さ らに 24 時間培養後に細胞を剥離し 、

100 µlの FACS バッ フ ァーで懸濁した 。細胞懸濁液に FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit with 7-AAD に付属の FITC Annexin V を 2 µl 、

7-AADを 2 µl 添加し 、ボルテッ クス後に室温 ・ 暗所で 15 分間インキュベー

ト した 。その後、 400 µl の Annexin V Binding Buffer を加え 、 フローサイ ト

メ ト リーで解析した 。  
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【 結果 ・ 考察 】  

 4T1 に高発現するPanx1が腫瘍微小環境に与える影響を検討する為、

Panx1-KO 型の 4T1 を樹立した 。 シーケンスの結果から 、 Panx1-KO の 4T1

細胞株はPanx1遺伝子の第１ エキソンに 1 塩基の欠損を起こ しているこ とが

明らかとなった （ 図 6 ）。 さ らに 、ウエスタンブロッ ト によって 、

Panx1-KO 4T1 にはPanx1 タンパク質が発現していないこ とを確認した （ 図

7 ）。  

 次に、 Panx1欠損により増殖力に変化が起きていないかを in vitro での増

殖アッセイにより検討した 。その結果、 Panx1-KO 細胞は Control と同等の

増殖力を持っているこ とが確認された （ 図 8 ）。  

 最後に、 Annexin V と7-AADを用いた染色によりアポ トーシス頻度を比較

した 。 Annexin V+, 7-AAD-の集団を初期アポトーシス細胞と定義した 。その

結果、 Panx1-KO と Control の細胞間でアポトーシス頻度に差はなかった

（ 図 9 ）。  

 以上の in vitro 実験の結果から 、 Panx1の欠損は、 4T1細胞自体の増殖力

には影響を与えないこ とが明らかになった 。  
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      図 6  4T1細胞株のPanx1遺伝子のゲノム編集 

CRISPR-Cas9 システムを用いて 4T1細胞株の 9 番染色体上のPanx1遺伝子

第１ エキソン (E1)中のコーディ ング領域から 1 塩基を欠損させた 。  

 

                   
        図 7  ウエスタンブロッテ ィ ングによるPanx1の発現解析 

ウエスタンブロ ッテ ィ ングによって Control および Panx1-KO 型 4T1細胞株

のPanx1 タンパク質の発現を比較した 。   
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       図 8  in vitro における細胞増殖アッセイ  

in vitro で培養した Control, Panx1-KO 株の細胞数を 1 日おきにカウン ト し

た 。 （ n=3 ）  
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           図 9  Annexin V アッセイ  

in vitro でアポ トーシス促進剤ATB-737存在下にて培養した Control および

Panx1-KO 株のアポ トーシス頻度を比較した 。 フローサイ ト メ ト リーを用い、

Annexin V+, 7-AAD-の集団を初期アポトーシス細胞と定義しその割合を解析

した 。  
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第三節  がん細胞のPanx1が腫瘍増殖および NETs 形成に与える影響 

【 序論 】  

 第二節では、 Panx1-KO 型 4T1は Control と同等の増殖力を持っており 、

アポ トーシスの頻度も同等であるこ とが明らかとなった 。 よって本節ではin 

vivoにおいてPanx1が腫瘍形成および TAN の機能に与える影響について検

討するこ とを目的と し 、 マウスに Control または Panx1-KO の4T1 を皮下移

植し 、形成された腫瘍の経時的な体積変化と最終的な重量を測定して比較を

行った 。 また 、 TAN の浸潤割合についてフローサイ ト メ ト リーによって解

析すると同時に、それぞれの腫瘍の組織切片を作製し 、 シ トルリン化ヒス ト

ンを蛍光免疫染色で検出するこ とにより 、 Panx1が TAN の NETs 形成に与

える影響について評価した 。  

 

【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-glutamine and phenol red ( 富士フ ィルム和光純薬株式

会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum (FBS, CAPRICORN Lot:cp17-1930) 

・ ト リ プシン ・ EDTA溶液(0.25% trypsin, 0.02% EDTA Sigma) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ EDTA-2Na ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ LiberaseTM Research Grade (Roche)  

・ Matrigel 基底膜マ ト リ ッ クス (Corning)  

・ パーコール （ GE ヘルスケア ・ ジャパン )  

・ RBC Lysis Buffer (10x) (BioLegend) 
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・ マイジェ ク ター ( テルモ 、 27G×1/2” 0.40× 13 mm)  

・ 採血管Heparinized Micro-Hematocrit Capillary Tubes (Fisherscientific)  

・ セルス ト レイナー （ BD Falcon ）  

・ Anti-mouse CD16/32 (Fc shield) purified Clone:2.4G (TONBO bioscience)  

・ Biotin- anti-mouse CD170 Clone:S17007L(BioLegend) 

・ FITC anti-mouse/human CD11b Clone:M1/70 (BioLegend)  

・ PE anti-mouse Ly-6C Clone:HK1.4(BioLegend) 

・ PE/Dazzle  ™ 594 anti-Ly-6G Clone:1A8(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse CD3 ε  Clone:145-2C11(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse CD19 Clone:6D5 (BioLegend)  

・ PE/cy5 anti-mouse NK1.1 Clone:PK136(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse TER-119/Erythroid Cells Clone:TER-119(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse streptavidin  

・ PE/cy7 anti-mouse CD54 Clone:YN/1.74(BioLegend)  

・ APC/Fire  ™ 750 anti-mouse CD45 Clone:30-F11(BioLegend)  

・ Alexa Fluor 700 anti-mouse I-A/I-E （ MHC-II ）

Clone:M5/114.15.2(BioLegend)  

・ 7-AAD Viability Staining Solution (BioLegend)  

・ 4%PFA （ 4% パラホルムアルデヒ ド リン酸緩衝液 ） （ Wako ）  

・ スクロース （ Wako ）  

・ 川本法用凍結包埋剤 SCEM-(L1) （ SECTION-LAB ）  

・ ク リオモルド 2 号 （ サクラフ ァンテ ィ ッ クジャパン ）  

・ コー ト スライ ドグラスフロンテ ィ アブルー （ 松浪硝子 ）  

・ TritonX-100 （ ナカライテスク ）  

・ Bovine Serum Albumin （ Sigma ）  

・ ロバ血清 (Wako)  
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・ 抗シ トルリン化ヒス ト ン H3 抗体 （ 抗 Cit-H3 抗体 ）  (abcam)(ab5103) 

・ Goat anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor 647 (abcam)  

・ Alexa Fluor 488 rat anti-mouse Ly6G Clone:1A8 (BioLegend)  

・ Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG Clone:Poly4064 (BioLegend)  

・ DAPI 封入剤 （ prolong Gold anifade reagent with DAPI ） (invitrogen)  

 

⑵  試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間の非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

1xPBS 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

10xPBS  

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

パーコール溶液 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

0.5 M EDTA 溶液 (pH8.0)  

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

FACS バッ フ ァー 
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 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

Liberase溶液 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

RBC Lysis Buffer(1x)  

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

30%スクロース溶液 

 w/v で30% となるよ うに超純水で撹拌し溶解した 。  

 

浸透液 

 PBSに TritonX-100 を終濃度 0.5% で溶解して作成した 。  

 

ブロ ッキングバッ フ ァー   

PBSにBSAを終濃度10% 、 ロバ血清を終濃度 1% になるよ う調製した 。  

 

抗体希釈用バッ フ ァー 

 第一章第二節と同様に調製した 。  

 

⑶  使用機器 

FACS AriaII(セルソーター )(Becton Dickinson)  

 ク リオスタ ッ ト  HM550 

 共焦点レーザー顕微鏡  LEICA TCS SP8  

 

⑷  マウスがん細胞株 
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 第二節で作製した Control および Panx1-KO4T1 細胞株を使用した 。  

 

⑸  マウス 

 第一章第一節と同様に扱った 。  

 

⑹  方法 

ⅰ . 細胞培養 

 第二章第二節と同様に扱った 。  

 

ⅱ . がん細胞株の皮下移植 

Control 、 Panx1-KO 4T1 のいずれも 3x104 を 1xPBS 30 µl と Matrigel 

30 µl （ 計 60 µl ） で懸濁し 、 マイジェ ク ターに充填した 。雌性 BALB/c マ

ウス （ 7 週齢 ) の右下腹部から背中にかけてバリ カンで毛刈りをし 、それぞ

れのがん細胞株を右脇腹に皮下移植した 。各腫瘍モデルは 5 匹ずつ作成した 。

本節では、がん細胞の移植から 19 日後に腫瘍を単離し 、組織切片を作製し

た 。  

 

ⅲ . 腫瘍サイズの測定 ・ 体積の計算 

 皮下移植 7 日後〜解剖当日である 19 日後にかけて 2-3 日毎に腫瘍の長径

（ L ） と短径 （ W ） をデジタルノギスで測定した 。体積 （ V ） は、  

          で計算した 。  

 

ⅳ . 腫瘍の単離 ・ 腫瘍組織浸潤細胞の調製 

 第一章第一節と同様に操作を行った 。  
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ⅴ . 腫瘍組織浸潤細胞の免疫染色 ・ フローサイ ト メ ト リー 

 第一章第一節と同様に操作を行った 。  

 

ⅵ .FACS解析 

 第一章第一節と同様の解析を行った 。  

 

ⅶ . 腫瘍の単離、包埋処理、 ブロ ッキング 

 第一章第二節と同様に行った 。  

 

ⅷ. Ly6Gおよび Cit-H3 の標識 （ 免疫染色 ）  

 第一章第二節と同様に行った 。  
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【 結果 ・ 考察 】  

 Panx1-KO 4T1 は in vitro では Control と同等の増殖力を示したが、移植

モデルマウスに形成された腫瘍の体積 （ 図10A ） および重量 （ 図10B ） は

Control と比較して有意に減少していた 。  

 また 、 フローサイ ト メ ト リーによってそれぞれの群の腫瘍組織における

TAN の割合を比較した結果、同程度の割合を示していた （ 図 11 ）。  

 これらの結果から 、 4T1のPanx1は腫瘍の成長促進に働いているこ とが明

らかになった 。一方で 、浸潤する TAN の割合に変化は認められなかったこ

とから 、腫瘍組織への TAN の浸潤誘導には関わらないと考えられた 。  
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    図 10  腫瘍体積の推移 （ A ） と最終的な腫瘍重量 （ B ）  

A ： Control および Panx1-KO 型 4T1 をマウスに皮下移植し 、腫瘍の体積を

皮下移植 7 日目以降 2-3 日毎に測定した 。  

B ： Control および Panx1-KO 型 4T1腫瘍の重量を皮下移植の 19 日後に測

定した 。  

（ n=5 ） * p<0.05  
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    図 11  Control および Panx1-KO 腫瘍に浸潤する TAN  

Control および Panx1-KO 腫瘍中の TAN の割合をフローサイ ト メ ト リーに

よって解析した 。  
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 一方、蛍光免疫染色法による解析では、 Panx1-KO 4T1 で誘導した腫瘍内

では Cit-H3 で標識される NETs の形成頻度が著し く 低下しており 、 NETs

形成が 4T1のPanx1に依存的であるこ とが明らかとなった （ 図 12 ）。  

 これらの結果を総合的に評価すると 、 NETs 形成がほとんど見られない

Panx1-KO 4T1 の腫瘍は成長が抑制されていたこ とから 、 4T1腫瘍における

NETs は腫瘍を促進する働きを持つこ とが示唆された 。 また 、既述の通り 、

腫瘍における NETs はCTLや NK 細胞の抗腫瘍活性を妨害する働きを持つこ

とが報告されている 。 したがって 、 4T1腫瘍における TAN の NETs 形成は、

この機構により腫瘍微小環境の抗腫瘍免疫の低下をもたらすと予想される 。

さ らに 、 TAN 自体の抗腫瘍活性が低下している可能性も考えられる 。  
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   図 12  Control, Panx1-KO 腫瘍における NETs 形成 （ 免疫染色法 ）  

  Control およびPanx1-KO 腫瘍における NETs 形成を免疫蛍光染色によ

り解析した 。  

  緑 ： 好中球マーカー Ly6G  

  赤 ： NETs に特徴的に見られる Cit-H3  

  青 ： DAPI （ DNA を染色する ）  
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第四節  NETs 形成が腫瘍の成長に与える影響(Padi4欠損マウスを用いた解

析 )  

【 序論 】  

 前節までの結果から 、 4T1腫瘍における NETs 形成は、腫瘍の成長を促進

する働きを持っているこ とが示唆された 。本節では、 NETs 形成が腫瘍に与

える影響を明らかにするため、 NETs 形成に必須の酵素 PAD4 の遺伝子を欠

損した Padi4-/- マウスに 4T1 を皮下移植し 、形成された腫瘍の経時的な体積

変化と最終的な重量を測定した 。 また 、浸潤している TAN の割合について

フローサイ ト メ ト リーによって解析した 。 さ らに 、 TAN をソーテ ィ ングし

て回収し 、抗腫瘍活性を評価する為に、関連する遺伝子 （ TNFα, Nox2, 

Nadph ） の mRNA 発現を定量 PCR 法で解析した 。  

 

【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-glutamine and phenol red ( 富士フ ィルム和光純薬株式

会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum (FBS, CAPRICORN Lot:cp17-1930) 

・ ト リ プシン ・ EDTA溶液(0.25% trypsin, 0.02% EDTA Sigma) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ EDTA-2Na ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ LiberaseTM Research Grade (Roche)  

・ Matrigel 基底膜マ ト リ ッ クス (Corning)  

・ パーコール (GEヘルスケア ・ ジャパン )  

・ RBC Lysis Buffer (10x) (BioLegend) 
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・ マイジェ ク ター ( テルモ 、 27G×1/2” 0.40× 13 mm)  

・ 採血管Heparinized Micro-Hematocrit Capillary Tubes (Fisherscientific)  

・ セルス ト レイナー （ BD Falcon ）  

・ Anti-mouse CD16/32 (Fc shield) purified Clone:2.4G (TONBO bioscience)  

・ Biotin- anti-mouse CD170 Clone:S17007L(BioLegend) 

・ FITC anti-mouse/human CD11b Clone:M1/70 (BioLegend)  

・ PE anti-mouse Ly-6C Clone:HK1.4(BioLegend) 

・ PE/Dazzle  ™ 594 anti-Ly-6G Clone:1A8(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse CD3 ε  Clone:145-2C11(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse CD19 Clone:6D5 (BioLegend)  

・ PE/cy5 anti-mouse NK1.1 Clone:PK136(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse TER-119/Erythroid Cells Clone:TER-119(BioLegend) 

・ PE/cy5 anti-mouse streptavidin  

・ PE/cy7 anti-mouse CD54 Clone:YN/1.74(BioLegend)  

・ APC/Fire  ™ 750 anti-mouse CD45 Clone:30-F11(BioLegend)  

・ Alexa Fluor 700 anti-mouse I-A/I-E （ MHC-Ⅱ ）

Clone:M5/114.15.2(BioLegend)  

・ 7-AAD Viability Staining Solution (BioLegend)  

・ Fast Gene  ™  RNA Premium Kit 50 preps  

・ 50 µM Origo (dT) primer RETROscript  ™ kit (invitrogen Thermo Fisher 

Scientific)  

・ 10 mM dNTP Mix(Deoxynucleotide Solution Mix)(NEW ENGLAND 

BioLabs) 

・ 5xSS Ⅳ  Buffer (invitrogen Thermo Fisher Scientific)  

・ 100 mM DTT (invitrogen Thermo Fisher Scientific)  

・ RNase OUT  ™  Recombinant Ribonuclease Inhibitor(invitrogen) 
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・ Super script® Ⅳ Reverse Transcriptase(200U/µl) (invitrogen Thermo 

Fisher Scientific)  

・ KAPA SYBR FAST Universal (KAPA BIOSYSTEMS)  

・ プライマー 

 GAPDH-Forward （ 5’-TGTG TCCG TCGT GGAT CTGA-3’ ）  

 GAPDH-Reverse （ 5’-CCTG CTTC ACCA CCTT CTTG A-3’ ）  

 TNF-Forward （ 5’-ATCC GCGA CGTG GAAC TG-3’ ）  

 TNF-Reverse （ 5’-ACCG CCTG GAGT TCTG GAA-3’ ）  

 NOX2-Forward （ 5’-TTTG TCAA GTGC CCCA AGGT-3’ ）  

 NOX2-Reverse （ 5’-GGCA TCTT GGAA CTCC TGCT-3’ ）  

 Nadph-Forward （ 5’-GCGA TTCG GTGT GATG TTCG-3’ ）  

 Nadph-Reverse （ 5’-ATGG TCTT CCAG CCAT TGGG-3’ ）  

・ PCR grade water  

・ FrameStar®96 Well Skirted PCR Plate(4titude)  

 

⑵  試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間の非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

1xPBS 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

10xPBS  
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 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

パーコール溶液 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

0.5 M EDTA 溶液 (pH8.0)  

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

FACS バッ フ ァー 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

Liberase溶液 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

RBC Lysis Buffer(1x)  

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

⑶  使用機器 

FACS Aria II( セルソーター )(Becton Dickinson)  

 ナノ ド ロ ップ （ ND-1000 Spectrophotometer ）  

 CFX96 Touch Real Time PCR （ BIORAD ）  

 

 

⑷  マウスがん細胞株 

 4T1はATCCから購入した 。  
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⑸  マウス 

 理化学研究所生命医科学研究センターから供与された Padi4-/-C57/B6 マウ

スから BALB/c マウスへF10世代まで戻し交配を行い 、実験に使用した 。飼

育などは第一章第一節と同様に行った 。 なお 、 Padi4-/- マウスは Padi4 遺伝

子がネオマイシン耐性遺伝子に置換されている 。 ジェ ノ タ イピングに用いた

プライマーの配列を以下に示す。  

Padi4_Foward: CAGTGGGTCAGTGACTGTC  

Padi4_Reverse: CGAGAGCTAGCCTGGGATC  

Neo_Forward: CAGCTGTGCTCGACGTTGTC  

Neo_Reverse: CAACGCTATGTCCTGATAGC 

 

⑹  方法 

ⅰ . 細胞培養 

 第一章第一節と同様に行った 。  

 

ⅱ . がん細胞株の皮下移植 

4T1 を 3x104 cells 、 1xPBS 30 µl と Matrigel 30 µl （ 計 60 µl ） で懸濁し 、

マイジェ ク ターに充填した 。雌性の野生型または Padi4-/- マウス （ 7 週齢 ）

の右下腹部から背中にかけてバリ カンで毛刈りをし 、 4T1細胞株を右脇腹に

皮下移植した 。各腫瘍モデルは 5 匹ずつ作成した 。本節では、がん細胞の移

植から 19 日後に腫瘍を単離し 、解析した 。  

 

ⅲ . 腫瘍サイズの測定 ・ 体積の計算 

 第三節と同様に行った 。  
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ⅳ . 腫瘍の単離 ・ 調製 

 第一章第一節と同様に操作を行った 。  

 

ⅴ . 腫瘍の細胞の抗体染色 , FACS 解析 , TAN のソーテ ィ ング 

 抗体染色と FACS 解析は第一章第一節と同様に操作を行った 。  

 TAN は、 1x105 cells ソーテ ィ ングし 、回収した 。  

 

ⅵ . FACS 解析 

 第一章第一節と同様の解析を行った 。  

 

ⅶ . RNA抽出 

 抽出は Fast Gene  ™  RNA Premium Kit を用いて添付のプロ ト コールに従

って行ったが、 RNA 濃度を高める為、抽出に用いる RE （ キッ ト に付属の

試薬 ） は 14 µl にとどめた 。  

 

ⅷ . RNA逆転写 （ cDNA の合成 ）  

 第二章第一節と同様に行った 。  

 

ⅸ . 定量 PCR  

 第二章第一節と同様に行った 。  
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【 結果 ・ 考察 】  

 NETs が腫瘍増殖に与える影響を検討する為、遺伝的に NETs を起こせな

い Padi4-/- マウスを用いて 4T1腫瘍の経時的体積変化 ・ 実験終了時の重量を

計測した 。その結果、 Padi4-/- マウスは野生型マウスと比較して腫瘍の体積

が有意に減少し （ 図13A ）、 腫瘍重量も低下する傾向を示していた （ 図

13B ）。 このこ とから 、 NETs 形成は 4T1腫瘍の成長を促進しているこ とが

明らかとなった 。   
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     A                             B 

    
 

     図 13  腫瘍体積の推移 （ A ） と最終的な腫瘍重量 （ B ）  

A ： 野生型および Padi4-/- マウスに 4T1 を皮下移植し 、腫瘍体積を皮下移植

7 日目以降 2-3 日毎に測定した 。  

B ： 野生型および Padi4-/- マウスの腫瘍重量を皮下移植の 19 日後に測定し

た 。  

（ n=5 ） * p<0.05  
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 また 、腫瘍組織中の TAN の割合に両マウス間で差は無かったが （ 図

14 ）、 定量 PCR によって TAN に発現する抗腫瘍活性に関わる遺伝子

（ TNFα ： 炎症性サイ ト カイン , Nox2/Nadph ： 活性酸素種の合成に関与 ）

の発現を比較した結果、野生型マウスの TAN は Padi4-/- マウスに比べこれ

らの遺伝子の発現が低 く 、抗腫瘍活性が低いこ とが示唆された （ 図 15 ）。  

 このこ とから 、 TAN の NETs 形成は、 これまでの報告により明らかにさ

れているよ うにCTLや NK 細胞の抗腫瘍作用を阻害するのみでな く 、 TAN

自身の抗腫瘍活性の低下も伴っているこ とが明らかになった 。  
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   図 14  野生型および Padi4-/- マウスの腫瘍における TAN の割合 

野生型および Padi4-/- マウスに 4T1 を皮下移植し 、腫瘍における TAN の割

合をフローサイ ト メ ト リーで解析した 。 （ n=5 ）  

 

  図 15  TAN における抗腫瘍活性に関わる遺伝子発現の解析 

4T1 を皮下移植した野生型および Padi4-/- マウスの腫瘍中から TAN をソー

テ ィ ングし 、抗腫瘍活性に関わる遺伝子の発現を定量 PCR によって比較し

た 。 （ n=5 ） * p<0.05  
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             第 三 章  
 
       Panx1 を 介 し て 放 出 さ れ る  
        NETs 誘 導 因 子 の 解 析  
 
  



 73 

第一節  Panx1由来代謝産物が in vitro での NETs 形成に与える影響 

【 序論 】  

 前章までの結果から 、 4T1細胞株で誘導した腫瘍に浸潤した TAN が

NETs を形成するこ とで腫瘍の成長を促進するこ と 、 さ らに NETs の形成は

4T1細胞株のPanx1依存的であるこ とが明らかになった 。 このこ とから 、

4T1細胞がアポトーシスを起こす際に活性化したPanx1を介して放出される

代謝産物が、 NETs 形成を誘導すると考えられた 。本節では、 この NETs を

誘導する代謝産物を明らかにするために 、骨髄由来好中球に 4T1細胞株の培

養上清を添加するこ とにより以下の検証を行った 。  

 まず、 Control および Panx1-KO の 4T1細胞株の培養上清を用いて好中球

を刺激し 、 どの程度 NETs が誘導されるか蛍光免疫染色法で評価した 。 これ

により 、 4T1細胞株から Panx1依存的に放出される代謝産物に NETs を誘導

する活性を有するものがあるか検討した 。 また 、 NETs 誘導活性を示す代謝

産物がアポトーシス時に放出される分子であるかど うか検討するために、 ア

ポ トーシス阻害剤である z-VAD-FMK で処理した 4T1細胞株の培養上清を用

いて評価した 。  

 正常細胞がアポトーシスを起こす際、 Panx1を介し放出される炎症抑制性

の分子の１つと して 、 スペルミ ジンが報告されている （ 13 ）。 スペルミ ジ

ンは、細胞の生存、増殖、 ミ ト コン ド リアの機能維持に必須のポリア ミ ンの

一種で免疫調節にも関わる分子であり 、好中球の NETs 形成に関わっている

可能性が考えられた 。従って 、 スペルミ ジンがアポトーシスの際に 4T1細胞

から Panx1を介して放出され、 NETs 形成を誘導するのではないかと仮定し

た 。そこで 、 Control および Panx1-KO の4T1細胞株の培養上清中のスペル

ミ ジン濃度を ELISA 法によって比較した 。 さ らに 、試薬グレードのスペル

ミ ジンで好中球を刺激し 、蛍光免疫染色法で NETs の誘導を評価した 。  
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【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-Gglutamine and phenol red ( 富士フ ィルム和光純薬株

式会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum (FBS, CAPRICORN Lot:cp17-1930) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ DISMIC-25CS （ 0.2 µm フ ィルター ） （ ADVANTEC ）  

・ Ultracel®-3k （ Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filters ）  

・ テ ト ロン メ ッシュ （ 三商  Cat:91-1226 ）  

・ RBC Lysis Buffer (10x) (BioLegend) 

・ マイジェ ク ター ( テルモ 、 27G×1/2” 0.40× 13 mm)  

・ LS Columns （ Miltenyi Biotec Cat:130-042-401 ）  

・ Neutrophil Isolation kit (Miltenyi Biotec Cat:130-097-658) 

・ PMA （ ホルボール 12- ミ リステート 13- アセテー ト ）

(Cat:AG-CN2-0010-M001 Funakosshi) 

・ Lab-Tek Ⅱ Chamber Slide w/Cover RS Glass Slide Sterile (Thermo 

Fisher Scientific Cat:154526) 

・ 4%PFA （ 4% パラホルムアルデヒ ド リン酸緩衝液 ） （ Wako ）  

・ TritonX-100 （ ナカライテスク ）  

・ Bovine Serum Albumin （ Sigma Lot:SLBX5725 ）  

・ ロバ血清 (Wako)  

・ 抗シ トルリン化ヒス ト ン H3 抗体 （ 抗 Cit-H3 抗体 ）  (abcam)(ab5103) 

・ Goat anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor 647 (abcam)  

・ DAPI 封入剤 （ prolong Gold anifade reagent with DAPI ） (invitrogen)  
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・ 接着培養フラスコ 25 （ 小フラスコ ） （ 住友ベークライ ト ）  

・ Dimethyl sulfoxide (DMSO) （ 和光純薬 ）  

・ z-VAD(OMe)-FMK （ コスモ ・ バイオ ）  

・ ELISA Kit For Spermidine (Cat:CEX053Ge Cloud-Clone Corp.) 

・ スペルミ ジン （ Cat:191-13831 和光純薬 ）  

 

⑵試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間の非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

z-VAD-FMK 原液 

 z-VAD-FMK を10.7 mM となるよ うに DMSO に溶解した 。  

 

1xPBS 

 PBS(-)粉末  「 ニ ッスイ 」  （ 日水製薬 ）  を添付のプロ ト コールに従い

調製した 。オー ト クレーブ滅菌後、 4 ℃で保存した 。  

 

FACS バッ フ ァー 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

浸透液 

 PBSに TritonX-100 を終濃度 0.5% で添加して作成した 。  
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ブロ ッキングバッ フ ァー   

PBSにBSAを終濃度10% 、 ロバ血清を終濃度 1% になるよ うに添加して調

製した 。  

 

抗体希釈用バッ フ ァー 

 PBSに TritonX-100 を終濃度 0.3% 、 BSAを終濃度 1% になるよ うに添加

して調製した 。免疫染色に用いる抗体は、 このバッ フ ァーで希釈して使用し

た 。  

 

⑶使用機器 

 MACS Miltenyi Biotec 

 共焦点レーザー顕微鏡  LEICA TCS SP8  

 

⑷  マウスがん細胞株 

 第二章第二節で作製した Control および Panx1-KO 4T1 細胞株を使用し

た 。  

  

⑸  マウス 

第一章第一節と同様に扱った 。  

 

⑹  方法 

ⅰ . がん細胞株の培養 

 4T1はATCCから購入し 、第一章第一節と同様に扱った 。 また 、

Panx1-KO および Control の 4T1は、第二章第二節と同様に扱った 。  

 

ⅱ . 培養上清の回収 ・ 限外ろ過 
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 Control または Panx1-KO の 4T1細胞株を調製済み RPMI 培地3.5 ml中に

5x105 cells となるよ うに準備して小フラスコに播種し 、 72 時間培養した 。

培養上清を回収し 、 0.20 µm フ ィルターを通してろ過した後、 Ultracel-3k

を用いて 2300 rpm で 40 分、 4 ℃で遠心を行い 、 <3kDa画分を得た 。培養

上清は凍結融解を避けるため ELISA または好中球刺激の実験当日に合わせ

て回収した 。  

 また 、 z-VAD-FMK 処理および未処理の 4T1の培養上清を同様に調製した 。  

z-VAD-FMK （ 原液10.7 mM ） は 4T1細胞の培養開始 48 時間後に終濃度

100 µM になるよ う培地3.5 mlに対し32.7 µlを添加し 、 さ らに 24 時間培養

した後に培養上清を回収し限外ろ過分画を行わずに使用した 。 DMSO の細

胞毒性を考慮して培地中の DMSO が 1 % 未満になるよ うにした 。  

 

ⅲ . ELISA  

 限外ろ過した Control または Panx1-KO 4T1 の培養上清中のスペルミ ジン

濃度をELISA Kit For Spermidineを用いて測定した 。方法はキッ ト に付属の

プロ ト コールに従った 。  

 

ⅳ . 骨髄由来好中球の調製 

 8-12週齢の雌性 BALB/c マウスをイソフルラン麻酔下で頸椎脱臼した後、

ハサミ を使用して片足の脛骨 ・ 大腿骨を摘出した 。 マイジェ ク ターにPBSを

充填し骨髄内の細胞を押し出し 4 ℃ , 1500 rpm, 5 minで遠心した 。上清を除

去し 、 3 mlの1xRBC Lysis Bufferで懸濁し常温で 10 分静置した 。その後

PBSを 10 ml 加え 、 RBC 処理を停止し 、 4 ℃ , 2000 rpm, 10 min で遠心し

た 。細胞を RPMI 培地4-5 mlで懸濁し 、 4 ℃ , 1500 rpm 10 min で遠心をし

た 。その後、 MACS法により下記のよ うにして好中球を単離した 。 200 µlの

FACS バッ フ ァーで懸濁し 、 Neutrophil Biotin-Antibody cocktail を 1x108 
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cellsに対し 25 µl 加え 、 10 分間冷蔵庫で静置した 。静置中は 5 分おきにボ

ルテッ クスにより攪拌した 。その後 5~10 ml の FACS バッ フ ァーを加え 、

4 ℃ , 1500 rpm, 10 min 遠心を行った 。上清を除去し 、 400 µlの FACS バッ

フ ァーで懸濁し 、 Anti-Biotin Microbeads を 1x108 cells に対し 50 µl 添加し 、

冷蔵庫で 15 分間静置した 。静置中は 5 分おきにボルテッ クスにより攪拌し

た 。その後 5~10 ml の FACS バッ フ ァーを加え 、 4 ℃ , 1500 rpm, 10 min 遠

心を行った 。上清を除去し 、 500 µlの FACS バッ フ ァーで懸濁した 。最後に

LS Columns を用いてネガテ ィ ブセレクシ ョ ンにより好中球を回収した 。  

 

ⅴ . 好中球の播種 ・ 蛍光免疫染色 

 回収した好中球 1x105 cells を500 µl の RPMI 培地、 Control および

Panx1-KO 4T1 培養上清の<3kDa画分、 または未処理および z-VAD-FMK 処

理した 4T1の培養上清で懸濁し 、 チャンバースライ ドのウェルに播種した 。

スペルミ ジン添加の場合、終濃度 100 µM になるよ う RPMI 培地に溶解した 。

これらの上清には NETs 活性を持つ PMA を終濃度 100 nM となるよ う添加

し 、 37 ℃, 5 %CO2のインキュベーターで培養した 。 4-6 時間後に上清を除

去し 、風乾後、 4%PFA を 200 µl滴下し 、室温で 15 分静置した 。その後

PBSで 3 回洗浄し 、浸透液200 µl を滴下して室温で 15 分静置した 。再び

PBSで 3 回洗浄し 、 ブロ ッキングバッ フ ァーを 200 µl を滴下して室温で 1 時

間静置した 。次に 1 次抗体と して抗 Cit-H3 抗体を 0.083 mg/ml で添加し 、

4 ℃で 1 時間静置後にPBSで 3 回洗浄した 。次に 2 次抗体と してGoat 

anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor 647 を 0.333 mg/ml で添加し 、 4 ℃で 1 時

間静置した後、 PBSで 3 回洗浄した 。最後に DAPI 封入剤を必要最低量垂ら

し 、上からカバーガラスをかぶせてマニキュアで固定した 。観察は、共焦点

レーザー顕微鏡で行った 。  
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【 結果 ・ 考察 】  

 本節では、 4T1から Panx1を介して放出され NETs を誘導する代謝産物に

ついて解析を行った 。 Control および Panx1-KO 4T1 の培養上清の<3kDa画

分を用いて骨髄由来好中球を刺激した結果、 Control 4T1 の培養上清を用い

た場合には NETs の誘導が認められたのに対し 、 Panx1-KO の上清を用いた

場合には NETs 頻度が著し く低下していた （ 図 16 ）。 したがって 、 4T1の

培養上清には NETs 誘導活性をもつ 3kDa 以下の低分子代謝産物が含まれる

こ と 、 この代謝産物の放出はPanx1に依存するこ とが明らかになった 。 また 、

アポ トーシス阻害剤で処理した 4T1の培養上清の NETs 誘導活性は顕著に低

下していたこ とから （ 図 17 ）、 NETs 誘導活性を持つ代謝産物はアポトー

シス依存的に放出されるこ とが示された 。  
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図 16  Control および Panx1-KO 4T1 の培養上清による NETs の誘導       

Control および Panx1-KO 4T1 の培養上清を用いて骨髄由来好中球を刺激し 、

免疫蛍光染色を行った 。  

赤 ： NETs に特徴的に見られる Cit-H3  

青 ： DAPI  

       
     図 17  4T1のアポトーシス阻害による NETs の抑制 

z-VAD-FMK を添加するこ とでアポ トーシスを阻害して培養した 4T1の培養

上清を用い 、骨髄由来好中球を刺激し 、免疫蛍光染色を行なった 。  

赤 ： NETs に特徴的に見られる Cit-H3  

青 ： DAPI  
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 次に、正常細胞において Panx を介して放出されるこ とが報告されている

スペルミ ジンに注目して解析を行った 。 Panx1-KO の 4T1細胞株の培養上清

中のスペルミ ジン濃度を ELISA により測定したと ころ 、 Control 4T1 の培

養上清と比較してスペルミ ジン濃度が低下しているこ とが明らかになった

（ 図 18 ）。 よって 、 4T1から Panx1を介して培養上清中へスペルミ ジンが

放出されるこ とが示された 。 さ らに 、試薬グレードのスペルミ ジンを用いて

骨髄由来好中球を刺激した結果、無刺激と比較して高い頻度で NETs が誘導

され、 スペルミ ジンが NETs 誘導活性を示すこ とが明らかになった （ 図

19 ）。  

 以上、 アポ トーシスを起こ した 4T1から Panx1を介して放出される低分子

代謝産物が NETs を誘導するこ とが明らかとなり 、 NETs 誘導活性を示す低

分子代謝産物の少な く と も １つはスペルミ ジンであると推定された 。 4T1細

胞株のPanx1の欠損、 アポ トーシス阻害によるPanx1の活性化の抑制は、い

ずれも培養上清中へのスペルミ ジン分泌の低下を引き起こ し 、好中球の

NETs 形成が抑制されたと考えられる 。  
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 図 18   Controlおよび Panx1-KO 4T1 の培養上清中スペルミ ジン濃度 

Control および Panx1-KO 4T1 の培養上清中スペルミ ジン濃度を ELISA に

よって測定した 。 （ n=3 ） * p<0.05  
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  図 19  試薬グレードのスペルミ ジンによる NETs 形成の誘導 

骨髄由来好中球を 、試薬グレードのスペルミ ジンを用いて刺激し 、蛍光免疫

染色を行った 。  

赤 ： NETs に特徴的に見られる Cit-H3  

青 ： DAPI  
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第二節  スペルミ ジンがin vivoでの腫瘍増殖および NETs 形成に与える影響 

【 序論 】  

 前節での in vitro における検証から 、 4T1細胞株のアポトーシスによって

Panx1依存的に放出されたスペルミ ジンが、好中球の NETs 形成を促進し 、

腫瘍を促進していると考えられた 。本節では、 スペルミ ジンが腫瘍形成に与

える影響についてin vivoで検討するため、ポリア ミ ンの合成を担う酵素であ

る ODC （ ornithine decarboxylase ） を標的と した阻害剤 DFMO 

（ Eflornithine hydrochloride hydrate ） を 4T1腫瘍モデルマウスに投与し 、

腫瘍体積の経時的変化と最終的な腫瘍重量の比較を行った 。 また 、腫瘍内の

NETs 頻度を比較するために、腫瘍の組織切片を作製し 、 シ トルリン化ヒス

ト ンを免疫蛍光染色により検出し評価した 。  

 

【 実験材料 ・ 方法 】  

⑴  試薬 ・ 器具類 

・ RPMI-1640 with L-glutamine and phenol red ( 富士フ ィルム和光純薬株式

会社 )  

・ ペニシリン ・ ス ト レプ ト マイシン混合溶液 ( ナカライテスク )  

・ 2- メルカプ ト エタ ノール ( 富士フ ィルム和光純薬株式会社 )  

・ Fetal Bovine Serum FBS (CAPRICORN Lot:cp17-1930)  

・ ト リ プシン ・ EDTA溶液(0.25% trypsin, 0.02% EDTA Sigma) 

・ PBS (-) 粉末  「 ニ ッスイ 」 ( 日水製薬 )  

・ マイジェ ク ター ( テルモ 、 27G×1/2” 0.40× 13 mm)  

・ 4%PFA （ 4% パラホルムアルデヒ ド リン酸緩衝液 ） （ Wako ）  

・ スクロース （ Wako ）  

・ 川本法用凍結包埋剤 SCEM-(L1) （ SECTION-LAB ）  

・ ク リオモルド 2 号 （ サクラフ ァンテ ィ ッ クジャパン ）  
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・ コー ト スライ ドグラスフロンテ ィ アブルー （ 松浪硝子 ）  

・ TritonX-100 （ ナカライテスク ）  

・ Bovine Serum Albumin （ Sigma ）  

・ ロバ血清 （ Wako ）  

・ 抗シ トルリン化ヒス ト ン H3 抗体 （ 抗 Cit-H3 抗体 ）  (abcam)(ab5103) 

・ Goat anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor 647 (abcam)  

・ Alexa Fluor 488 Rat anti-mouse Ly6G Clone:1A8 (BioLegend)  

・ Alexa Fluor 488 Donkey anti-rabbit IgG Clone:Poly4064 (BioLegend)  

・ DAPI 封入剤 （ prolong Gold anifade reagent with DAPI ） (invitrogen)  

・ Eflornithine hydrochloride hydrate (DFMO) 

（ Cat:HY-B0744BMedChemexpress ）  

 

⑵  試薬の調製 

FBS 

 常温まで融解後、恒温槽で 56 ℃ , 30 分間の非働化処理を行った 。  

 

RPMI 培地 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

1xPBS 

 第一章第一節と同様に調製した 。  

 

30%スクロース溶液 

 w/v で30% となるよ うに超純水に溶解した 。  

 

浸透液 
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 PBSに TritonX-100 を終濃度 0.5% で添加して作成した 。  

 

ブロ ッキングバッ フ ァー   

PBSにBSAを終濃度10% 、 ロバ血清を終濃度 1% になるよ う調製した 。  

 

抗体希釈用バッ フ ァー 

 第一章第二節と同様に調製した 。  

 

⑶  使用機器 

FACS Aria II( セルソーター )(Becton Dickinson)  

 ク リオスタ ッ ト  HM550 

 共焦点レーザー顕微鏡  LEICA TCS SP8  

 

⑷  マウスがん細胞株 

 4T1はATCCから購入した 。  

 

⑸  マウス 

 第一章第一節と同様に扱った 。 4T1の移植 7 日後から 、 DFMO を飲み水

に 2% （ w/v ） で溶解し 、自由摂取させた 。  

 

⑹  方法 

ⅰ . 細胞培養 

 第一節と同様に行った 。  

 

ⅱ . がん細胞株の皮下移植 

4T1 を 3x104 cells 、 1xPBS 30 µl と Matrigel 30 µl( 計 60 µl) で懸濁し 、 マ
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イジェ ク ターに充填した 。雌性 BALB/c マウス （ 7 週齢 ） の右下腹部から背

中にかけてバリ カンで毛刈りをし 、 4T1細胞株を右脇腹に皮下移植した 。各

腫瘍モデルは 3 匹ずつ作成した 。本節では、がん細胞の移植から 19 日後に

腫瘍を単離し 、解析した 。  

 

ⅲ . 腫瘍サイズの測定 ・ 体積の計算 

 第二章第三節と同様に行なった 。  

 

ⅳ . 腫瘍の単離、包埋処理、 ブロ ッキング 

 第一章第二節と同様に行った 。  

 

ⅴ. Ly6Gおよび Cit-H3 の標識 （ 免疫染色 ）  

 第一章第二節と同様に行った 。  
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【 結果 ・ 考察 】  

 4T1 を移植したマウスへの DFMO の投与によって 、 スペルミ ジン合成を

阻害し 、 NETs 形成および腫瘍増殖への影響を検討した 。その結果、

DFMO 投与群のマウスの腫瘍は対照群と比較して腫瘍体積の増加の著しい

遅延と （ 図20A ）、 最終的な腫瘍重量の低下 （ 図20B ） が見られ、腫瘍形成

が顕著に遅延するこ とが示された 。 また 、蛍光免疫染色法によって腫瘍組織

中の NETs の検出を行った結果、 DFMO 投与群において NETs の形成頻度

が著し く 低下していた （ 図 21 ）。  

 これらの結果は、 in vitro の結果と一致して 、 スペルミ ジンが TAN の

NETs 形成を誘導しているこ とを支持するものである 。 また 、第二章で

NETs 形成は腫瘍の成長を促進するこ とが示されており 、 DFMO 投与によ

る腫瘍成長の遅延は、 スペルミ ジンの合成阻害によって NETs 形成が抑制さ

れた結果だと考えられた 。 DFMO の投与は腫瘍成長に対して非常に強い抑

制作用を示したが、 TAN の NETs 形成抑制に加えて 、 DFMO が NETs の

誘導抑制以外の作用や腫瘍微小環境中の免疫細胞など 4T1以外の細胞への作

用を介しても寄与している可能性が考えられる 。  

 以上、本研究により得られた結果をまとめると 、高頻度でアポトーシスを

起こす 4T1は、 Panx1依存的に TAN の NETs 形成を誘導するこ とにより腫

瘍形成を促進するこ とが明らかなった 。 さ らに 、 NETs の誘導による抗腫瘍

免疫の抑制機構と して 、 これまでに報告されている周囲のリンパ球の妨害に

加えて 、 TAN 自身の抗腫瘍活性が低下するこ とを明らかにした 。 また 、

4T1から Panx1を介して放出される低分子代謝産物に NETs 誘導活性がある

こ とを示し 、活性因子と してスペルミ ジンを同定した 。  
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       A                            B        

 

     図 20  腫瘍体積の推移 （ A ） と最終的な腫瘍重量 （ B ）  

4T1腫瘍モデルマウスに皮下移植の 7 日目以降、 Water または 2%DFMO を

自由摂取させた 。  

A ： Water または DFMO 投与マウスの腫瘍体積を皮下移植の 8 日目以降

2-3 日毎に測定した 。  

B ： Water または DFMO 投与マウスの腫瘍重量を皮下移植の 19 日後に測

定した 。  

（ n=3 ） * p<0.05 * * p<0.01  
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     図 21  DFMO 投与による NETs 形成への影響 

  Water および DFMO 投与マウスの 4T1腫瘍における NETs 形成を免疫

蛍光染色により解析した 。  

  緑 ： 好中球マーカー Ly6G  

  赤 ： NETs に特徴的に見られる Cit-H3  

  青 ： DAPI （ DNA を染色する ）  
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 がんは、正常な細胞へのがん遺伝子やがん抑制遺伝子の変異の蓄積によっ

て細胞が無秩序 ・ 無制限に増殖するこ とによって発症する 。変異の蓄積には

個人の遺伝子という先天的要因と 、生活習慣や他の病変、 DNA のエピジェ

ネテ ィ ッ クな変異などの後天的要因が複雑に絡み合う 。がん細胞は周囲に腫

瘍微小環境を構築し 、自身の増殖により有利になるよ うに周囲の免疫細胞な

どを教育 ・ 支配するこ とで成長し続ける 。  

 このよ うながんの支配的な環境の構築をがんの免疫逃避機構というが、近

年開発された免疫チェ ッ クポイン ト阻害剤はこれを打破し 、がんの根本的な

治療を可能にした 。 しかし 、不応答性の患者が多 く 、適用範囲が限定的と言

わざるを得ず、腫瘍組織中の免疫システムについてさ らなる理解が必要と さ

れている 。 よって本研究では、がんの新たな免疫逃避 （ 抑制 ） 機構を解明す

るこ とを目的と した 。  

 そこで本研究では、免疫チェ ッ クポイン ト阻害剤に応答性のマウス大腸が

ん細胞株 CT-26 と不応答性のマウス乳がん細胞株 4T1 を用い 、それぞれ腫瘍

モデルマウスを作製し研究対象と した 。 まず始めに、 これらの細胞株で誘導

した腫瘍の組織学的形態観察と 、腫瘍に浸潤する免疫細胞の割合の比較を行

った 。 CT-26 は腫瘍内に水分を多 く含み、立体的に成長する 。対して 4T1腫

瘍は、腫瘍内の水分は少な く 、徐々に厚みの増加が停滞し 、腫瘍の中央部分

から痂皮を形成し 、最終的には平たい形状を取る 。 このよ うな 4T1の腫瘍で

は表面のみでな く 内側でも高い頻度で細胞死が起きているこ とが予想された 。

一方で 、正常細胞のアポトーシス誘導時における組織の恒常性維持について

の新たな報告があった 。既述の通り 、正常細胞がPanx1を介して代謝産物を

放出し 、炎症を抑制するという知見である （ 13 ）。 また 、 4T1は遺伝子変

異の数が CT-26 に比べ少ない細胞株であるこ とが報告されている （ 23 ）。

総 合 討 論  
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このこ とから 、 4T1細胞はがん細胞であるにも関わらず、正常細胞と同様、

腫瘍という組織内でアポトーシスを利用して免疫を抑制するのではないかと

考えられた 。 また 、 フローサイ ト メ ト リーによって腫瘍中のミ エロイ ド系細

胞の割合を比較した結果、 4T1由来腫瘍における TAN の浸潤量が CT-26 に

比べて8-10倍程度も多いこ とが明らかになった 。そこで 、 4T1腫瘍の形態学

的特徴と TAN を多量に呼び込むという形質について着目し 、抗腫瘍免疫の

低下に関わるこ とが報告されている （ 7, 15 ） NETs が腫瘍で形成されてい

るかど うかと 、腫瘍におけるアポ トーシス頻度を検討した 。 その結果、 4T1

で誘導した腫瘍では、 TAN が高頻度に NETs を形成しており 、腫瘍内で多

数のアポトーシスが起きていた 。  

 NETs の形成が腫瘍の成長に与える影響を検討するため、 Padi4-/- マウス

に 4T1細胞株を移植したモデルを作製した 。 NETs 形成が起こらない

Padi4-/- マウスにおいて 、腫瘍の形成に遅延が確認されたため、 NETs は腫

瘍の成長を促進させるこ とが明らかになった 。 また 、抗腫瘍活性に関連する

遺伝子の発現を比較したと ころ 、 Padi4-/- マウスの TAN は野生型マウスの

TAN と比較して抗腫瘍活性が上昇していた 。 NETs 形成については、抗腫

瘍免疫の中枢である T 細胞や NK 細胞のがん細胞への接触を妨害する機能が

報告されているが （ 7 ）、 このよ うな他の免疫細胞の抑制 ・ 妨害のみでな く 、

好中球自体の抗腫瘍活性の低下も伴っているこ とを示している 。一部の腫瘍

において 、腫瘍の初期の TAN は N1 型の表現型が多 く 、腫瘍の肥大化と と

もに徐々に N2 型が支配的になるこ とが知られている （ 16 ）。 よって 、

4T1腫瘍においてもそのよ うに好中球の表現型が変化してい く こ とが予測さ

れる 。実際に 、 4T1腫瘍モデルにおいて比較的腫瘍サイズの小さかった個体

の TAN は、腫瘍サイズが大きかった個体の TAN と比較して N1 型を示す

マーカーであるICAM-1(intracellular adhesion molecule 1)の発現がわずかに

高かった 。好中球は N1 型、 N2 型に示されるよ うに腫瘍に対して抑制と促
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進の両面の作用を有しているが、 NETs を形成する好中球が N1 型、 N2 型

のどちらに相当するかは現時点では不明である 。  

 次に、 4T1 におけるPanx1が腫瘍形成に与える影響を調べるため、

Panx1-KO 株を作製した 。 Panx1の欠損により 、 in vitro における増殖力と

アポ トーシス頻度は変化しなかったが、 in vivoでは腫瘍の成長に遅延が見ら

れた 。 また 、 4T1 におけるPanx1の欠損は TAN の割合には変化を与えない

が、腫瘍の NETs 頻度が低下していたこ とから 、 NETs の形成には 4T1の

Panx1の発現が必要であるこ とが明らかになった 。 これらの結果から 、 4T1

腫瘍において 、 Panx1を介して放出された分子が NETs 形成を促進しており 、

NETs 形成は腫瘍促進に働 く と考えられた 。  

 さ らに 、 NETs の誘導に関わる分子を同定するために、 4T1細胞株の培養

上清を限外ろ過法により 3kDa で分画した 。骨髄由来好中球を 4T1の培養上

清の 3kDa 以上または以下の画分で刺激した場合、特に 3kDa 以下の画分に

おいて高頻度で NETs が誘導されていた （ 未発表データ ）。 これまでに 、

4T1腫瘍における NETs 誘導に関わる因子と して G-CSF やIL-8が報告され

ているが （ 17, 7 ）、 これらは 3kDa 以上の分子である 。 3kDa 以下の画分

が NETs をより誘導していたこ とから 、 これら以外に強 く NETs を誘導する

低分子が存在するこ とが示された 。正常細胞がPanx1を介して放出する免疫

抑制性の分子と して報告されているのは全て 3kDa 以下の低分子であり 、

4T1から Panx1を介して放出される低分子が NETs を誘導するこ とを示唆す

る結果となった 。実際に、 Pax1 KO 4T1の培養上清およびアポトーシス阻害

剤を用いるこ とにより 、培養上清中の NETs 誘導活性をもつ低分子は、 アポ

トーシスおよびPanx1依存的に放出されるものであるこ とが示された 。  

Panx1を介して放出する免疫抑制性の分子と して 、 ATPやスペルミ ジンが

報告されている 。 これらのう ち 、 ATPは既に NETs 形成を促進する因子と し

て同定されており （ 18 ）、 4T1培養上清による NETs 誘導活性の一部は
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ATPによるものである可能性も考えられる 。一方で 、複数の乳がん細胞株に

おいて 、 スペルミ ジン自体の産生やポリア ミ ンの合成に関わる遺伝子の発現

が高いこ とが報告されている （ 14 ） こ とから 、本研究では特にスペルミ ジ

ンに注目した 。乳がんの細胞株である 4T1は、 スペルミ ジンの産生によって

NETs を誘導していると仮定し 、 スペルミ ジンが NETs 形成に与える影響に

ついて in vitro で検討した 。 Panx1-KO の 4T1細胞株は、培養上清中のスペ

ルミ ジン濃度が減少しており 、 さ らに試薬グレードのスペルミ ジンが NETs

を誘導したこ とから 、 4T1細胞株は、 アポ トーシスに伴ってPanx1依存的に

スペルミ ジンを放出し 、 NETs の形成を誘導すると考えられた 。  

 生体内のスペルミ ジンは加齢と と もに減少するが、摂取するこ とによりオ

ー ト フ ァジーやタンパク質翻訳、 ミ ト コン ド リア代謝の活発化などにより加

齢関連病態を改善または遅らせるこ とが知られている 。最近のがん研究で 、

スペルミ ジンが、加齢に伴って低下する T 細胞の免疫力を回復させ、老齢 ・

若齢マウス両方における PD-1 チェ ッ クポイン ト阻害剤によるがんの治療効

果を促進するという報告があった （ 19, 20 ）。 具体的なメ カニズムと しては、

スペルミ ジンが、 ミ ト コン ド リアに存在する脂肪酸酸化の中心的酵素に直接

結合し 、その酵素活性を増強するこ とでCTLの増殖力 ・ エフ ェ ク ター機能を

高めるという ものである 。 これは、 スペルミ ジンが抗腫瘍免疫を増強すると

いった効果を示す報告であるが、本研究では逆に、 スペルミ ジンが TAN の

NETs 形成を介して抗腫瘍活性の低下を誘導する作用を持つこ とを初めて明

らかにした 。  

 最後に 、 in vivoにおけるスペルミ ジンの影響を検討するために、 4T1担

がんマウスに DFMO を投与し 、ポリア ミ ン合成を担う酵素を阻害した 。そ

の結果、著し く腫瘍の形成が遅延し 、腫瘍内では NETs 形成が抑制されてい

た 。一部のがんにおいて 、 DFMO は腫瘍に浸潤する免疫抑制性の細胞の機

能を低下させ、 CTLの細胞傷害活性を回復させるという報告がある （ 21 ）。
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よってこの実験系では、 この作用に加えて NETs 形成の抑制により相乗的に

抗腫瘍免疫が活性化され、非常に強 く腫瘍の成長が抑制されたと考えられる 。

なお 、ポリア ミ ンの合成は、 アルギニン→オルニチン→ポリア ミ ンという経

路による 。 アルギニンは T 細胞の抗腫瘍活性に必要な栄養素であるこ とから

（ 22 ）、 4T1細胞株は T 細胞と競合的にアルギニンを要求するこ とで T 細

胞を不活性化すると と もに 、 アルギニンから産生されるスペルミ ジンにより

NETs を誘導して T 細胞による攻撃を阻害する 、 といった一石二鳥の免疫抑

制機構を備えていると も考えられる 。  

 以上の結果から 、 4T1細胞がアポトーシスを起こす際、 Panx1を介してス

ペルミ ジンを分泌し 、 TAN の NETs を誘導し抗腫瘍免疫を低下させるこ と

を明らかにした （ 図 22 ）。 また 、がん細胞は増殖に有利な微小環境を構築

するためのプロセスと して 、 “ 積極的にアポトーシスを起こす ” という手段

を持っており 、それは正常な組織と同様、生理的意義があるこ とを示してい

る 。 4T1細胞株は免疫チェ ッ クポイン ト阻害剤に不応答性の細胞株であるた

め、本研究で明らかにした免疫抑制機構が、免疫療法に不応答の患者に対す

る 、新たな治療標的になる可能性が期待される 。   
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     図 22  本研究で明らかにした免疫抑制機構   

がん細胞は、 アポ トーシスの際に活性化されるPanx1を介してスペルミ ジン

を放出し 、好中球の NETs 形成を誘導する 。腫瘍微小環境における NETs の

形成は抗腫瘍免疫を低下させ、がん細胞の増殖をサポートする 。  
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