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研究成果の概要（和文）：PD-1免疫チェックポイント阻害剤は、現行の標準療法より高いQOLの維持が期待でき
るが、奏功率は10%～30%程度である。そこで、本研究課題においては、PD-1免疫チェックポイント阻害剤と組み
合わせる細胞製剤、高低分子製剤の探索を行った。細胞製剤に関してしては、γδ型T細胞を選択し、その効率
的な培養法を確立した。この際、γδ型T細胞の増殖誘導には第4世代ビスホスホン酸を用いた。高分子製剤に関
しては、大腸菌で発現させた製剤を用いてPD-1免疫チェックポイント阻害剤の効果が改善されるか検討を行っ
た。低分子製剤に関しては、長崎大学創薬ライブラリーなどをスクリーニングし、ヒット化合物を得た。

研究成果の概要（英文）：PD-1 immune checkpoint inhibitors are expected to maintain a high level of 
QOL, compared to the current standard therapies, whereas the efficacy is only 10%~30%. In this 
study, we explored cell preparations and high/low molecular-weight therapeutics that had synergistic
 effects when combined with the antibodies. Regarding cell preparations, we selected gammadelta T 
cells and established an efficient expansion protocol for expansion of the cells, in which the 
fourth-generation bisphosphonate was used. When it comes to high molecular-weight therapeutics, we 
used an E. coli expression system and examined the synergistic effect of the proteinaceous 
preparations with PD-1 immune checkpoint inhibitors. As for low molecular-weight therapeutics, we 
screened a Nagasaki University chemical library and obtained several hit compounds.

研究分野： がん免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PD-1免疫チェックポイント阻害剤を用いたがん免疫治療研究は1999年頃から開始され、実際に動物実験で抗
PD-L1抗体の抗腫瘍効果が確認されたのは2001年頃であった。この時から、奏功率の低さが問題となっていた
が、奏功率の改善は困難であった。本研究課題においてはPD-1免疫チェックポイント阻害剤との併用剤を、低分
子、高分子、細胞製剤の中に見出すことができた。今後、これらの製剤に関して臨床試験を行い、その併用効果
が確認できれば、これまでの適用症例に関してより高い奏効率が期待できるだけでなく、適応症例とならなかっ
た他のがん種についても新たな適用を取得できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒト化モノクローナル抗体作成技術の発展により、近年、自己免疫疾患やがんにおいて治療

のパラダイムシフトが起こっている。特にがん治療において、副作用がきわめて少なく、従来
の化学療法や放射線療法と同等以上の奏功率を示す抗PD-1抗体および抗PD-L1抗体などの免疫
チェックポイント阻害剤が注目されている。申請者らは、1999 年から 2000 年にかけて抗 PD-L1
抗体を作成し(Nishimura, H., Okazaki, T., Tanaka, Y., et al. Science 2001; Okazaki, T., 
Tanaka, Y., et al. Nature Med. 2003)、in vitro および in vivo において抗腫瘍効果がある
ことを見いだした(Iwai, Y., Ishida, M., Tanaka, Y., et al. PNAS 2002)。さらに、PD-L1
および PD-1/PD-L1 の結晶を作成し、三次構造を明らかにすることにより、免疫チェックポイン
トの作用機序を明らかにした(Lin, D., Tanaka, Y., et al. PNAS 2008)。その後、これら動
物実験の手法が臨床応用され、悪性黒色腫、肺がん、腎臓がんなどにおいて免疫チェックポイ
ント阻害剤が高い奏功率を示すことが明らかになり、グローバルにおいて薬事承認後、上市さ
れている。現在、本邦では悪性黒色腫に対して免疫チェックポイント阻害剤が認可されている
が、その他の肉腫やがん症例においても第 II 相臨床試験が進んでいる。しかし、肺がんや腎臓
がんでも奏功率は 30%～40%にとどまり、奏功率をさらに改善するためには、免疫チェックポイ
ント阻害剤による抗腫瘍効果に関して、分子レベルにおける作用機序の解明が必須である。 
 

２．研究の目的 
PD-1 免疫チェックポイント阻害剤の作用分子メカニズムを考慮すると、抗腫瘍効果を上げる

には複数のアプローチがある。まず、PD-1 免疫チェックポイント阻害剤は、エフェクターT細
胞に作用して、そのエフェクター作用を亢進することから、免疫エフェクターT 細胞の数自体
が重要になる。すなわち、ある程度のエフェクターT細胞の数が確保されないと PD-1 免疫チェ
ックポイント阻害剤の効果は期待できない。実際、がん症例においては免疫エフェクターT 細
胞が減少している例が多く見られることから、何らかの方法で、がん患者の免疫エフェクターT
細胞の数を増やすことができれば、PD-1 免疫チェックポイント阻害剤の奏功率を上げることが
可能になる。次に、PD-1 免疫チェックポイント阻害剤の効果が、細胞保護作用にあるならば、
その作用をさらに増強させる薬剤を用いることにより PD-1 免疫チェックポイント阻害剤の奏
功率を上げることが可能となる。具体的には、細胞保護作用を高める高分子製剤あるいは低分
子製剤を開発すればよいことになる。このように本研究課題においては、現在、抗がん治療法
のパラダイムシフトをおこしつつある PD-1 免疫チェックポイント阻害剤の奏功率をさらに改
善するために、細胞製剤、高分子製剤、低分子製剤を探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
【平成 28年度】 
健常人、肺がん患者、成人 T細胞白血病患者、乳がん患者などから末梢血を取得し、フィコ

ール濃度勾配遠心分離により単核球を調製する。これを培地に懸濁し、第 4世代ビスホスホン
酸を作用させ(田中：特願 2014-257451；田中：特願 2015-18260)、誘導する(Tsuda J., Tanaka, 
Y., et al. J. Immunol. 2011)。培養後、95%以上のの精製度で Vγ2Vδ2型のγδ型 T細胞を
回収し、液体窒素で凍結保存する。この細胞標品に関しては、細胞表面マーカーの検討を行い、
その特性を健常人とがん患者の間で比較検討する。次に、PD-L1 を発現する腫瘍細胞を用いて、
PD-1 発現γδ型 T細胞の抗腫瘍効果を検討する。細胞障害性検定にはテルピリジン誘導体を用
いた非 RIアッセイシステムを用いる(田中：特願 2014-73475)。次に in vivo での解析を行う。
まず、ルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ PD-L1 発現腫瘍細胞を NOG マウスに投与する。これ
に、PD-1 を発現するγδ型 T 細胞を投与し、さらに、抗 PD-1 抗体あるいは抗 PD-L1 抗体を投
与する。そして、ルシフェリンを投与することにより、腫瘍細胞の消長を photon flux により
観察する。このようにして、PD-1発現γδ型T細胞の抗腫瘍作用を抗PD-1抗体あるいは抗PD-L1
抗体で増強できることが明らかになった場合、γδ型T細胞のex vivo培養条件の検討を行う。
これは、γδ型 T細胞を ex vivo で刺激する際、PD-1 発現はγδ型 T細胞の活性化マーカーと
なり得るため、PD-1 の発現の高いγδ型 T 細胞を効率的に取得できる方法を確立することが、
がん免疫療法を行う上で重要な技術となるためである。具体的には、末梢血単核球を刺激する
際の、添加物濃度、添加のタイミング、培地の選択、培養皿コーティング剤の選択、培養時間
などの詳細な検討を行う。 
【平成 29年度】 
 PD-1 免疫チェックポイント阻害剤と相乗作用を示す高分子製剤の探索を行う。具体的には、
細胞保護作用がある因子を PD-1 免疫チェックポイント阻害剤と組み合わせることにより、どの
程度の抗腫瘍効果の亢進があるのか詳しく検討する。まず、in vitro の検討においては、白血
病患者由来の末梢血単核球に第 4世代ビスホスホン酸を作用させ、10日後に白血病細胞がどの
程度減少しているか検討を行う。次に in vivo の検討においては、担がんマウスに抗 PD-1 抗体
あるいは抗 PD-L1 抗体を投与し、その際、細胞保護因子投与により腫瘍増殖がどの程度遅延す
るか検討を行う。このようにして、細胞保護因子の相乗作用が明らかになった場合には、細胞
保護因子の avidity 増強を行う。まず細胞保護因子の 2量体を作成し、その avidity 変化を確
認する。そして、その 2 量体化の効果が確認された場合には、4 量体の作成を行う。その際に
は、通常の BirA/Streptoavidin 法と Tamavidin 法を用いる。そして、この細胞保護因子 4量体



を用いて、上記 in vitro および in vivo 試験を行い PD-1 免疫チェックポイント阻害剤との相
乗作用に関して検討を行う。 
【平成 30年度】 
 平成 30 年度は、PD-1 免疫チェックポイント阻害剤と相乗作用を示す低分子製剤の探索を行
う。まず、ヒト末梢血に第 4世代ビスホスホン酸を作用させ、γδ型Ｔ細胞を増殖誘導し、エ
フェクター細胞として用いる。一方、PD-L1 を強制発現させたヒト腫瘍細胞に、テルピリジン
誘導体を 25μM で作用させ、RPMI1640 培地で洗浄した細胞を標的細胞として用いる。アッセイ
系としては、標的細胞 105個に対して、エフェクター細胞 105個を作用させ、60 分後に細胞培
養上清を回収する。ここに、ユーロピウムを添加することによりキレートを形成させる。この
ランタノイド系金属を含有するキレートは励起すると時間分解蛍光を発するためバックグラウ
ンドの低い測定が可能になる。この系に低分子化合物ライブラリーを添加することにより、細
胞障害性を亢進する化合物の探索を行う。具体的には、東京大学創薬機構の 21万種の化合物、
京都大学の 3万種の化合物、大阪大学の 6万種の化合物に加え、天然物エキストラクトとして
長崎大学に保有されている 2万種の海洋微生物ライブラリーをスクリーニングすることにより、
PD-1 免疫チェックポイント阻害剤と併用効果が期待される化合物を取得する。この際、長崎大
学薬学部に設置された大型スクリーニング機器を用いて、効率的なスクリーニングを行う。こ
のようにしてヒット化合物が得られた場合には、合成最適化を行う。アカデミアにおける合成
最適化は従来困難とされてきたが、長崎大学では、薬学部合成系研究室の連携により多くの研
究者および学生が化合物合成に携わり、効率的な合成システムが構築されているため、他大学
と比較し機能的な合成最適化運営が可能になっている。このようにしてヒット化合物からリー
ド化合物の取得を行った後、安全薬理試験を行う。この際にも、長崎大学の薬学部臨床系研究
室の協力の下、効率的な ADME/Tox 試験を行う。 
 
４．研究成果 
【平成 28年度】 
健常人およびがん患者から末梢血を取得し、単核球を調製した。これに第 4世代ビスホスホ

ン酸を作用させ、95%以上の精製度で Vγ2Vδ2型のγδ型 T細胞を調製し、細胞表面マーカー
の解析を行った。次に、PD-L1 を発現する腫瘍細胞を用いて、PD-1 発現γδ型 T細胞の抗腫瘍
効果を非 RI アッセイシステムを用いて検討した。その結果、PD-1 免疫チェックポイント阻害
剤に高い抗腫瘍効果が認められた。次に in vivo での解析を行った。その結果、PD-1 発現γδ
型T細胞の抗腫瘍作用を抗PD-1抗体あるいは抗PD-L1抗体で増強できることが明らかになった。
さらに、末梢血単核球を刺激する際の、添加物濃度、添加のタイミング、培地の選択、培養皿
コーティング剤の選択、培養時間などの詳細な検討を行った。 
【平成 29年度】 
 PD-1 免疫チェックポイント阻害剤と相乗作用を示す高分子製剤の探索を行った。まず、in 
vitro の検討では、白血病患者由来の末梢血単核球に第 4 世代ビスホスホン酸を作用させ、腫
瘍細胞の減少を確認した。次に、担がんマウスに抗 PD-1 抗体あるいは抗 PD-L1 抗体を投与し、
細胞保護因子投与の腫瘍増殖抑制効果を確認した。また、細胞保護因子の 2量体および 4量体
が、in vitro および in vivo 試験において高い抗腫瘍効果を示した。 
【平成 30年度】 
 PD-1 免疫チェックポイント阻害剤と相乗作用を示す低分子製剤の探索を行った。その際、長
崎大学オリジナル化合物ライブラリーなどのアカデミア創薬ライブラリーを、長崎大学薬学部
に設置された大型スクリーニング機器を用いて、効率的にスクリーニングした。その結果、20
個のヒット化合物が得られ、最適化合成を進めた。また、最適化された化合物に関して、安全
薬理試験を行った。 
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