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研究成果の概要（和文）：細胞表面に発現する分子を標的とした免疫治療法の開発を目的として、

mRNA を抗原とした樹状細胞療法と抗体療法について検討した。樹状細胞療法については、マ

ウスモデルによる前臨床研究を行った後に、肝・胆・膵癌患者への臨床応用を実施した。抗体

療法については、先ずは癌幹細胞に発現する分子を探索した。その結果、大腸癌で高率に発現

する受容体分子 Frizzled-7 を見出し、治療標的分子となり得ることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：For the purpose of development of the immunotherapy targeting cell 
surface antigenic molecules, we evaluated dendritic cell therapy using mRNA as antigen 
and antibody therapy in this study. For dendritic cell therapy, we performed the preclinical 
studies with several mouse models and then its clinical application in liver, biliary and 
pancreatic cancer patients. With regard to antibody therapy, we examined the molecules 
that express in cancer stem cells and found that a receptor molecule, Frizzled-7, is highly 
expressed in colorectal cancer and could be a potential therapeutic target. 
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１． 研究開始当初の背景 
 次のような当初の研究背景に基き本研究

を立案した。 
（１）MUC1 ペプチドワクチン療法の第１相

臨床試験：切除不能膵癌 5 例、再発膵癌 1 例、

再発胆管癌 3 例の計 9 例において安全にワク

チン投与(ペプチド量 300 μg 3 例、1000 μg 2
例、3000 μg 4 例)を終了し、第 1 相試験を完

了した。全例において注射局所の発赤を認め

たが、軽度であり薬物療法を必要とした例は

なかった。再発胆管癌の１例で腫瘍マーカー

の低下を認め、現在も生存中である。しかし、
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明らかな clinical responseは認められなかっ

た。 
（２）膵癌における血中抗 MUC1 IgG 抗体

の測定：膵癌患者血中の抗 MUC1 IgG 抗体

レベルを EIA 法にて測定し、各種臨床病理学

的因子との関連を検討した結果、生存期間と

有意な相関を認め、独立した予後因子である

ことが明らかとなった。 
（３）樹状細胞への mRNA 導入の基礎的検

討および in vitro CTL の誘導：発現レベルの

追跡が容易な EGFP mRNA を用いて、リポ

ソームによる樹状細胞への導入効率の検討

を行い、以下の点を明らかにした。１）mRNA
およびリポソーム濃度の至適条件を明らか

にした。２）この条件下で、HLA の異なる

複数の健常者ドナーから、in vitro EGFP 特

異的 CTL 活性を ELISPOT アッセイおよび
51Cr リリースアッセイで証明した。３）PHA
刺激リンパ球などの浮遊細胞に対しても

EGFP ｍRNA の導入が可能であり、実際、

本 mRNA 導入自家リンパ球は、ELISPOT
アッセイにおける stimulator として有用で

あった。 
（４）mRNA 導入樹状細胞による in vivo 抗

腫瘍効果の前臨床研究：マウス B16 メラノー

マあるいは EL4 リンパ腫を C57BL/6 マウス

背部皮下に移植後、mRNA 導入樹状細胞

（DC）を 3 日目から１週間おきに２回投与

しその抗腫瘍効果を観察した。B16 メラノー

マでは、TRP2 mRNA + DC および T-E-T + 
DC 群において有意な腫瘍増殖の抑制が認め

られた。peptide + DC および T-E + DC 群で

も抑制傾向を認めた。次に生存期間を

Kaplan-Meier 法にて検討したところ、TRP 
-2 mRNA + DC、T-E + DC、T-E-T + DC の

いずれの群でも有意な生存期間の延長を示

した。peptide + DC 群では生存期間の延長 
を認めなかった。T-E + DC 群の腫瘍抑制効 
果に対して、抗 CD4 および抗 CD8 抗体の影 
響を検討したところ、いずれの抗体投与群で 
も有意な腫瘍抑制効果の消失を認めた。 
（５）胃癌及び大腸癌における Class II 
transactivator 遺伝子のメチル化：メチル化

の基礎的検討を進めると共に、クラス II 分子

の発現に必須である class II transactivator
遺伝子のメチル化を培養細胞下部および臨

床検体を用いて明らかにし、免疫療法と脱メ

チル化療法との併用療法の可能性を示した。 
（６）大腸癌における SFRP 遺伝子のメチル

化：大腸癌細胞において Wnt のインヒビタ

ーであるSFRP遺伝子のメチル化を明らかに

し、Wnt および FZD が免疫療法の標的とし

て重要であることを示唆した。 

（７）mRNA 導入樹状細胞の臨床試験：平成

16年度に学内倫理委員会承認を得ているが、

GMP 準拠の cell processing center (CPC)で
実施すべく、現在手順書の作成を進めている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、癌細胞表面抗原分子を標的と 
して次の 2 点につき検討し、新しい免疫治療

法を確立することを目的とする。（１）mRNA
を抗原とした樹状細胞療法、（２）モノクロ

ーナル抗体療法。この際、細胞表面治療標的

分子について併せて検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）樹状細胞療法の前臨床研究 

マウスリンパ腫細胞株 EL4細胞の皮下腫瘍

モデル、マウス脳腫瘍細胞株 KR158B を脳内

接種して作成した脳腫瘍モデルを用いて

mRNA 導入樹状細胞療法の in vivo 効果を検

討する。 
（２）モノクローナル抗体の作成 
癌幹細胞に発現する抗原に対するモノク

ローナル抗体を作成する。 
（３）樹状細胞療法の臨床研究 

平成 17 年年 5 月より cell processing 
center（CPC）が稼動したため、CPC での臨

床研究を実施する。 
（４）細胞表面治療標的分子の探索と解析 
 とくに癌幹細胞とも関連する Wnt シグナ

ル経路に関る分子群の発現、機能について検

討する。 
 
４．研究成果 

（１）樹状細胞療法の前臨床研究 
①マウスリンパ腫細胞株 EL4 の皮下腫瘍に

対 す る receptor for hyaluronan-mediated 
motility (RHAMM) mRNA 導入樹状細胞療法

の効果を検討し、明らかな抗腫瘍効果に加え

て、その作用機序として CD4+Ｔ細胞の関与

を明らかにした。②マウス脳腫瘍細胞株

KR158B を脳内接種して作成した脳腫瘍モデ

ルに対する効果も検討した。RHAMM mRNA
導入樹状細胞を用いた治療群で有意な生存

期間の延長を認めた。また、脳腫瘍組織内に、

T 細胞を中心とした明らかなリンパ球浸潤

を認めた。脳腫瘍モデルによる治療効果は、

標的分子を intreleukin-13 receptor alpha 2 に変

えても同様であった。 
（２）樹状細胞療法の臨床研究 

 CPC を使用した臨床研究「肝および胆・膵

の高度進行癌に対する腫瘍抗原 mRNA 導入

樹状細胞療法の第１相試験」を平成 21 年 3
月から開始した。胆・膵の高度進行癌を中心



 

 

に症例を蓄積しつつある。研究室レベルでの

同様の臨床研究も平成 20 年 9 月より並行し

て実施しており、肝細胞癌の１例が CR を示

し、残肝機能の低下した肝細胞癌症例におけ

る治療法として注目している。 
末梢血単核細胞（PBMNC）を利用した簡

便なモニタリング法を確立した。PBMNC に

結核菌抗原 85A の mRNA を導入して刺激細

胞とし、自己 PBMNC と１晩培養した後、フ

ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 抗 原 特 異 的

interferon-γ（IFN−γ）産生 CD4+又は CD8+ 
T 細胞を検出することが可能となった。10 名

の健康人ボランティアを対象とした検討で

は、5 名に IFN−γ 産生 CD4+又は CD8+ T 細

胞が検出された。同時にツベルクリン皮内テ

ストと HLA-A/B タイピングを行ったが、陽

性例はすべて皮内テスト陽性者であった。特

定の HLA-A/B タイプとの関連は認めなかっ

た。皮内テスト陰性者を含め、IFN−γ 産生 T
細胞が検出されなかった者について、85A 
mRNA 導入 PBMNC と自己 PBMNC を１週

間共培養した後、新たに作成した 85A mRNA
導入 PBMNC で１晩再刺激してアッセイを 
行ったところ、全例で IFN−γ 産生 T 細胞が

検出された。この結果は、結核菌抗原に感作

されていない個体であっても、樹状細胞によ

る能動免疫を繰り返すことによって IFN−γ 
産生 T 細胞が検出可能になることを示唆し

た。 
（３）細胞表面治療標的分子の探索と解析 

Cancer stem cell を標的とした治療法を目

指して、その主要なシグナル経路の１つであ

る Wnt シグナル経路の受容体を標的候補分

子と考え、frizzled（FZD）遺伝子ファミリ

ー（FZD1~10）の発現を大腸癌細胞株で検討

した。その結果、FZD7 が多くの細胞に共通

して高発現しており、主要な役割を担ってい

ると推測された。 
６種類の大腸癌細胞株にFZD7を過剰発現

させると、すべての細胞株で Tcf 活性の増大

が認められ、Tcf 標的遺伝子（myc, cyclin D, 
Jun, CD44, VEGF, surviving, Id2）の発現レ

ベルも増加した。一方、siRNA により内因性

のFZD7を抑制すると、すべての細胞株でTcf
活性は低下し、Tcf 標的遺伝子の発現レベル

も低下した。これらの大腸癌細胞株はすべて

APCまたはCTNNB1の変異を有していたこ

とから、Wnt シグナル経路の活性化はこれら

の遺伝子変異だけによるものではなく、上流

のシグナルも活性化に重要な役割を果たし

ていることが明らかとなった。 
さらに、FZD7 に対する siRNA を多数作成

し、その中から最も強力な抑制作用を示すも

のを選んで実験を進めた。Si-RNA による in 
vivo 抗腫瘍効果を明らかにするために、

si-RNA導入stable transfectantsを大腸癌細

胞株 HCT-116 を用いて作成した。本

transfectants は、親細胞と比較して、明らか

なコロニー形成の低下、Tcf 活性の低下、in 
vitro 浸潤能の低下、wnt 標的遺伝子発現の

低下を示した。 SCID マウスにおける

HCT-116 の肝転移モデルを用いて in vivo 効

果を検討した結果、siRNA導入 transfectants
は明らかな肝転移の減少を示した。これらの

成績はFZD7が治療標的として有用であるこ

とを支持するものと考えられた。 
 135例の大腸癌組織におけるFZD7 mRNA
の発現レベルを定量PCRにて検討した結果、 
大腸癌組織では非癌組織に比べて有意に高

値を示した。術後再発例では非再発例よりも

高く、高値例では全生存期間も有意に短縮し

ていた。さらに、FZD7 のリガンドの１つと

される wnt11 の発現も調べたところ、両者の

発現は有意に相関しており、wnt11 mRNA
レベルも非癌組織に比べて大腸癌組織で有

意に高値を示した。 
 Wnt シグナル経路に関る分子を検討する

過程で、細胞表面分子ではないが、Twist1 の

メチル化頻度が大腸癌で顕著に高頻度であ

ることも見出した。下図に示すように、非癌

部粘膜 3.7%に対して癌部では 90.0%がメチ

ル化されており、本定量メチル化測定法の感

度は 90.0%、特異度は 93.7%であることを明

らかにした 
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