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研究成果の概要（和文）：本研究では腫瘍抗原の発現低下による免疫逃避を克服するため、単一の腫瘍抗原では
なく、腫瘍細胞のもつ多様な抗原を標的とするという観点から、腫瘍細胞にXCL1遺伝子を導入し、放射線照射に
より非増殖性としたXCL1腫瘍細胞ワクチンを新規に開発し、腫瘍細胞が優れたCTL誘導能を有するXCR1+ DCに優
先的に送達されることで、強力な抗腫瘍効果の発揮することを明らかにした。XCR1+DCは強力な抗腫瘍免疫を誘
導できる樹状細胞であり、XCL1はXCR1と親和性のある特異的なリガンドである。

研究成果の概要（英文）：In order to overcome the immune escape due to the decreased expression of 
tumor antigens, the XCL1 gene was introduced into tumor cells from the viewpoint of targeting 
various antigens possessed by tumor cells, rather than a single tumor antigen. Newly developed a 
non-proliferative XCL1 tumor cell vaccine showed a strong antitumor effect by being preferentially 
delivered to XCR1+ DC that have excellent CTL inducing ability. XCR1+DC are dendritic cells capable 
of inducing strong antitumor immunity, and XCL1 is a specific ligand with affinity for XCR1.

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： 腫瘍細胞ワクチン　XCR1　樹状細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数の腫瘍抗原に対するCTLを誘導すること、がん細胞独自の遺伝子変異に伴って新たに生まれた変異抗原
（neoantigen）に対するCTLを誘導することは、腫瘍免疫における課題の一つである標的腫瘍抗原の発現低下を
克服する有望な戦略である。臨床応用を念頭に置いた場合、種々の抗原やneoantigenの一つ一つにXCL1を連結さ
せたワクチンを作製することは困難であることから、本研究では腫瘍細胞自身にXCL1を発現させたのち、放射線
照射した非増殖性XCL1発現腫瘍細胞ワクチンを開発し、その抗腫瘍効果をマウス実験で証明した。本研究成果は
臨床応用を見据えた新規がん免疫療法の基盤的研究となりうる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
樹状細胞には CTL を活性化するサブセットや、液性免疫、すなわち抗体産生を支持するヘルパ
ーT 細胞（Th 細胞）を活性化するサブセットが存在し、また、免疫応答にブレーキをかける機
能を持ったサブセットも存在する。腫瘍免疫において樹状細胞は CTL 誘導のための抗原提示を
行う要となる免疫担当細胞であるが、これまでのがんワクチンによる腫瘍免疫治療では、これら
の多様なサブセットに送達されるため、抗腫瘍効果が十分発揮できない。今回我々が注目したの
は、CTL 誘導活性の強い樹状細胞サブセットとして、ケモカイン受容体 XCR1 を発現する樹状
細胞（XCR1+ DC）である。報告では、XCR1+DC を in vivo で欠失させられる遺伝子改変マウ
スを用いて、in vivo におけるウイルスや細菌の感染および癌に対する CTL の誘導に XCR1+ DC
が必須であることが証明されている（Yamazaki. J Immunol 2013;190:6071-82, Shimizu. J 
Immunol 2013;190:5609-19. Eickhoff. Cell 2015;162:1322-37, Kitano. PNAS 2016;113:1044-
9）。本申請者らは XCR1 の特異的なリガンドである XCL1 に腫瘍抗原ペプチドを連結させるこ
とにより、腫瘍抗原ペプチドが XCR1+ DC に選択的に送達され、有効な抗腫瘍免疫が誘導でき
ると仮説した（図１）。これまでの研究で、OT-I ペプチド、OVA タンパクに比較して、mXCL1-
OT-I をマウスに投与した場合に特異的 IFN-γ産生の誘導が顕著に認められた。また、マウス
XCL1（mXCL1）とがん抗原ペプチドを融合させたタンパク（mXCL1-ペプチド連結ワクチン）
を作製し、マウス腫瘍モデルにおいて OVA 発現腫瘍細胞株（メラノーマ細胞株 B16-OVA）に
対する抗腫瘍効果を検討した。OT-I ペプチド、OVA タンパク、および mXCL1-OT-I を 1 週間
間隔で 2回ワクチンし、投与後 7日目にOVA発現B16癌細胞株を接種した。結果としてmXCL1-
OT-I で最も強い抗腫瘍効果が認められた。抗原のモル数を考慮すると、OT-I ペプチド、OVA タ
ンパクは、各々モル数に換算して、mXCL1-OT-I の 133 倍、15 倍の抗原を含んでいる。この点
を考慮すると、mXCL1-OT-I の有効性は極めて高かった（Mizumoto, et al Br J Cancer 2020）。 
一方、腫瘍免疫において、腫瘍細胞の heterogeneity に起因する標的腫瘍抗原の発現低下が課題
である。この課題を克服する方法として、単一の抗原ではなく、複数の腫瘍抗原に対する CTL
を誘導すること、あるいはがん細胞独自の遺伝子変異に伴って新たに生まれた変異抗原
（neoantigen）に対する CTL を誘導することが挙げられる。臨床応用を念頭に置いた場合、種々
の抗原や neoantigen の一つ一つに XCL1 を連結させたワクチンを作製することは困難である
ことを勘案し、実臨床を見据えた新たな戦略として、腫瘍細胞自身に XCL1 を発現させたのち、
放射線照射した非増殖性 XCL1 発現腫瘍細胞ワクチンを着想するに至った。腫瘍細胞自身をワ
クチンすることで、腫瘍細胞のもつ多様な抗原に対応する CTL を誘導し、さらに XCL1 を腫瘍
細胞の細胞膜上に発現させることで、強力な CTL 誘導能をもつ XCR1+ DC に選択的に送達す
ることが理論的に可能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究では腫瘍抗原の発現低下による免疫逃避を克服するため、単一の腫瘍抗原ではなく、腫瘍
細胞のもつ多様な抗原を標的とするという観点から、腫瘍細胞に XCL1 遺伝子を導入し、放射
線照射により非増殖性とした XCL1 腫瘍細胞ワクチンを新規に開発し、腫瘍細胞が優れた CTL
誘導能を有する XCR1+ DC に優先的に送達されることで、多様な腫瘍抗原に対する CTL が誘
導され、強力な抗腫瘍効果の発揮することを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
腫瘍細胞が優れた CTL 誘導能を有する XCR1+DC に優先的に送達されることで、多様な腫瘍抗原に
対する CTL が誘導され、強力な抗腫瘍効果の発揮することを明らかにする。方法、手順は次の通
りである。 
① pcDNA3 ベクターのインサート領域に XCL1 遺伝子を導入し、マウス大腸癌由来細胞である

MC38 へリポフェクションしたのちドラッグセレクションを行い、limiting dilution により
XCL1 発現 MC38 クローンの絞り込みを行う。PCR と XCL1 ELISA 定量にて最も XCL1 を産生し
ている細胞株を同定し、本実験で用いる XCL1 産生腫瘍細胞（XCL1MC38）とする。 

② XCL1MC38 の in vivo での増殖能を検討する。WTマウスに MC38、XCL1MC38 を接種し、その増
殖速度を検討する。同様に XCR1KO マウスでも検討する。 

③ XCR1+DC が venus を発現している XCR1venus マウスを用いて、MC38、XCL1MC38 を接種し、48
時間後に腫瘍を摘出、蛍光観察を行う。 

④ 放射線照射による XCL1-MC38 への増殖を検討する。XCL1 産生腫瘍細胞に 50Gy の放射線照射
を施行したものと無処理の細胞をそれぞれ in vitro で培養行い,経時的に細胞数をカウン
トする。また、アポトーシスの評価のため AnnexinV および 7AAD で染色し、FACS 解析行う。 

⑤ 放射線照射による XCL1 産生への影響を検討する。放射線照射 XCL1-MC38 と XCL1-MC38 を同
条件で培養し、培養液上清に産生されてきた XCL1 の量を ELISA を用いて測定する。 

⑥ XCL1 産生腫瘍細胞ワクチンの予防的投与による腫瘍増殖抑制効果を検討する。 
⑦ 同様の実験を XCR1 ノックアウトマウスを使用したワクチン治療モデルで検討する。 
 
４．研究成果 
pcDNA3 ベクターのインサート領域に XCL1 遺伝子を導入し、マウス大腸癌由来細胞である MC38

とマウスメラノーマ由来細胞株である B16 へとリポフェクションした。その後、ネオマイシンに



よるドラッグセレクションを行い、limiting dilution により 17クローンが pickup された。こ
れらに real time PCR を施行し、遺伝子発現の強かった 5クローンを選択し、さらに XCL1 ELISA
にて定量を行い、最も XCL1 を産生していた株を実験の XCL1 産生腫瘍細胞（XCL1MC38）として 
XCL1MC38 の in vivo での増殖能の検討を実施した。WTマウスに MC38,XCL1MC38 を接種し、その
増殖速度を検討したところ XCL1MC38 は MC38 に比して有意に増殖速度が遅かった。この結果か
ら XCL1 が腫瘍増殖を抑制していることを示唆された。同様に XCR1KO マウスで行ったところ、両
群間の腫瘍増殖速度の有意差は失われたことから、XCR1 依存的に XCL1MC38 の腫瘍増殖が抑制さ
れていることがわかった。 
XCR1venus マウスに MC38 と XCL1MC38 を接種し、48 時間後に腫瘍を摘出し、蛍光観察したとこ
ろ、MC38 接種群では、腫瘍内に venus を発現している XCR1+DC をほとんど認めなかったが、
XCL1MC38 接種群ではそれを認めた。したがって、XCL1 の作用により、腫瘍内への XCR1+DC の
migration を促していることが示唆された。 
放射線照射による XCL1-MC38 の増殖の検討では、XCL1 産生腫瘍細胞に 50Gy の放射線照射を施行
したものおよび比較対象として、無処理の細胞をそれぞれ用意し、Dish で培養した。経時的観
察で、無処理の細胞はコンフルエントになったのに対して、50Gy の放射線照射をおこなった細
胞は増殖を認めなかった。また、放射線照射 24 時間後の AnnexinV および 7AAD 染色ではアポト
ーシス細胞数は 2群間で有意差は認めなかった。 
放射線照射による XCL1 産生への影響の検討では、50Gy の放射線照射を行っても XCL1 の産生能
は障害されることはなく、放射線を照射していない細胞と同様に上澄内への XCL１の蓄積を認め
た。このことより、少なくとも放射線照射施行後 72時間までは XCL1 産生能が保たれていること
がわかった。すなわち、XCL1MC38 は放射線を照射することにより XCL1 産生能を保ったまま増殖
能を失った状態が得られた。XCL1 産生腫瘍細胞ワクチンによる腫瘍増殖抑制効果の検討を行っ
た。XCL1MC38 を WT マウスの左側大腿に接種し、腫瘍細胞を右側大腿に接種し、右大腿の腫瘍増
殖の経過を観察した。すると、XCL1MC38 群でコントロール群と比較して有意に腫瘍の増殖が抑
えられ、XCL1 産生腫瘍細胞ワクチンによる腫瘍増殖抑制効果が証明された。XCR1KO マウスを使
用したワクチン治療モデルの実験で XCL1MC38 による抗腫瘍効果が消失し、XCL1-XCR1 を介した
機序で免疫誘導が増強されていることがわかった。また、MHCclassI 抗原が欠損したβ-2 
microglobulin KO マウスを用いた場合も、XCL1MC38 の腫瘍増殖抑制効果が失われた。そこで実
際に、wholecellvaccine により CD8tcell 活性が増強され、腫瘍増殖を抑制しているのかを確認
するために、whole-cell-vaccine を投与したマウスのリンパ節細胞を回収しました。回収した
リンパ節細胞を 2日間非動化 MC38 および IL2 の存在下で in vitro stimulation を行い、その
後、MACS で CD8+Tcell を分離し、その細胞傷害活性を検討した。すると、XCL1MC38 投与群にお
いて細胞傷害活性は優位に増強していた。結論として放射線照射 XCL1MC38 はコントロール MC38
と比較して有意に腫瘍増殖を抑制した。この腫瘍増殖抑制はXCL1がワクチン接種部へのXCR1+DC
遊走を促し、効率的に腫瘍特異的 CTL を誘導できたと考えられた。 
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