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研究成果の概要（和文）：担がんマウスから分取した腫瘍浸潤リンパ球（TIL）と、腫瘍細胞を共培養し、抗
PD-1抗体薬を添加することで抗PD-1抗体薬の薬効がin vitroで判定可能か検討した。担がんマウスから分取した
ルイス肺がん（LLC）細胞中のTILはPD-L1強発現LLC細胞またはLLC細胞と共培養し、そこに抗PD-1抗体薬を添加
することで、TILによるLLCへの細胞傷害効果を検討した。抗PD-1抗体薬添加後の細胞傷害性は両細胞間で差は見
られなかった。分取したTILに含まれるT細胞の割合を解析したところ、CD4陽性は0.88%、CD8陽性は42.5%であっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated that whether the efficacy of anti-PD-1 
antibody drug can be determined in vitro by coculturing tumor cells with tumor-infiltrating 
lymphocytes (TIL) isolated from tumor-bearing mice. TIL in Lewis lung carcinoma (LLC) cells 
collected from tumor-bearing mice is co-cultured with PD-L1 overexpressing LLC cells or LLC cells, 
then anti-PD-1 antibody drug is added. The cytotoxicity of anti-PD-1 antibody was no difference 
between PD-L1 LLC and LLC. Analysis of the proportion of T cells contained in the sorted TIL 
revealed 0.88% for CD4 positive and 42.5% for CD8 positive.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 抗PD-1抗体薬　　　　LLC細胞　共培養　薬効判定

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗PD-1抗体薬はある一定の患者に対して高い有効性を示す一方、非常に高価であること、一部重篤な副作用が生
じることが問題視されている。さらに近年その適応範囲が拡大しつつある中、患者選択が非常に重要であること
が言われている。この問題を解決するためのシステムをin vitroで構築することが本研究の目的である。抗PD-1
抗体薬の薬剤有効性を検証する既存のシステムは存在せず、かつin vitroで評価できれば患者に対する侵襲性は
低い点から社会的意義は高いと判断する。
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図 1 本申請の目的 

１．研究開始当初の背景 
 抗 PD-1 抗体薬は 2014 年に薬事承認された免疫チェックポイント阻害剤で、生体の免疫シ
ステムを制御する新たな機序の抗がん剤治療法として注目されている。生体内に存在する免疫
細胞のうち、T 細胞が腫瘍細胞を攻撃することが知られている。T 細胞表面には PD-1 が発現
しており、がん細胞や抗原提示細胞に発現している PD-L1 と結合すると T 細胞の活性が抑制
され、これによりがん細胞は T 細胞からの傷害を免れる（Okazaki T et al. Nat Immunol, 14 
2013）。抗 PD-1 抗体は T 細胞上の PD-1 に結合し、PD-1 と PD-L1 との結合をブロックする。
これにより T 細胞の抑制シグナル伝達が阻害され、T 細胞は活性化を維持し抗腫瘍効果を復帰
することができる。したがって、薬自身が DNA 損傷を引き起こすといった従来の抗がん剤と
は異なり、抗 PD-1 抗体薬はがん細胞や抗原提示細胞に発現している PD-L1 に結合することで
T 細胞を活性化するという新しい機序に基づく薬である。従来の抗がん剤治療に比べ高い奏効
率を有しているが（Borghaei H et al. N Engl J Med, 373 2015）、極めて高価であり 2014 年
の薬価で換算すると患者一人当たりの年間使用額は約 3800 万円とされていた。その後薬価の
改定により 2018 年 11 月現在では約 1,090 万円となっているものの、依然として高額な医療費
は国民の負担に直結する。また、服用により死亡した例も報告されており、抗 PD-1 抗体を使
用する患者を適切に判断する基準が求められている。日本赤十字社医療センター等が検討を開
始したが、現時点では国内外においてこの基準は存在せず、問題解消が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は患者由来の腫瘍細胞と T
細胞の共培養系に抗 PD-1 抗体薬を添加し、
傷害される、されない細胞の性質を比較す
ることで、抗 PD-1 抗体薬の効果を判定で
きるシステムが構築できれば、上記問題を
解決できると考えた。このシステムが有効
に機能するか評価するため、本申請ではマ
ウスを使った in vitro での検討を行うこと
を目的とした。 
 本システムは、腫瘍細胞 A で作製した担
がんマウスから腫瘍浸潤リンパ球（Tumor 
Infiltrating Lymphocyte：TIL）を単離し、
TIL と腫瘍細胞 A 由来細胞の共培養系に抗
PD-L1 抗体を添加する。添加後の死細胞の
割合からを、抗 PD-L1 抗体薬の有効性を判
断するというものである（図 1）。本システ
ムが機能すれば、患者から生検等で得られ
たサンプルを基に有効性を評価できるた
め患者に対する侵襲性は低い。さらに本シ
ステムは特殊な培養方法や試薬を必要と
しないため、安価で簡便に検査できる利点
を有する。 
 
３．研究の方法 
（１）腫瘍浸潤リンパ球の単離：抗 PD-1 抗体薬の薬剤効果を in vitro で評価すべく、担がん
マウスから TIL を単離した。 
①比重遠心法：LLC 細胞を移植することで作製した担がんマウスから腫瘍を切り出し、鋏を用
いて組織を粥状にした。その後 Accumax を加え、攪拌しながらインキュベートした。組織はセ
ルストレーナーでろ過し、遠心処理した。その後 40%と 80%の Parcoll を添加し、所定時間遠心
分離した。遠心後、40%と 80%Parcoll の間の TIL を回収した。 
②セルソーター：LLC 細胞を移植することで作製した担がんマウスから腫瘍を切り出し、鋏を
用いて組織を粥状にした。その後 Accumax を加え、攪拌しながらインキュベートした。組織は
セルストレーナーでろ過し、遠心処理した。細胞は FITC-CD45 でラベルし、フローサイトメー
ターを用いて CD45 陽性細胞を分取した。 
 
（２）LLC 細胞と TIL の共培養系を用いた薬剤判定システムの評価：（１）で単離した TIL と LLC
細胞を共培養し、これに抗 PD-1 抗体薬を添加することで薬剤判定システムが機能するか評価し
た。対象腫瘍細胞は PD-L1 を強発現させた PD-L1/LLC または LLC 細胞を使用した。PD-L1/LLC
または LLC 細胞を播種した 96well plate に、（１）で得た TIL を添加し 24-72 時間培養した。
その後共培養系に抗 PD-1 抗体薬を添加し、所定時間培養した。培養後、死細胞染色色素 SYTOX
を用いて抗 PD-1 抗体薬の薬剤有効性を評価した。 
 
（３）TIL 中の CD4/CD8 の評価：TIL に含まれる CD4, CD8 陽性細胞の割合を、フローサイトメ
ーターで評価した。担がんマウスから分離した腫瘍細胞はチューブに入れ、遠心処理した。上



 

図２ 腫瘍細胞の解析結果。R2 ゲート

内が CD45 陽性細胞である。 

 
図３ 腫瘍細胞中の TIL,CD4+T 細胞、CD8+T 細胞の割合 

清除去後、3％FBS 含有 PBS で懸濁し、APC-CD4, PE-CD8, FITC-CD45 をそれぞれ添加し反応させ
た。氷上で静置した後遠心処理し、上清を 3％FBS 含有 PBS に置換した後フローサイトメーター
で評価した。 
 
４．研究成果 
（１）①比重遠心法から TIL の分離を試みたが、目的
とする位置にリンパ球のバンドを得ることができなか
った。酵素処理の時間、酵素の種類、腫瘍細胞の種類
を変化させた検討も試みたが、TIL を得ることはでき
なかった。 
②血球成分のマーカーとして知られるCD45はTILのマ
ーカーであることが知られていることから、担がんマ
ウスの腫瘍組織から CD45 陽性細胞を分取することで
TIL 分取を試みた。回収した腫瘍細胞のうち、CD45 陽
性細胞は 8.28%であった（図 2）。これらの細胞を回収
し、9.3 x 105 cells の TIL を得た。 
 
（２）TIL と共培養系での PD-L1/LLC および LLC 細胞
の細胞傷害性を比較した。どちらの細胞でも SYTOX の
蛍光を確認することができず、TIL と抗 PD-1 抗体薬併
用による細胞傷害効果は PD-L1/LLC および LLC 細胞で同等であった。腫瘍細胞に占める TIL の
割合を 2倍にしたが変化は見られなかった。さらに抗 PD-L1 抗体薬の濃度や曝露時間、共培養
の培養時間についても検討したが、TIL と共培養した腫瘍細胞における死細胞の割合に変化は
見られなかった。 
 
（３）（２）の結果から、PD-L1/LLC と LLC 細胞における抗 PD-1 抗体薬の薬剤有効性判定が困
難であることが示された。TIL に含まれる CD8 陽性 T 細胞や CD4 陽性 T 細胞ががん細胞の傷害
に影響することから、TIL に含まれる CD4/CD8 陽性細胞の割合を評価した。担がんマウスの腫
瘍組織から得られた細胞には 18.16%の TIL が含まれていた。このうち CD4 陽性細胞は 0.88%、
CD8 陽性細胞は 42.5%であった。これらの細胞が腫瘍組織から得られた細胞に占める割合は、CD4
陽性細胞が 0.11%、CD8 陽性細胞が 5.27%であった（図 3）。 

 
本研究では抗 PD-1 抗体薬の薬剤感受性を in vitro で評価するシステムの構築を目指した。LLC
細胞で作製した担がんマウスから回収した TIL と LLC 細胞を共培養し、そこに抗 PD-1 抗体薬を
添加し細胞傷害効果を検討したが、PD-L1 を強発現させた LLC 細胞とワイルドタイプの LLC 細
胞の死細胞割合に差は見られなかった。2 種類の細胞間での差を得るためには、共培養時の細
胞数、共培養時間や添加する抗 PD-1 抗体薬について検討すべき必要があると考える。さらに使
用した TIL に含まれる T細胞の割合が少ないことも考えられることから、TIL を濃縮して CD4+T
細胞や CD8+T 細胞の割合を増加させる必要があるとも考えられる。 
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