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研究成果の概要（和文）：イヌの癌細胞株及び自然発症癌の腫瘍組織におけるSurvivinの遺伝子発現を確認し
た。また、イヌのペプチドワクチン開発に向けて、遺伝子のサブクローニング及びDNAシークエンス技術を用い
て、イヌのMHCclassⅠのDLA-88遺伝子ハプロタイプを判別する手技を確立した。さらに、DLA-88novel41におい
て提示されるSurvivinのペプチド領域を断定するためのELISpot assay手技の確立のためにポジティブコントロ
ールとなりえる狂犬病タンパクに対するTリンパ球活性を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：The gene expression of Survivin was confirmed in canine cancer cell lines 
and tumor tissues of spontaneous cancers. In addition, a technique to identify the haplotype of 
DLA-88 (MHC class Ⅰ) was established using gene subcloning and DNA sequencing techniques for canine
 peptide vaccines. Futhermore, it was confirmed that T lymphocyte activity against rabies protein, 
which can serve as a positive control for the establishment of the ELISpot assay technique to 
determine the peptide region of Survivin presented in DLA-88novel41.

研究分野：癌免疫学

キーワード： 犬　Survivn　癌ワクチン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで犬の癌免疫の基礎研究はあまり行われておらず、特にMHCclassⅠに関連する遺伝子解析、提示されるペ
プチドエピトープ解析は進んでいない。人の癌免疫治療で近年注目されているオプジーボなどの薬剤は、免疫暴
走を防ぐ機能である免疫寛容機構を一時的にブロックすることにより癌に対する免疫効果を高めるためのもので
ある。一方で、そもそもの癌に対する免疫獲得機構は重要であり、本研究における各種実験手技の確立は今後の
獣医学分野における癌免疫研究の発展に重要である。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
小動物の腫瘍疾患に対しては一般的に外科的治療、薬物療法、放射線療法による治療が行われて
いる。各癌腫によって、これらの治療の有効性がそれぞれ示されているが、一部の癌腫において
一般的な治療の効果がない難治性の癌腫も存在する。そのため、難治性の癌に対して有効的な新
規治療法の開発が求められている。癌免疫療法は腫瘍関連抗原（Tumor associa- ted antigen: 
TAA）に対する免疫を誘導させ、癌細胞への生体免疫力を高める治療法である。免疫療法におい
て生体に感作させた抗原は、樹状細胞などの免疫提示細胞に取り込まれ、プロテアソームにより
分解される。分解されたペプチドは小胞体内に移行した後、さらに短く切断されて MHC class
Ⅰ と共に細胞膜上に提示され、適合するリンパ球を活性化させる。このように、取り込まれた
タンパク質が MHC classⅠ と共に提示されるには、複数の機構におけるアミノ酸配列の切断
を必要とする。この過程を省略し、抗原が効率的に提示されるために、MHC classⅠ と共に提
示されるアミノ酸配列のペプチドを免疫に使用しているのがペプチドワクチン療法である。こ
れまでにヒトの腫瘍研究においてペプチドワクチンを利用した治験が行われ、一定の効果が認
められており、小動物分野においてもペプチドワクチン療法の臨床応用が期待される。 
 Survivin 抗原は人の多種類の腫瘍疾患において高発現が認められる遺伝子である一方で、正
常な細胞では発現の乏しい遺伝子である（Cancer Cell Int 16:49 2016）。これまでにヒトとイヌ
の自然発症悪性腫瘍において Survivin の高発現が報告されており、癌治療の標的遺伝子とし
て注目されている（J Vet Med Sci 76(11):1505-12 2014, Asian Pac J Cancer Prev 16(1 5):6187-
91 2015）。これまでに複数のグループが Survivin ペプチドワクチンを用いた臨床治験を行っ
ており、成果を報告している(Clin Dev Immunol 262967 2013, Cancer Immunol Immunother 
65(11): 1339-52 2016)。 
 
２．研究の目的 
ヒトの癌免疫療法では難治性の癌において、TAA を標的とした特異的な治療を行うことで、良
好な結果が得られると報告されている（Curr Opin Immunol 47: 57-63 2017）。一方で、これま
での小動物分野における免疫療法は NK 細胞の活性化や抗原的特異性のない癌組織による生体
への免疫や樹状細胞への感作であり、その治療効果は限定的である （Vet J 207; 20-28 2016）。
TAA 特異的な癌免疫療法は難治性のイヌの癌に対する有効な治療法となる可能性が高いと考え
られる。本研究では Survivin ペプチドワクチン療法の臨床応用のために、DLA と共に提示さ
れる Survivin 抗原ペプチドのアミノ酸配列を決定する。さらに、決定されたアミノ酸配列ペプ
チドによって感作されたイヌの CTL に癌細胞への傷害性が存在するかを確認することを目的
とする。決定されたペプチドによって感作された CTL に癌細胞への傷害性が存在することが
確認されることで、これまでの非特異的な免疫治療や免疫チェックポイント阻害薬などの作用
を In vitro や ex-vivo の実験系で確認することが可能となり、免疫賦活療法の基礎実験や、実
際に臨床研究に応用した際の生体内の免疫状態を確認することが可能となり、イヌの癌免疫療
法の研究へ大きく貢献することが予想される。 
 
３．研究の方法 
（１）イヌ MHCclassⅠハプロタイプの同定手技の確立 
候補となるビーグル犬 9匹から全血を採取し、Lymphoprep(コスモバイオ)を使用して PBMC を分
離採取した。採取した PBMC から TRIzol（Invitrogen）を用いて RNA を抽出した。RNA を
PrimeScript™ II 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカラバイオ）を用いて逆転写し cDNA を
作製した。cDNA をテンプレートとし、DLA-88 を含むシングルストランド DNA を特定のプライマ
ーと TaKaRa Taq™（タカラバイオ）を用いた PCR にて作製した（Immunogenetics 70: 237-255 
2018）。作製したシングルストランドDNAを TOPO® TA Cloning® Kit for Subcloning（Invitrogen）
を用いてサブクローニングし、再び PCR にて DNA を増幅したテンプレートを DNA シークエンス
にて DNA 配列の特定を行った。 
（２）イヌリンパ球を使用した ELISpot assay 手技の確立 
① 陽性コントロールの検討１（薬剤によるリンパ球の活性化） 
ビーグル犬から末梢血を 10ml 採取した。Lymphoprep（コスモバイオ）を使用して PBMC を分離
し、FBS 10 %、PSN 1%を添加した AIM-V 培地で培養した。培地に対して PMA 及び Ionomycin を添
加し、4時間インキュベートした。インキュベートした細胞を 5×105/ml に調整し、100μl/well
を Canine INF-γELISpot kit にアプライした。Overnight 後に ELISpot assay を実施し、スポ
ットを定量した。 
② 樹状細胞の誘導 
ビーグル犬から末梢血を 10ml 採取した。Lymphoprep（コスモバイオ）を使用して PBMC を分離
し、FBS 10 %、PSN 1%、GM-CSF、IL-4 を添加した RPMI 培地で培養した。3日に 1回ハーフメデ
ィウムチェンジを行った。3日、5日、7日後に CD11c、IgG1、human HLA-DR、human CD14 の抗
体を用い樹状細胞分画の割合を確認した。 



③ 陽性コントロール２（狂犬病タンパクによるリンパ球の活性化） 
1 年に 1 回狂犬病タンパクによるワクチネーションを受けているビーグル犬から末梢血を 50ml
採取した。Lymphoprep（コスモバイオ）を使用して PBMC を分離し、FBS 10 %、PSN 1%を添加し
た AIM-V 培地で培養した。培養液へ狂犬病タンパクと同じ犬から採取し樹状細胞へ誘導した細
胞を添加し、48 時間後に IL-2 を添加した。その後、3日に 1回ハーフメディウムチェンジを行
った。培養 12 日に IL-2 を添加していない培地でハーフメディウムチェンジを行い、IL-2 濃度
を低下させた。培養 14 日に再び狂犬病タンパク及び誘導した樹状細胞を添加し、２時間インキ
ュベートを行った。インキュベート後PBSで細胞をwashし、ELISpot kitへアプライし、overnight
を行った。その後、ELISpot assay を実施し、スポットを定量した。 
 
 
４．研究成果 
（１）イヌ MHCclassⅠハプロタイプの同定手技の確立 
上記方法により、ビーグル犬の DLA はプロタイプの同定が可能となり、候補となるビーグル犬の
うち５頭が novel41 のホモであることが確認された（表１）。このことから本研究での標的 DLA
を DLA-88 novel41 と定めることができた。 
 
（２）イヌリンパ球を使用した ELISpot assay 手技の確立 
① 陽性コントロールの検討１（薬剤によるリンパ球の活性
化） 
上記方法により、培養 PBMC から INF-γが放出されたことが感
知された（図１）。また、検出されたスポットは定量不可能なレ
ベルで強く認められ、陽性コントロールとして適切であること
が確認された。 
② 樹状細胞の誘導 
上記方法で培養することによって、樹状細胞分画の増加を確認
することができた（図 2）。また、培養後 5日、7日で最も樹状
細胞分画の細胞が増加することが確認された。このことから、
ELISpot assay 前の細胞処理では樹状細胞誘導 7日目の細胞を

使用することが適
切と考えられた。 
 
 
③ 陽性コントロール２（狂犬病タンパクによるリ
ンパ球の活性化） 
上記方法により、狂犬病タンパクで免疫賦活を行っ
た犬の PBMC が INFγを放出し、活性化したことを確
認した。本実験手技の確率は癌に対するペプチドワ
クチン作製のためのものであるが、これまでに犬の
狂犬病に対する特異的な細胞性免疫を確認した報告
はなく、癌免疫のみならず、狂犬病の免疫学的な研
究への発展にもつながるものと考えられる。 

表１. 候補犬の DLA-88 ハ

プロタイプ 

図１. PMA、Ionomycin添加 PBMC

の ELISpot assay 

図２. 誘導樹状細胞をフローサイトメトリーに

て確認 図３. 狂犬病タンパク刺激によ

る ELISpot assay 
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