
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21年 5月 29日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：抗原特異的抗腫瘍ワクチンにより誘導されるエフェクター機構が、臓器特異

的であることを明らかにした。臓器特異的エフェクター機構は、抗原特異的なCD4陽性T細胞

の臓器による違いというよりは、CD4陽性 T細胞の下流の最終的なエフェクター細胞や分子が

臓器の微小環境によって規定されるためと予想される。これまでに、抗腫瘍活性の臓器特異的

なエフェクター機構は全く知られていなかった。新たな抗腫瘍免疫療法の開発に役立つと考え

られる。 
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１．研究開始当初の背景 
癌の治療において、免疫療法は特に転移抑

制・再発予防といった点から非常に重要な治

療法であり、臨床的にも用いられはじめてい

るが、その効果はまだ十分とはいえない。 

我々は、ヒト腫瘍抗原MUC1 DNAの皮内投与

により、B16メラノーマのMUC1強制発現細胞

の尾静注肺転移の抑制に成功した (Kamata M, 

Denda-Nagai K, et al. Clin. Exp. 

Metastasis, 2002)。続いて、ヒトの癌細胞

においても実際に MUC1が発現する大腸癌に

焦点をあて、大腸癌肝転移抑制を目指したワ
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クチンの開発を開始した。マウス大腸癌細胞

株colon38の高肝転移バリアントSL4にMUC1

を強制発現させた細胞（SL4-MUC1）を用いて、

同所移植モデル（盲腸内投与）と、脾臓内投

与肝転移モデルを用い、MUC1 DNAワクチンに

より、原発巣における増殖と肝転移がともに

抑制されることをC57BL/6マウスにおいて明

らかにした。この腫瘍増殖抑制、肝転移抑制

に働くエフェクター細胞は、CD4陽性 T細胞

であった。さらに、腫瘍増殖抑制、肝転移抑

制に働くエフェクター分子を、中和抗体を用

いて検討したところ、盲腸での腫瘍増殖抑制

に働く主なエフェクター分子はFasリガンド

（FasL）であったが、肝転移抑制には TNF-

αの寄与が大きいことが判明した。これとは

逆に、盲腸においては、TNF-αの関与は認め

られなかった。臓器により抗腫瘍活性に関わ

るエフェクター分子が異なるのは、腫瘍細胞

のエフェクター分子に対する感受性が臓器

環境に影響を受けて変化したためではない

ことを明らかにした。以上の結果は、全身的

に誘導された抗原特異的な免疫応答におい

て、臓器により異なるメカニズムで抗腫瘍活

性が発揮されているという、今までに報告の

ない新たな可能性を示している。新たな抗腫

瘍免疫療法を考える上で、癌が発生する臓器

や転移先臓器を考慮し、各臓器におけるエフ

ェクター機構を解明することは非常に重要

であると考えるに至った。 

 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目標は、抗原特異的抗腫

瘍ワクチンによってもたらされる臓器特異

的なエフェクター機構を明らかにすること

により、癌の発生する臓器や転移先臓器に適

した抗腫瘍免疫療法を開発することである。

研究期間内の具体的な目標としては、臓器特

異的なエフェクター分子を発現する細胞を

同定すること、臓器特異的エフェクター機構

獲得のメカニズムを解明することとした。 
 
３．研究の方法 
FasLに変異を持つ gld/gldマウスに MUC1 

DNAワクチンを投与し、MUC1特異的な免疫応

答が誘導されるか、血清中抗体価、ELISPOT

法による CD4陽性 T細胞からの IL-2産生、

SL4-MUC1細胞の同所移植および肝転移モデ

ルにおけるワクチン効果を解析した。 

MUC1 DNAワクチンを投与したマウスから

MACSにより CD4陽性 T細胞を単離し、

SL4-MUC1細胞と混合してナイーブマウスの

盲腸あるいは肝臓に移植しワクチン効果を

解析することでin vivoでエフェクター分子

を発現する細胞の同定を行った。 

C57BL/6マウスにMUC1 DNAワクチンを投与

し、SL4-MUC1細胞移植すると、１週間後には

一過的に腫瘍を形成する。この腫瘍組織の凍

結組織切片を作製し、エフェクター分子と免

疫細胞のマーカーの発現を免疫組織科学的

に解析した。また、腫瘍組織をコラゲナーゼ

消化により組織内に浸潤した免疫細胞を回

収し、FACSにより単離した。単離した細胞に

おけるエフェクター分子等の発現を、遺伝子

レベル、タンパク質レベルで解析した。 

 
４．研究成果 

抗腫瘍効果を担うエフェクター分子に臓器

特異性が存在するという新たな可能性を、よ

り強固なものとするために、FasLがMUC1 DNA

ワクチン効果において盲腸でのみ働くこと

を FasLに変異を持つ gld/gldマウスを用い

て再度検証した。gld/gldマウスにMUC1 DNA

ワクチンを投与したところ、C57BL/6マウス

と同程度に血清中 MUC1特異的抗体の産生が

観察された。また、in vivo及びin vitroで

異なる MUC1発現腫瘍細胞にて刺激したワク

チンマウス由来のCD4陽性T細胞からのIL-2

産生が、C57BL/6マウスと同様に認められる



ことをELISPOT法で明らかにした。以上から、

gld/gldマウスにMUC1特異的な免疫応答が誘

導されることを確認した。続いて、gld/gld

マウスにおける MUC1 DNAワクチンの効果を

検討した所、脾臓内投与肝転移モデルにおい

てはワクチン効果が認められたのに対して、

同所移植モデルではワクチン効果が認めら

れなかった。中和抗体を用いて得られた結果

がgld/gldマウスを用いても再現され、FasL

が盲腸においてのみエフェクター分子とし

て働くことが再確認された。 
In vivoでエフェクター分子を発現する細

胞を同定するため、MUC1 DNAワクチンを投与

したC57BL/6マウスから単離したCD4陽性T

細胞を SL4-MUC1細胞と混合して盲腸あるい

は肝臓内に投与することでワクチン効果を

再現できる実験モデルを確立した。ワクチン

投与gld/gldマウスから単離したCD4陽性T

細胞と SL4-MUC1細胞を混合して C57BL/6マ

ウスの盲腸に移植した所、ワクチン効果が認

められ、腫瘍の増殖が抑制された。一方、ワ

クチン投与C57BL/6マウスから単離した CD4

陽性 T細胞と SL4-MUC1細胞を混合して

gld/gldマウスの盲腸に移植した所、ワクチ

ン効果が認められず腫瘍増殖は抑制されな

かった。この結果より、盲腸で抗腫瘍活性に

関わる FasLを発現する細胞が CD4陽性 T細

胞ではないことが明らかとなった。 

MUC1 DNAワクチンを投与したC57BL/6マウ

スに SL4-MUC1細胞を移植して１週間後に盲

腸、または肝臓に一過的に形成された腫瘍の

凍結組織切片を作製し、エフェクター分子お

よび免疫細胞のマーカーとの共染色を行っ

た。TNF-αを発現する細胞の一部は、CD4陽

性T細胞であった。一方、FasLを発現する細

胞はCD4陽性とは一致せず、少なくとも一部

はCD11b陽性細胞であった。また、盲腸、ま

たは肝臓に一過的に形成された腫瘍から CD4

陽性T細胞を単離しFasL及びTNF-αの遺伝

子発現を解析したが、盲腸と肝臓とで差異は

認められなかったことから、臓器特異性は

CD4陽性 T細胞における遺伝子発現制御によ

っては説明できなかった。また、単離したCD4

陽性T細胞におけるケモカインレセプター発

現を遺伝子及びタンパク質レベルで解析し

たが、盲腸と肝臓で目立った違いはみいだせ

ず、異なるサブセットのCD4陽性T細胞が臓

器特異的にリクルートされる可能性は低い

のと考えられた。 

本研究により、抗腫瘍活性に関わるエフェ

クター機構に臓器特異性が存在することが

より強く示された。原発巣において重要な

FasLを発現する細胞が、CD4陽性T細胞では

ないことが示され、CD11b陽性細胞の重要性

が示唆された。臓器特異的エフェクター機構

は、抗原特異的なCD4陽性T細胞の臓器によ

る違いというよりは、CD4陽性 T細胞の下流

の最終的なエフェクター細胞や分子が臓器

の微小環境によって規定されるためと予想

される。 

抗腫瘍活性に働くエフェクター機構に臓器

特異性があるという知見は他に報告がなく

新規性が高く、現在の抗腫瘍ワクチンを開発

する上で全く考慮されていないポイントで

あるため、非常にインパクトの高い重要な発

見である。臓器特異的エフェクター機構が、

いかなるメカニズムで成立しているかを解

明し、新たなワクチン開発に応用することが

今後の課題である。 
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