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研究成果の概要（和文）：本研究は、同種異系樹状細胞を用いた腫瘍抗原情報を付加したNKT細胞活性化ワクチ
ン治療による抗腫瘍効果を検証する研究である。電気穿孔法による腫瘍タンパク抗原を樹状細胞に導入し、α-
ガラクトシルセラミドを付加したNKT細胞活性化ワクチン(OVA-EP-galDC)を作成した。ワクチンは皮下接種腫瘍
を完全に拒絶した。OT-1 CD8+ T細胞を事前に移入し、抗原反応を増進することで、ワクチンがエフェクター
期、メモリー期のいずれでも抗原特異的なCD8陽性T細胞を誘導した。ワクチンは皮膚における抗原特異的なCD8+
T細胞の誘導を確認し、さらに抗原特異的なTRMの誘導も確認した。

研究成果の概要（英文）：This study shows the potential of a novel dendritic cell vaccine therapy in 
antitumor immunity, in which bone marrow-derived dendritic cells are electroporated with an 
exogenous ovalbumin protein and simultaneously pulsed with α-galactosylceramide. This strategy　
enhances the induction of cytotoxic CD8+ T cells specific for tumor-associated antigens through the 
activation of invariant natural killer T cells, natural killer cells, and intrinsic dendritic cells.
 Moreover, this strategy sustains antigen-specific antitumor T cell responses over time.

研究分野：消化器外科

キーワード： がんワクチン　NKT細胞　腫瘍微小環境　大腸癌　レジデントメモリーT細胞　AIイメージサイトメトリ
ー　腫瘍浸潤リンパ球　肺転移

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害剤の台頭と共に、奏功症例の解析が進み、がんの発症に伴う遺伝子変異に起因する新
生変異抗原(neoantigen)の存在が必要条件であることが示された。ただ、neoantigenの同定は煩雑であり、共通
性の極めて低いものであり、困難となる。 本研究は、neoantigenを同定せずとも免疫療法の機会を失しない、
効果的なオーダーメイド治療の確立に貢献するものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌肺転移 StageⅣ大腸癌は全体の 18.8%、特に同時性肺転移 2.4%である（大腸癌研究会
全国登録 2000-2004）。手術手技の向上で肺や肝の転移巣切除は治療効果を示したが、その効果
は未だ十分でなく、生存期間の延長のためには、遠隔転移の完全なる制御が鍵を握る。臓器制御
の手法として、がんワクチン療法が注目されており、 NKT細胞活性化ワクチンの臓器得意特異
的作用に着眼し、臓器制御可能ながん免疫療法の構築を目指すものである。NKT細胞はそのリ
ガンドであるα-galactosylceramide(Gal)を樹状細胞（dendritic cell; DC）に付加して投与する
方法（DC/Gal）により、獲得免疫系と自然免疫系を同時に発動する腫瘍免疫のマスター細胞で
あり、腫瘍抗原の同時投与により、腫瘍反応性 T 細胞が誘導されるまた、免疫チェックポイン
ト阻害剤のブレイクスルーは、いくつかの免疫療法の成功の必要条件を明確にした。①腫瘍内へ
の T細胞性免疫の誘導、②腫瘍反応性 T細胞の誘導、及び③その維持である。①では、T細胞不
応性腫瘍の腫瘍内への T細胞の呼び込みに、何らかの刺激（治療）を契機に起こす、腫瘍細胞の
特殊な細胞死である、免疫原性細胞死（Immunogeneic cell death: ICD）及び NK細胞-DCの活性
化が重要であることが報告された。興味深いことに、NKT 細胞活性化ワクチンは、免疫チェッ
クポイント阻害剤の効果発揮の条件を満たすツールであることがわかった。また、我々は電気的
穿孔法による、腫瘍タンパク抗原（モデル抗原である卵白アルブミン、ovalbumin: OVA）をその
まま樹状細胞に導入するシステムを開発し、新たな NKT 細胞活性化ワクチン（OVA-EP-galDC）
を開発中である。実際のタンパク抗原を直接、ベクター内に導入が可能であり、実際、OVA-EP-
gal DCは腫瘍反応性 CD8+T細胞を誘導している。これらの抗腫瘍効果の検証を行い、肺転移に
関する転移制御能を増強する。 
 
２．研究の目的 
本研究は、皮下接種型腫瘍に対し著効する NKT細胞ワクチンベクター免疫療法に抵抗性を示す
難治性転移性肺腫瘍に対し、レジデントメモリーT細胞の誘導環境を利用して有効な腫瘍反応性
メモリーT 細胞を成立させ、肺の臓器全体の転移制御を行う新規癌免疫療法のモデルを確立す
る。又、この際に機能する、レジデントメモリー様腫瘍浸潤 T細胞の誘導機構を明らかにし、臓
器別に制御する免疫療法の開発に応用する。 
 
３．研究の方法 
計画：NKT細胞活性化ワクチン腫瘍皮下接種予防モデルの確立と腫瘍免疫微小環境の解析 
① 抗原情報を導入した NKT細胞活性化ワクチン(OVA-EP-galDC)の作成 
② 皮下接種モデルでの予防モデルの作成 
③ 転移性肺腫瘍モデルのおける予防モデルの作成 
④ NKT細胞活性化ワクチン投与による抗原特異的メモリーT細胞誘導の検証 
⑤ NKT細胞活性化ワクチン投与によるレジデントメモリーT細胞誘導の検証 
 
４．研究成果 
① 電気穿孔法(Electroporation: EP 法)により腫瘍タンパク抗原(卵白アルブミン、Ovalbumin: 
OVA)を樹状細胞に導入し、α-ガラクトシルセラミドを付加した NKT細胞活性化ワクチン(OVA-
EP-galDC)を作成した(図１)。 

図 1.OVA-EP-galDC NKT細胞活性化ワクチンのデザイン 



蛍光色素でラベルした OVAを用いて、OVA-EP-galDCと OVAと樹状細胞を共培養し作成したワ
クチンを比較すると、OVA-EP-galDCは有意に高いシグナルを発し(P < 0.0001)、viabilityは保た
れた(P = 0.0531)。 

図 2. OVAのエレクトロポレーションによる導入効率 
次に OVA特異的 T細胞受容体のみをもつ OT-1マウス由来の CD8+ T細胞と OVA-EP-galDCを共
培養することで抗原特異的な CD8+ T細胞が効率的に増殖することを示した(図 2)。 
 
② OVA-EP-galDCの in vivoでの腫瘍予防効果の検証を行った。OVA-EP-galDCを接種後に腫瘍
皮下接種(EG7)を行い、腫瘍が完全に拒絶されることを示した（図 3）。 

図 3. 腫瘍予防モデルにおける抗腫瘍効果 
 
また、抗 CD8抗体で CD8+T細胞を枯渇させると抗腫瘍効果は失われた。以上より予防モデルに
おいて CD8+T細胞は重要であることが示唆された。興味深いことに、NK細胞の枯渇させる anti-
asialo GM1抗体の投与により、抗腫瘍効果の減弱を認めた。これは、CD8+T 細胞のプライミンミ
ングおいて、NK細胞の活性化が関連していることを示し、興味深い結果となった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 腫瘍予防モデルにおける CD8+T細胞の貢献 



③ 転移性肺腫瘍モデル(B16-OVA)において、OVA-EP-DC/Galは対照群の PBS群と比較して生
存期間を延長した(P < 0.05)。しかし、galDCに対する優位性を示すことができない結果となった
（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.肺転移モデルに対するワクチンの治療効果 
 
肺転移に対して、OT-1 細胞を移入して、治療を行うモデルを作成し、現在、データの解析中で
あるが、著明な制御効果が期待できる成果を得ているが、詳細の検討が必要であり、今後の研究
として、継続する。 
 
④ OVA-EP-galDC投与により抗原特異的 CD8+T細胞の誘導を認めた（図 6.A）。 
しかし OVAを導入していない galDCにおいても OVA-EP-galDCと同等の脾臓内への抗原特異的
CD8+T細胞の誘導を認めたため、OT-1 CD8+ T細胞を事前に投与することで、抗原反応を増進し
た。ワクチン接種後 7日目に解析すると、OVA-EP-galDCは OT-1 CD8+ T細胞事前投与にて、対
照群と比較して OVA特異的 T細胞やメモリー前駆細胞を効率的に誘導できた（図 6.A）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6.A.エフェクター期における脾臓抗原特異的 CD8+T 細胞の誘導  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. メモリー期における脾臓抗原特異的 CD8+T 細胞の誘導  
 
次に長期免疫の検討のためワクチン接種後 50 日目に解析すると、OVA-EP-galDC は対照群と比
較し、抗原特異的 CD8+T細胞を脾に誘導し、高い腫瘍反応性(INF-γ産生能)が確認できた。OVA-
EP-galDCが抗原特異的な長期メモリーT細胞の効率的な誘導したことを示した（図 6.B）。 

 
⑤ OVA-EP-galDC は皮膚における抗原特異的な CD8+T 細胞の誘導を確認し、さらに抗原特異
的なレジデントメモリーT細胞(TRM)の誘導も確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. 皮下腫瘍摂取時の皮膚での TRM の誘導 



⑥ヒト大腸癌組織における TRMの検出 
大腸癌肺転移における TRM検出に先だって、二重染色による大腸癌組織染色を行った。 
CD103+CD8+T細胞の染色性を確認し、大腸癌組織の免疫染色で検出可能に条件の最適化を行っ
た（図 8）。 

 
図 8. 二重免疫染色による TRMの検出 
 
⑦AIイメージサイトメトリーによる TRMの検出と定量化 
大腸癌における TIME の構成細胞や組織構造の高精度検出を実現するため、大腸癌術後の標本
を用いて、上記の条件で二重染色を行い、virtual slide を作成した。それらを、リンパ球、マクロ
ファージ、間質細胞、癌細胞、CD8＋細胞等を、AIに対し、アノテーション作業を行い、 
精度のある検出が可能となった。 
今後、免疫染色における染色の程度と細胞形態をアノテーションすることで、より高度なデータ
集積が可能となる。また、さらなる症例の集積により，迅速に高い客観性を有する術前治療のバ
イオマーカーの開発に活かせるように解析を行っている。 
 
以上のように NKT 細胞活性化ワクチンの開発によるレジデントメモリーT 細胞の検出に成功し、
肺転移モデルの治療をおこなっている段階である。 
大腸癌手術標本を用いた細胞検出のための AI イメージサイトメトリーの開発に成功し、肺転移
症例の解析を行なっている段階である。 
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