
福岡歯科大学・口腔歯学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７１１４

研究活動スタート支援

2019～2018

消化器癌に対する免疫チェックポイント阻害剤を用いた革新的がん免疫複合療法の開発

Development of innovative combined cancer immunotherapy using immune checkpoint 
blockade for digestive cancers

１０３８０４２９研究者番号：

岡野　慎士（Okano, Shinji）

研究期間：

１８Ｈ０６２６７・１９Ｋ２１３５９

年 月 日現在  ２   ５ ２５

円     2,300,000

研究成果の概要（和文）：がん免疫複合療法(CCI)において、免疫チェックポイント阻害剤(IC)と現行治療の交
互作用に関する知見収集が緊急的課題。マウス大腸癌接種モデルにて、CCI抗腫瘍効果機序、併用薬剤投与時期
の原理原則を検討。化学療法(C)の免疫原性腫瘍細胞死と腫瘍特異的CTL(TC)誘導、続くPD-1抗体による腫瘍内
IFN-g産生性CD4、CD8T細胞及びTCの劇的な上昇を確認、化学療法後にPD-1抗体を投与するタイミングが重要であ
った(TCの生体内抗腫瘍効果発揮のためにPD-1抗体投与必須)。Cは腫瘍細胞のみならず、骨髄由来抑制性細胞や
TCを減少させた。選択的細胞死を誘導する薬剤開発が有効な新規CCIとなる。

研究成果の概要（英文）：It is important to obtain knowledge about interaction between immune 
checkpoint inhibitors (ICs) and current standard cancer treatments in combined cancer immunotherapy 
(CCI).We assessed mechanisms of antitumor effects in the CCI and basic principle for the 
administration timing of combined drugs using mouse colon adenocarcinoma models. The chemotherapy 
induced immunogenic cancer cell death and tumor-specific cytotoxic T lymphocytes (TC) responses, and
 dramatically increased numbers of IFN-gamma producing CD4 and CD8 T cells and TC within the tumors,
 suggesting that the administration order of the chemotherapy followed by the anti-PD-1 antibody was
 important (anti-PD-1 treatment was essential for in vivo anti-tumor effects by TC).Chemotherapy 
reduced not only tumor cell numbers, but also numbers of myeloid-derived suppressor cells and TC. 
Development of drugs to selectively induce cell death of specific target cells is a promising 
strategy for new CCIs.

研究分野：腫瘍免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫原性癌細胞死から腫瘍抗原特異的T細胞誘導及び抗腫瘍効果に至る「殺細胞治療関連がん免疫サイクル」を
考慮に入れた効率の良いがん複合免疫療法の投与レジメ検討の提唱と新規がん免疫複合療法の開発の一つの標的
を提案することができ、がん患者の予後改善のために本研究分野の更なる推進と応用が期待されることを示すこ
とができた。

※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 
悪性腫瘍に対する治療は、外科治療、化学療法、放射線療法、分子標的薬などが実地の臨
床で施行されており、進行癌症例における予後及びQOL改善に大きく寄与している。一方で、抗
腫瘍免疫応答、中でも抗原特異的なＴ細胞性免疫は、腫瘍の発生抑制及び臨床的に検出不可能
な病巣を含む広汎な転移巣（癌細胞）並びに局所再発を抑制することが可能で、個体の能動的
治癒力による悪性腫瘍の根絶に威力を発揮する。近年、免疫チェックポイント阻害剤の登場に
より、患者のT細胞性腫瘍免疫応答を負に制御する分子の抑制により、頭頸部扁平上皮癌、悪性
黒色腫、腎細胞癌、肺非小細胞性肺癌、卵巣癌、消化管癌、肝癌および尿路上皮癌等の一部の
症例で、驚異的な持続的臨床効果を認めることが報告されている1)2)。特にProgrammed cell 
death-1 (PD-1)/PD-1 ligand-1 (PD-L1)阻害剤の効果は腫瘍内にリンパ球が高度に浸潤する亜
型やmicrosatellite instability(MSI)が高く、変異によってcancer neoantigenを産生しやす
い癌腫において有効とされている3)4)。現在、標準的化学療法と免疫チェックポイント阻害剤
を併用する（がん免疫複合療法と呼ぶ）臨床試験が進行中であるが、その奏功率及び副作用発
生率は様々で、例えば非小細胞性肺癌ではplatinum/pemetrexed-based chemotherapyとの併用
効果が米国The Food and Drug Administration (FDA)によって認可されている一方で、多発性
骨髄腫に対するサリドマイド誘導体との併用では、奏功率の増強を認めず、逆に副作用の重症
化により臨床試験が中止されている。このように、免疫チェックポイント阻害剤を用いるがん
集学的治療において、①適切な併用薬剤の選択法、投与量、時期についての原理原則並びに②
現行の標準的癌治療法が与える、ゲノム不安定性を獲得している腫瘍細胞と腫瘍内微小環境へ
の作用や腫瘍特異的T細胞応答の活性化状態あるいは免疫チェックポイント阻害剤の感受性への
影響等の詳細な作用機序は未解明のままで、各癌腫のがん免疫複合療法遂行の障壁となってい
る。 
 
２．研究の目的 

マウス消化器癌腫瘍モデルを用いて、時空間的な腫瘍抗原特異的T細胞応答（T細胞の
エピジェネティックな変化と抗PD-1抗体の感受性並びに化学療法に対する影響等）、癌細胞の治
療反応性及び腫瘍内微小環境に着目し、がん免疫複合療法の抗腫瘍効果の詳細な分子機序と薬
剤の交互作用を検討し、併用薬剤の選択法、投与時期の原理原則を明らかにする。更に、
Immunologic synthetic lethalityによる新規がん免疫複合療法を目指す。 
 
３．研究の方法 

マウス大腸癌モデルを利用し、化学療法と抗 PD-1 併用療法を施行し、両者が与える腫
瘍抗原特異的 T細胞、腫瘍内微小環境、癌細胞への影響を検討する。 
 
（検討項目） 
i) マウス消化器癌モデルによるがん免疫複合療法の原理原則の構築 
マウス消化器癌腫瘍皮下接種モデルを用い、標準的癌治療法（化学療法）と抗PD-1抗体併用療
法の奏功性と薬剤の最適な投与時期を検討する。 
 
ii) 標準療法が与えるT細胞応答、特に腫瘍抗原特異的T細胞(テトラマー解析による腫瘍抗原特
異的T細胞をモニター)への影響を検討する。 
フローサイトメーターを用いて、化学療法投与前後のエフェクターT細胞｛CD4 T 細胞
（Th1）、細胞傷害性キラーCD8T 細胞 (CTL)｝の質的(IFN-などのサイトカイン産生能、PD-1, 
TIM-3などの免疫チェックポイント関連分子発現、CD62L, CD44などのメモリーマーカーの発
現、Nr4aなどの疲弊化T細胞のエピジェネティックな変化の検出）及び量的変化（腫瘍内浸潤T
細胞数、脾臓・所属リンパ節内のT細胞数、アポトーシス数）を検討する。 
 
iii)がん免疫複合療法前後での腫瘍内微小環境（腫瘍内微小血管密度、骨髄由来抑制性細胞）の
質的量的変化を明らかにする。 
 
iv) immunologic synthetic lethality を誘導する標的分子として、HDAC 阻害剤の Quinostat を
併用したがん免疫複合療法の効果を検討する。 
 
４．研究成果 
i) マウス消化器癌モデルによるがん免疫複合療法の原理原則の構築 

マウス大腸癌を用いた腫瘍皮下接種モデルにおいて、標準的化学療法と抗PD-1抗体併
用療法の奏功性と最適な投与時期を検討した。本研究で利用した大腸癌細胞株CT26は抗PD-1抗
体療法の効果が得られにくい非DNA mismatch repair (MMR)欠損大腸癌で、腫瘍上のPD-L1の発
現も確認した。約10mmの固形癌形成後に、FOLFIRI療法{5-フルオロウラシル(5FU）、ホリナー
ト (LV)、イリノテカン(CPT-11)}及び抗PD-1抗体を投与した。化学療法後、免疫原性細胞死時
に上昇するhigh-mobility group box 1 (HMGB1)が有意に上昇し、それと同時に、in vitroでの
腫瘍特異的な細胞傷害(CTL)活性を認めた(図１)5)。 
 



化学療法後に抗PD-1抗体を投与することによって、腫瘍内にIFN-産生性のCD4及び
CD8T細胞が劇的に上昇すること、化学療法がない場合、抗PD-1抗体による有意な腫瘍特異的CTL
活性の誘導やIFN-産生性T
細胞応答の上昇が全く見ら
れなかったことから、最適
な抗腫瘍効果を発現するた
めには、抗PD-1抗体の投与
前に化学療法を施行する必
要があることが判明した。
活性化抗原特異的T細胞応
答による生体内の抗腫瘍効
果発揮のためには抗PD-1抗
体の投与が必須であった
(図2)5)。 

治療後の腫瘍細胞
を回収し、PD-L1発現を検
討したところ、化学療法後
にPD-L1発現の上昇を認め
た。このPD-L1の上昇はヌ
ードマウスで見られなかっ
たことより、化学療法によ
って惹起されたT細胞応答
によって、adaptive 
resistanceが増強され、そ
のため、化学療法単独では
T細胞応答による抗腫瘍効
果が発揮できないと考えら
れた。 
 
ii) 標準療法が与える腫瘍抗原特異的T細胞への影響 

テトラマーをもちいてCT26の抗原特異的T細胞応答を経時的に検討した。化学療法の
投与によって、所属リンパ節及び脾臓、腫瘍内において、CD8中のCT26特異的CD8T細胞の割合及
び総数が上昇し、抗PD-1抗体投与により増強された。 

初回化学療法開始後13日目の所属リンパ節及び脾臓内のCT26抗原特異的T細胞は、
TIM-3+PD-1+あるいはTIM-3-PD-1+が大多数を占めていたが、腫瘍内のCT26抗原特異的T細胞は大
多数が疲弊化したTIM-3+PD-1+であった。 

初回化学療法後6日目に再度、5FU/LV単独、CPT-11単独、CDDP単独、5FU/LV+CPT11投
与し、1週後のCT26抗原特異的T細胞を検討した。化学療法単独によって、CT26抗原特異的T細胞
は全群において低下した。5FU/LV+CPT11併用群では相加的に数的減少が観察された。しかし、
腫瘍が残存している場合はその後増加した。腫瘍がない場合、追加で2度の化学療法を行った場
合、CT26抗原特異的T細胞は更に減少した。 
 
 
iii)がん免疫複合療法前後での腫瘍内微小環境の質的量的変化 

がん免疫複合療法前後で、腫瘍内微小血管密度及び骨髄由来抑制性細胞の減少が観察
された。しかし、骨髄由来抑制性細胞は４日目に低下した後、７日目には再増殖した。 

がん免疫複合療法での抗PD-1抗体投与によって、腫瘍内血管周囲のリンパ球浸潤が増
強し、腫瘍の壊死巣の拡大がみられた。 
 
iv) HDAC阻害剤・Quinostatのimmunologic synthetic lethality誘導の検討 

Quinostatの投与により、抗腫瘍効果は増強されたが、この効果はヌードマウスでも
観察された。野性型マウスにおいて、Quinostatの併用しない化学療法＋PD-1抗体投与による抗
腫瘍効果と比較し、薬剤投与後の腫瘍の迅速な再増殖を観察し、腫瘍特的T細胞応答に対して抑
制作用がある可能性が示唆された。 
 
（まとめ） 

化学療法による免疫原性腫瘍細胞死の誘導と腫瘍特異的CTLの誘導、その後の抗PD-1
抗体による腫瘍内IFN-産生性CD4及びCD8T細胞の劇的な上昇と抗腫瘍効果増大が確認されたこ
とにより、化学療法後にPD-1抗体を投与するタイミングが重要であることが判明した。テトラ
マーを用いた腫瘍抗原特異的T細胞応答のシングルセル解析により、化学療法による腫瘍細胞の
免疫原生細胞死から惹起された腫瘍抗原特異的T細胞応答が抗PD-1抗体により量的・質的に増強
されることが判明した。その後の化学療法では、検討した全ての薬剤により腫瘍抗原特異的T細
胞数が一過性に減少するが、腫瘍の残存によりその数は漸増した。従って、化学療法自体は活



性化された腫瘍抗原特異的T細胞に細胞死を誘導するが、再度の腫瘍抗原の免疫システムへの暴
露により再活性化されると考えられた。しかし、腫瘍がない場合は、化学療法により漸減した
ことから、投与中止のタイミングも重要であることが示唆された。今回検討した化学療法は骨
髄由来抑制性細胞も含めて全ての細胞の減少を誘導する。しかし、骨髄由来抑制性細胞の減少
は一過性でそのリバウンドによる増加は著しく、腫瘍抗原特異的T細胞減少と相まって、抗腫瘍
効果に負の影響を与えている可能性がある。従って、骨髄由来抑制性細胞と腫瘍細胞のみを標
的とするなどの選択的な細胞死誘導薬剤の開発が有効な新規がん免疫複合療法の一つとなる可
能性が示唆された。 

immunologic synthetic lethalityを誘導する標的分子として、活性化されたT細胞の
疲弊化を防ぐ可能性も期待して、エピゲノム調節剤であり、抗腫瘍効果を惹起するHDAC阻害剤
のQuinostatを併用したが、結果的にはT細胞依存性の抗腫瘍効果の有意な上昇が見られなかっ
た。T細胞のエピゲノム調整剤の開発は発展途上であり、更なる研究の進展が望まれる。 
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