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研究成果の概要（和文）：腫瘍の局所の免疫環境では，腫瘍から産生される TGF-βにより，細

胞傷害性 Tリンパ球(CTL)の増殖の抑制とその細胞傷害活性が阻害され，さらに，Treg 細胞の

増加を引き起こすと報告されている．そこで TGF-βsiRNAを腫瘍局所に投与することにより，

腫瘍からの TGF-βの発現を抑制することで腫瘍抗原導入 DC を用いたワクチン療法などの抗

腫瘍ワクチン療法の効果増強が得られると考えられる．この研究は、ヒト腫瘍抗原 CEA の遺

伝子を導入した CEA tansgenicマウスの DCに，TGF-βsiRNAを組み込んだアデノウイルス

ベクターを用いて TGF-βsiRNAを導入し，この DCを担癌マウスに投与し，抗腫瘍効果の増

強効果を検討した．その結果，TGF-βsiRNA の発現が非常に不安定であるため，期待される

程の抗腫瘍効果の増強は認められなかった．今後、さらに安定した siRNAの発現法を検討し、

強力な抗腫瘍ワクチンの開発を目指す必要がある． 

 

研究成果の概要（英文）：Recently, several studies have shown that TGF-β produced from tumor cells 

would inhibit cytotoxic activity of cytotoxic T lymphocytes (CTLs) and increase the number of 

regulatory T cells (Treg) in tumor local environment.  Therefore, as administration of TGF-β siRNA 

would inhibit production of TGF-β in tumor environment, it would be expect that antitumor effect of 

immunotherapy using dendritic cells (DCs) could be enhanced.  This study was examined whether 

antigen-specific CTL responses and therapeutic immunity could be enhanced by genetically-modified 

DCs expressing CEA antigen and TGF-β siRNA.  Consequently, an effective antitumor immune 

response was not induced because of unstable expression of TGF-β siRNA.  Further investigation is 

needed to optimize this vaccine therapy to achieve the obvious benefit in clinical application. 
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１．研究開始当初の背景 

樹状細胞(dendritic cell ; DC) は強力な

抗原提示能を有し，効率的に T細胞を活性化

し，微弱な免疫応答を賦活することができる．

したがって，癌免疫療法においては極めて重

要な tool として注目されている．我々は，

アデノウイルスベクターを用いてマウス大

腸癌細胞株 CT26 の腫瘍抗原遺伝子 gp70 を

GM-CSF 遺伝子と同時に DC に導入し，この

genetic modified DC をマウスに投与するこ

とで，CT26 に対する極めて強い CD4 陽性およ

び CD8 陽性の抗腫瘍免疫反応が誘導され，

CT26 を用いた大腸癌同所移植モデルにおい

て著しい抗腫瘍効果が認められることを報

告してきた．しかしながら，これまでの研究

では，細胞傷害性 T 細胞を中心とするエフェ

クター機能の増強に重点を置いて研究を行

ってきたが，担癌状態では免疫回避機構が働

き，腫瘍免疫療法の大きな障害となっている．

その一因となるサイトカインが TGF-β

(transforming growth factor-β)である． 

 TGF-βは，多くの種類の細胞の増殖を抑制

することから，代表的な増殖抑制因子として

知られており，TGF-βシグナル伝達分子が癌

抑制因子として働くことが明らかされてき

た．しかし，一方で，TGF-βは細胞外基質の

産生や免疫抑制，血管新生，上皮間葉転換な

どを引き起こすことから，癌化を促進する物

質としても再認識され，腫瘍局所の環境は

TGF-βで満たされた免疫抑制環境であると

言える．その機序として，抗腫瘍免疫応答に

おいては抑制性に働く内在性制御性 CD4陽性

T 細胞(Treg ：regulatory T cell)を増加さ

せることが明らかとなっている．最近の報告

では，TGF-βが直接，細胞傷害性 T リンパ球

(CTL:cytotoxic T lymphocyte)の増殖を抑制

し、さらに細胞傷害性エフェクター作用自身

を阻害することが明らかとなった．このこと

が免疫療法，特に能動免疫療法を有効に施行

する上で最大の阻害因子である（Caner Cell 

8：369-380,2005）．したがって，TGF-βの作

用を腫瘍局所において阻害することにより，

抗腫瘍免疫の抑制の制御につながり，さらな

る抗腫瘍効果の増強が期待できると考えた． 

 

２．研究の目的 

癌局所の免疫環境において， CTL の誘導を

増強させる一方，免疫抑制作用を有する TGF-

βの作用を制御することにより消化器癌の

癌免疫療法の有効性を高めることを究極の

目的として以下の検討をおこなった． 

 

３．研究の方法 

実験実験実験実験 I.I.I.I.    

(1) TGF-βsiRNA およびヒト CEA 発現

adenovirus vector の作製および調整： 

合成 TGF-βsiRNA を用いて Adeno-X 

Expression System により TGF-βsiRNA 発現

adenovirus vector （AxTGF-βsiRNA）を作

製した。また、CEA 遺伝子導入 adenovirus 

vector (AxCACEA)とマウス GM-CSF 遺伝子導

入 adenovirus vector (AxCAmGM-CSF)は，当

教室で作製したものを使用した。 

 

(2) C57BL/6J-TgN(CEAGe)18FJP マウス

(TgCEA)の骨髄細胞より DCの誘導と遺伝子導

入： 

TgCEA マウスの大腿骨，脛骨より骨髄細胞

を採取し(約 2×107/mouse)，200U/ml のマウ

ス GM-CSF (mGM-CSF)存在下に 10-12 日間培養



後浮遊細胞を回収し、DC を誘導した。 

 

(3) TGF-βsiRNA 発現の確認と Th-1 サイトカ

イン産生の確認： 

MC-38.CEA（CEA 遺伝子を導入した C57BL/6

由来大腸癌細胞株 MC-38）に AxTGF-βsiRNA

を感染させ，TGF-βの産生を定量的 RT-PCR

法で検討した．この際，最も効率よく TGF-

β産生抑制が認められる条件を決定した．ま

た，TGF-βは，免疫担当細胞から Th-1 サイ

トカインの産生を阻害することを利用し，

TgCEAマウス由来のDCにAxTGF-βsiRNAを感

染させ，GM-CSF とともに 3日間培養後，マウ

ス CD8+T 細胞と混合培養し，TGF-βの刺激に

よる IFN-γの誘導について検討した． 

 

(4) 遺伝子導入 DC 接種 TgCEA における CTL

の誘導能と誘導された CTL の解析: 

TgCEA の背部皮下に，TGF-βsiRNA，CEA 遺

伝子，TGF-βsiRNA と CEA 遺伝子のそれぞれ

3 種の遺伝子導入 DC(5×105個)を接種し，14 

日後に脾細胞を採取し，in vitro にて X 線照

射(100Gy)で非働化した MC-38.CEA（CEA 遺伝

子を導入した C57BL/6 由来大腸癌細胞株

MC-38）と 5 日間混合培養し，MC-38.CEA を

target とした 4 時間 51Cr-release assay に

て CTL 活性を測定した。対照としては，親株

MC-38 および MC-38.BGP（CEA と homology を

もつ BGP 遺伝子導入 MC-38）を用いた． 

 

(5) TgCEA マウス皮下腫瘍モデルに対する遺

伝子導入 DC の抗腫瘍効果に関する検討： 

MC-38.CEA(1×106個)をマウス(n=25)の背

部皮下に移植し，5 日後に，次の 5 つの治療

法を行い，26 日目の皮下腫瘍の大きさを検討

した。 

Group 1: PBS 

Group 2: DC-AxTGF-βsiRNA (TGF-βsiRNA を

導入した DC) 

Group 3: DC-AxCACEA (CEA 遺伝子を導入した

DC) 

Group 4: DC-Ax TGF-βsiRNA /CEA (TGF-β

siRNA と CEA 遺伝子を同時導入した DC) 

Group 5: DC-Ax TGF-βsiRNA /CEA/mGM-CSF 

(TGF-βsiRNA と CEA 遺伝子，GM-CSF 遺伝子

を同時導入した DC) 

 

実験実験実験実験 IIIIIIII....    

以上の複雑な実験系を考察し，簡便で効果

的なワクチン療法の開発のため，腫瘍抗原ペ

プチドワクチン療法の有効性の検討を行っ

た． 

(1) マウス大腸癌細胞株 CT26 の腫瘍抗原遺 

伝子 gp70 の cDNA を RT-PCR にて作製し、gp70

遺伝子発現 adenovirus vector(Axgp70)を

COS-TPC 法 に て 作 製 し た ． gp70 の

immunodominat peptide は、AH-1  

(nonamer:SPSYVYHQF)(TAKARA)を使用した． 

 

(2) マウス骨髄細胞より DC の誘導：6～8週 

齢の BALB/c 雌性マウスの大腿骨，脛骨より

骨髄細胞を採取し，mGM-CSF  200U/ml を含む 

medium で 10 日間培養し作製した． 

 

(3) Adenovirus vector による DC への遺伝子 

導入：DC と adenovirus vector (MOI 100)を

混合させ， 2000g，2 時間遠心して導入した．

腫瘍抗原ペプチドの DC へのパルス法は， 

AH-1 (SPSYVYHQF)を DC に 37℃，3 時間混合

培養しパルスした． 

 

(4) 遺伝子導入 DC接種 BALB/c マウスにおけ

る CTL の誘導能と誘導された CTL の解析： 

① BALB/c の背部皮下に，LacZ 遺伝子導入 DC 

、gp70 遺伝子導入 DC、AH-1 パルス DC (5×

105個)を接種し，14 日後に脾細胞を採取し，



in vitro にて X 線照射(100Gy)で非働化した 

CT26 と 5 日間混合培養し，CT26 を target と

した 4時間 51Cr-release assayにて CTL 活性

を測定した。対照としては，gp70 非発現細胞

株 Meth-A を用いた．  

②誘導された CTL の IFN-γ産生能の検討： 

BALB/c の背部皮下に，LacZ 遺伝子導入 DC 

、gp70 遺伝子導入 DC、AH-1 パルス DC (5×

105 個)を接種し，14 日後に脾細胞を採取．

MACS system にて CD4+ T cell と CD8+ T cell

を sorting し，それぞれの細胞群と CT26 と

co-culture し培養上清中に産生される IFN-

γを ELISA で測定した． 

 

(5) CT26にける皮下腫瘍モデルに対する抗腫 

瘍効果に関する検討： 

CT26(1×106個)をマウス(n=20)の背部皮下に

移植し，5日後に，次の 5つの治療法を行い，

26 日目の皮下腫瘍の大きさとマウスの生存

期間を検討した。 

Group 1: PBS 

Group 2: DC-AxLacZ (lacZ 遺伝子を導入した

DC) 

Group 3: DC-Axgp70(gp70伝子を導入した DC) 

Group4：DC/AH-1 (AH-1 をパルスした DC) 

 

(6) BALB/cマウス大腸癌同所移植モデルに対

する免疫遺伝子治療に関する検討： 

BALB/c マウスの盲腸に CT26 の腫瘍片を移植

した大腸癌同所移植モデルを作製し，実験 4

と同様の Group にて、28 日目の腫瘍径を測定

した。 

 

４．研究成果 

実験実験実験実験 I.I.I.I.    

(1) 遺伝子組み換えを行った TGF-βsiRNA 発 

現 adenovirus vector （AxTGF-βsiRNA）を

作成した．MC-38.CEAに 50, 100, 150, 200 MOI

で遠心法 (2000g, 37℃, 2hr)を用いて感染

させた．しかし，有効な発現抑制は認めず，

100 MOI でわずかに発現抑制を認めた．数回

にわたり本研究を行い，100 MOI を至適 MOI

とした． 

 

(2) AxTGF-βsiRNA を感染させた DC に，

GM-CSF とともに 3 日間培養後，autoMACS™    

(Miltenyi Biotec)で単離したマウス CD8+T

細胞と混合培養し，TGF-βの刺激による IFN-

γの誘導について検討した．しかし有意な結

果が得られなかった．その原因として、siRNA

の発現が極めて不安定であることが判明し

た． 

 

(3) TgCEA の背部皮下に，CEA 遺伝子，TGF-

βsiRNA と CEA 遺伝子のそれぞれの遺伝子導

入 DC を接種し得られた CTL の MC-38.CEA に

対する CTL 活性は、わずかに活性を認めるも

のの有意差は認めなかった． 

 

(4) 皮下腫瘍モデルにおける抗腫瘍効果に

ついては，Group 5: DC-Ax TGF-β siRNA 

/CEA/mGM-CSF において，わずかに有意な抗

腫 瘍 効 果 を 認 め る も の の ， Group 3: 

DC-AxCACEA，Group 4: DC-Ax TGF-βsiRNA 

/CEA の間には有意な差は認めなかった．  

 

本研究では、TGF-βsiRNA の有用性を見出

せなかった．その問題点として，siRNA の操

作条件，TGF-βsiRNA の作用機序，siRNA を

組み込んだ adenovirus vector 自身の作用動

態に根本的な問題があると考えた． 

 

実験実験実験実験 IIIIIIII....    

(1) マウス大腸癌細胞株 CT26 の腫瘍抗原 

gp70 遺伝子導入 DC の接種群，抗原ペプチド

AH-1 をパルスした DC 接種群は，共に gp70 に



対する高い CTL 活性が誘導できた． 

(2) IFN-γ release assay にて，CT26 に対

する CD4+T 細胞の反応は， gp70 遺伝子導入

DC 接種群では， AH-1 パルス DC 接種群と比

較して有意に高い IFN-γ の産生を 認め，

腫瘍抗原遺伝子を導入することにより，DC の

MHC class II に抗原ペプチドが提示されるこ

とが示唆された． 

 

(3)マウスモデルにて，gp70 遺伝子導入 DC 接

種群と AH-1 パルス DC 接種群は，腫瘍の増殖

を著しく抑制し，予後にも反映した． 

 

 以上より，腫瘍抗原ペプチドパルス DC に

よるワクチン療法は，腫瘍抗原遺伝子導入 DC

による免疫遺伝子治療と同様に，強力な抗腫

瘍効果を示し，簡便で有用な治療法となり得

る． 
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