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研究成果の概要（和文）：がんに対する遺伝子・細胞療法を開発するため、臨床グレードの

Interleukin-12(IL-12)発現アデノウイルス・ベクターを自ら作製した。また、それを用いた樹

状細胞による臨床試験の前臨床試験を行い安全性を検証した。また同時に、その全身的抗腫瘍

効果をより強く発揮させるための基礎検討を進め、MFG-E8 を抗体により阻害することにより

アポトーシスに陥った腫瘍細胞の貪食機構を修飾し免疫を更に賦活化する手法を開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to develop cellular-gene therapy against cancer, we have 

successfully produced cGMP-grade adeniviral vector expressing IL-12. We also performed 

preclinical safety examination for clinical trials using dendritic cells engineered to produce 

IL-12 at a high level. Furthermore, we have found the blockade of MFG-E8, an opsonin for 

phagocytosis, could enhance immune response against cancer cells as a basic research. 

These results, including generation of clinical grade vector, preclinical safety testing, and 

basic research to further enhance systemic immune responses, enables the development of 

novel approach to treat cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究の代表者は、IL-12 遺伝子を腫瘍局所
で発現させれば、副作用なく高い抗腫瘍効果
の得られることをマウス腫瘍モデルを用い
て世界に先駆けて発見し、この発見を基に臨
床応用も実現した(Tahara, H. and Lotze, 
M.T. Human Gene Therapy 6:1607-1624, 1995)。
この臨床試験と並行して、より強い治療効果
の実現を目指して、再びマウス腫瘍モデルを
用いて基礎研究をさらに進めた結果、全身的

免疫反応の制御に重要役割を持つ樹状細胞
に IL-12 遺伝子を導入したもの（IL-12-DC）
を腫瘍内投与すると線維芽細胞を用いた際
よりもさらに強い抗腫瘍効果が発揮され、全
身の免疫反応においても高い活性を持った
腫瘍特異的細胞障害性 T 細胞(CTL)が誘導さ
れることが判明した(Nishioka, Y., Tahara, 
H.et al Cancer Research 59:4035-41, 1999)。
これらの結果を基にヒトでの臨床応用を検
討するに至った。 
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２．研究の目的 
 本研究では、癌に対する遺伝子改変樹状細
胞療法の臨床試験を準備するとともに、それ
に関連する基礎研究を行う。臨床試験に関し
ては、東大医科研附属病院の有する治療ベク
ター開発室を利用して自ら作製する GMP 準拠
Ad-IL-12 を用いる。また、臨床試験施行に必
要となる前臨床試験、臨床試験結果の解析、
そして治療効果の更なる増強を図るための
基礎開発研究も行う。 
 臨床試験では、本研究責任者がマウス腫瘍
システムを用いて基礎的研究を重ねたもの
であり、その手法については米国にて特許を
申請した手技を応用する。すなわち、
Ad-IL-12 を用いて抗原獲得能を有しながら
IL-12 を強発現する未熟樹状細胞（IL-12DC）
を調製し、それをがん患者の腫瘍近傍に投与
する。この治療により、投与された部位の腫
瘍の縮小を図るだけではなく、局所にて獲得
された腫瘍抗原が樹状細胞の機能により全
身的抗腫瘍免疫反応を惹起することを期待
するものである。 
 臨床試験の開始のためには、使用する臨床
グレードのベクターの調製だけではなく、安
全性を担保するための前臨床試験が必須で
あるため、これらを行う。また同時に、さら
に強い効果の期待できる治療法の開発の継
続は必要であり、そのための基礎研究を行う。 
 以上を目的として研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的を達成するために、下記の項
目の研究を遂行することとした。 
(1) IL-12DC を用いた遺伝子細胞療法臨床試
験プロトコール（第 I あるいは第 I/II 相）
を開始するために必要な、臨床グレードの遺
伝子治療用アデノウイルスベクターを作製
し、その品質を検証する。 
(2)作製したアデノウイルスベクターを利用
した臨床試験を開始するために必要な施設
内 IRB および政府機関への申請を目指し、臨
床試験プロトコール原案を作成する。 
(3)関連技術開発とさらに強い効果の期待で
きる治療法の開発のための基礎研究を行う。
特に、生体内に存在する腫瘍細胞を抗原とし
て利用してより強い全身的抗腫瘍効果を惹
起させる方法の開発を目指す。 
 
４．研究成果 
 上記の研究方法に基づき、下記のような成
果を上げた。 
(1) 臨床グレードの遺伝子治療用アデノウ
イルスベクターの作製と品質検証 
 これまでの経験に基づいて改良を重ねた
製造工程を開発し高い品質の試薬を作製し
た。そして、この試薬が米国 FDA(Food and 

Drug Administrations)の定める GMP(Good 
Manufacturing Procedure)基準を満たすもの
か否かの品質検査を行った。 
 IL-12 遺伝子導入アデノウイルスベクター
の調製には、ヒトアデノウイルス 5 型の E1
遺伝子（nt1 から nt4137）によって形質転換
したヒト胎児腎細胞株（293 細胞）を用いる。
このため、293 細胞の E1 遺伝子と IL12 発現
ユニットの両端の遺伝子の間で相補的組換
えが生じる可能性があり、その結果として増
殖性アデノウイルス（RCA）が出現する可能
性が考えられる。RCA が試薬に混入した場合、
遺伝子の導入程度を制御することが困難に
なったり、野生型アデノウイルスによる感染
の際に見られるような副作用が生ずる可能
性があるたえ、遺伝子治療用試薬に特有のも
のとして厳密な検査をすることが推奨され
ている。 
 そのため、製造工程から最終製品に至るま
で、A549 細胞を指示細胞株として RCA の有無
を確認した。最終製品に関してはバイオリラ
イアンス社で FDA 基準に従って行った RCA 混
入試験の結果、1x1010 ウイルス粒子中に RCA
の混入はなかった。プロトコールとして想定
されている、樹状細胞を用いた ex vivo 法に
使 用 す る 場 合 、 Replication Competent 
Adenovirus(RCA)の混入がない試験薬である
ことが確認され、臨床研究に用いることが可
能であることが判明した。 
 その他の、一般的な検査である細菌等の混
入に関しても検査を行ったが、いずれも陰性
であった。以上の結果より、臨床試験実施に
当たっての安全性が示唆された。 
 
(2) 臨床試験プロトコール原案の作成 
 転移・進行性悪性黒色腫に対する治療介入
プロトコールとして原案を作成した。内容の
概要としては、アデノウイルスベクターを用
いて Interleukin-12（以下 IL-12）遺伝子を
導入した樹状細胞を腫瘍近傍に投与した場
合の a) 安全性の検討（主要エンドポイント）、
b) 樹状細胞と IL-12 によって誘起される局
所および全身免疫反応の解析（副次エンドポ
イント）、c) 治療効果の評価（副次エンドポ
イント）とする。 
 対象は、有効性が認められている既存の治
療法に抵抗性となった皮膚あるいは皮下腫
瘍ならびに転移性病変を有する悪性黒色腫
患者とする。悪性黒色腫は皮膚のメラノサイ
ト、あるいは母班細胞が悪性化した腫瘍と考
え ら れ 、 現 在 の 推 定 発 生 数 は 年 間
1,500-2,000 人前後（人口１０万人に対して
１．５人）で、年々増加傾向にある。その予
後は極めて不良であり、特に Stage IV の５
年生存率は 10％未満である。外科的切除、化
学療法、放射線療法のいずれも生命予後に寄
与するという報告は未だ認められず、新たな



 

 

治療法の開発が切望されている。 
 以下の条件を満たす患者を対象とする。 
A．第 IV 期悪性黒色腫症例で、皮膚あるいは
皮下腫瘍等の IL12-DC局所投与が容易な病変
を有する患者。第 IV 期以外でも、延命効果
が科学的に証明された他の治療法がないと
判断された悪性黒色腫患者。 
B．症例検討会申請時点での年齢が 20歳以上、
75 歳以下の成人。 
C．performance status (PS)が２以下の者。 
D．被験者は効果判定のため治療施行後、少
なくとも 12 週間以上の生存が見込める。 
E．被験者は本臨床試験参加に支障を来さな
いな骨髄機能、肝機能、腎機能を保っている
こと。その指標としては末梢血白血球数
2,000 以 上 15,000 以 下 、 血 小 板 数
100,000/mm3 以上、肝逸脱酵素：AST 150, ALT 
150 以下、ビリルビン値 3.0 mg/dL 以下, ク
レアチニン 1.5 mg/dL 以下。 
F． IL12 遺伝子導入樹状細胞の投与は、前治
療の影響を除くために前治療（手術、化学療
法、放射線療法、温熱療法、他の免疫療法等）
から４週間以上間隔をあけて行う。ただし、
疼痛コントロールを目的とした対症的治療
ならびにアフェレーシスはその規制を受け
ない。 
 また、以下の項目に該当する被験者は本研
究の対象から除外する。 
A．妊婦（本臨床研究開始後は、妊娠可能な
女性は避妊し、男性は避妊する。） 
B．授乳中の女性（授乳を中止） 
C．コントロール困難な活動性感染症がある
場合。 
D．臨床試験中に以下の薬剤の投与を必要性
があるもの。 
 副腎ステロイド剤の全身投与。免疫抑制剤
の全身投与。 
 非ステロイド性消炎鎮痛剤は使用を認め
るが、薬剤名と使用量を記録。 
E．制御困難な重複癌を有する場合。 
F．治癒に至っていない外傷性病変を有する
もの。 
G．明らかな出血を伴う潰瘍性病変を有する
もの。 
H．本研究参加６ヶ月以内に未承認薬の臨床
試験/治験に参加している場合。 
I．医師、責任医師が不適と認めたもの。 
 
 この遺伝子治療臨床試験への参加にあた
っては、患者ならびに家族（親族）に対し、
文章によるインフォームド・コンセント（第
１回目）を行い、同意が得られて場合に限り、
本臨床研究へ患者登録し治療前検査を開始
する。その後、治療検査にて前述の選択基準
に合致、さらに除外基準に抵触しないことが
明らかになった場合、院内の遺伝子治療臨床
研究審査委員会の下に設置された症例検討

会にて適応を評価する。症例検討会で本臨床
研究の適応と判断された場合、アフェレーシ
スを行い、治療可能な末梢血単核球細胞が採
取された場合、第２回目の症例検討会で本遺
伝子細胞治療の適応を検討し、問題がないと
判断された場合、患者ならびに家族（親族）
に対し、文章によるインフォームド・コンセ
ント（第２回目）を行う。同意が得られた場
合に限り、IL-12 遺伝子導入樹状細胞の腫瘍
内局所投与を細胞数を漸増するドーズ・エス
カレーション方式で行い、副作用、治療効果、
及び局所・全身的免疫応答性の評価を目的と
する。 
 なお、本研究は医師主導型臨床研究であり、
製造販売承認を目的とした治験ではない。 
  
(3) より強い免疫療法を開発するための基
礎検討 
 CTL の効率よい誘導を目指す方法の一つで
ある IL-12-DC の腫瘍内投与法の全身的抗腫
瘍効果を更に促進する方法として、抗 CTLA4
抗体の併用療法を考案した。その効果をマウ
ス腫瘍モデルを利用して検討しところ、両者
を併用すると、各治療法単独の場合に比べ強
い抗腫瘍効果が得られた。 
 また、生体内においてアポトーシスに陥っ
た腫瘍細胞を樹状細胞が貪食する機構にお
いて重要な働きを持つオプソニンの一種で
ある MFG-E8 に着目し、この機能を阻害する
抗体を用いて、特異的免疫反応をさらに増強
する方法を検討した。この抗体併用療法は、
併用する治療法が腫瘍細胞のアポトーシス
をある程度引き起こすことのできるもので
ありさえすれば、同様の抗腫瘍効果を有し、
強い免疫反応を惹起できることが示唆され
た。抗 MFG-E8 抗体投与により、腫瘍抗原の
認識に好適な微小環境となり抑制性 T細胞の
出現を阻止でき、液性および細胞性免疫を介
した強力な免疫反応が誘導できることが判
明した。この強い免疫反応は、MFG-E8 を抗体
により阻害することにより、免疫寛容を誘導
する経路である Integrin αvβ3 を介した腫
瘍細胞の獲得が妨げられ、免疫反応を促進す
る経路である Fcgレセプターを介した獲得が
促進されることにより起こることも判明し
た。 
 この MFG-E8についての検討を進めた結果、
MFG-E8 は上記のように重要な免疫学的機構
を担っているばかりではなく、癌幹細胞
（CSC）の生存・増殖に重要な働きを示すこ
とが明らかとなった。すなわち、骨髄キメ
ラ・システムおよび養子免得細胞輸注法を用
いた我々の研究により、腫瘍内に存在するマ
ク ロ フ ァ ー ジ (Tumor-Associated 
Macrophage; TAM)の分泌する MFG-E8 は、CSC
の腫瘍形成能と抗がん剤に対する抵抗性を
促進することが明らかとなった。これは、



 

 

MFG-E8 が Stat-3 とヘッジホック経路を IL-6
と協調的に増幅することによって起こる現
象であることも明らかにした。 
 このように、MFG-E8 は多岐にわたる機能に
よりがん細胞の生存に関与している事が明
らかとなったため、これを阻害することによ
るがん治療に関する期待が更に高まった。っ
この状況を踏まえ、ヒトにおける検討も必要
と考え、ヒト MFG-E8 に対するモノクローナ
ル抗体の作製を開始した。 
 
 以上に述べたような成果を基に、腫瘍免疫
機構を総合的に制御する新しい免疫療法の
開発が可能となった。 
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