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研究成果の概要（和文）：免疫抑制下でもインターロイキン 12(IL-12)/樹状細胞(DC)併用腫瘍内

免疫療法によって、移植皮膚片の拒絶を起こすことなく、腫瘤形成した皮下接種腫瘍の増大抑

制及び完全な肺、肝への転移抑制を認め、良好な抗腫瘍効果を示した。これらの抗腫瘍効果に

は T 細胞と NK 細胞の両方が関与していた。特に、IL-12/DC 併用腫瘍内免疫療法と腫瘍切除

を組み合わせた術前補助免疫療法では、腫瘍切除と同時に肝細胞癌細胞を静脈内投与した場合

でも、長期にわたる無再発期間と生存期間の著明な延長を認めた。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that the IL-12/DC combined immunotherapy exerted 
effective antitumor effects on the immunosuppressed host, resulting in significant 
suppression of growth of the subcutaneous established tumor and complete suppression of 
lung and liver metastasis, without rejection of a fully allogenic skin graft. These antitumor 
effects were dependent on both T cells and NK cells. Noteworthily, the combined 
intratumoral immunotherapy and tumor resection, that is to say "neoadjuvant 
immunotherapy", resulted in curative treatment of immunosuppressed mice for HCC, even 
when the mice were challenged with intravenous injection of HCC at the time of tumor 
resection.  
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌(HCC)に対する肝移植後の再発部位

は、遠隔転移が多いのが特徴である。我々は、

これまでの基礎研究で、HCCに対して、イン

ターロイキン12(IL-12)による遺伝子治療が

有効な抗腫瘍効果を呈すること、さらに、

IL-12による遺伝子治療は、免疫抑制状態にお

いても、移植グラフトの拒絶を起こす事なく、

HCCに対する有効な抗腫瘍効果を呈するこ
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とを報告してきた。樹状細胞(DC)は抗原提示

細胞の1つで、IL-12を併用することにより、

HCCに対して、より強力な抗腫瘍効果を呈す

る事が報告されている。そこで、我々は、免

疫抑制下でのより強力な腫瘍免疫誘導を求め

て、IL-12にDCを併用した免疫療法の基礎研

究を開始し、「Neoadjuvant immunotherapy」

と位置づけた治療法を確立することを目指し、

研究を進めてきた。具体的な実験としては、

MH134肝癌細胞株を用いたC3H(H-2k)マウ

ス皮下腫瘍モデルにて検討した(下図：実験モ

デル)。 

IL-12遺伝子を組み込んだプラスミドを、エレ

クトロポレーション法を用いて腫瘍内に

100μg遺伝子導入し(Day0)、その2日後活性化

させたDCを腫瘍内に5.0×105個導入した

(Day2)。DC導入後6日目(Day8)より免疫抑制

剤の腹腔内投与(3mg/kg)を連日行って免疫抑

制状態とし、Balb/c(H-2d)マウスのスキング

ラフトを作製して、免疫抑制の指標とした。

無治療群、DC単独群(DC群)、IL-12単独群

(IL-12群)、IL-12/DC併用群(IL-12/DC群)の4

群に分類し、遺伝子治療開始後28日目

(Day28)まで各群の観察を行った。原発腫瘍に

対する直接的な抗腫瘍効果と、肺及び肝の遠

隔転移巣に対する腫瘍抑制効果を検討した。

今までの研究の結果を以下にまとめてみた。

①Day28における原発皮下腫瘍容積の比較を

行ったところ、IL-12/DC群で有意に腫瘍抑制

効果を認めた。②Day28では、IL-12/DC群で

は１例も肺・肝転移を認めず、有意に転移抑

制効果を認めた。③各群の脾細胞からリンパ

球を採取し、51Cr release assay を用いて、

MH134肝癌細胞に対する特異的細胞障害性T

細胞の活性を検討したところ、Day8(免疫抑

制剤使用前)にて、IL-12/DC群で有意に抗腫瘍

効果を認めたと同時に、Day14(免疫抑制剤使

用後6日目)においても、 IL-12/DC群で有意に

腫瘍特異的な免疫応答を認めた。④各群の原

発皮下腫瘍におけるIL-12蛋白濃度及び

IFN-γ蛋白濃度を測定した。Day8(免疫抑制剤

使用前)では、IL-12/DC群とIL-12群で差を認

めなかったが、Day14(免疫抑制剤使 

用後6日目)では、IL-12/DC群で有意にIL-12

蛋白濃度及びIFN-γ蛋白濃度が高値であった。

つまり、IL-12とDCを併用した｢Neoadjuvant 

immunotherapy｣は、免疫抑制下においても、

移植グラフトを拒絶する事なく、HCCに対し

て腫瘍抑制効果を呈し、さらには転移抑制効

果を呈していることが判明した。 
 
２．研究の目的 
HCC皮下腫瘍を残存したままでDay28にお

ける肺及び肝での転移巣を比較していること

が問題点として挙げられ、原発皮下腫瘍その

ものの増大により、転移巣の評価に有意差が

生じている可能性が十分にあり、より厳密な

転移抑制効果の評価が求められる。原発皮下

腫瘍を切除し、MH134肝癌細胞を静脈内へ注

入してその後の肺及び肝の転移巣の評価を行

う事により、微少転移に対する転移抑制効果

を評価する事が可能となると思われる。HCC 

に対する生体肝移植後、免疫抑制下状態にお

けるHCC再発予防のための治療法の確立が

目的であり、より臨床に則した実験が望まれ

る。また、我々が依然報告した結果では、免

疫抑制下におけるIL-12遺伝子治療の転移抑

制効果の主体は、CD4陽性T細胞でもCD8陽



 

 

性T細胞でもなく、NK細胞である事が判明し

ている。しかし、DCは抗原特異的T細胞に代

表される細胞性免疫あるいは抗体に代表され

る体液性免疫を誘導して免疫応答を行うため、

CD4陽性もしくはCD8陽性T細胞を介した腫

瘍免疫が主体である事より、今回のIL-12と

DCを併用した｢Neoadjuvant 

immunotherapy｣では、どの細胞がエフェク

ター細胞として寄与しているのか、非常に興

味深い点であり、それを明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
(1) 微少転移に対する転移抑制効果の検討 
具体的な実験は、今までに用いたモデルを用

いる。IL-12及びDCによる併用治療、免疫抑

制剤の開始は同様で、Day9にて、原発皮下腫

瘍を切除し、尾静脈より強制的に同数の

MH134肝癌細胞を静脈内投与して、微少転移

に対する転移抑制効果を検討する。評価項目

としては、Day28における肺及び肝への 

遠隔転移巣を、パラフィン包埋切片(最大割面)

を用いて、転移巣の有無、個数、最大腫瘍径

にて4群間(無治療群、DC単独群、IL-12単独

群、IL-12/DC併用群にて評価する(下図：実験

モデル)。 

 
(2) 免疫抑制下でのIL-12及びDCを併用した

｢Neoadjuvant immunotherapy｣におけるエ

フェクター細胞の検討 

腫瘍残存モデルを用い、CD4陽性T 細胞、

CD8陽性T細胞、NK細胞を各々の抗体を用い

て除去した状態とする。最終評価は、①Day28

までの原発皮下腫瘍径の測定(Day2、Day9、

Day16、Day21、Day28)とその比較、②Day28

における肺及び肝への遠隔転移巣を、パラフ

ィン包埋切片(最大割面)を用いて、転移巣の有

無、個数、最大腫瘍径にて4群間(抗体無投与

群、CD4陽性T細胞除去群、CD8陽性T細胞除

去群、NK細胞除去群)にて評価する(下図：実

験モデル)。 

 
 
４．研究成果 
(1) 微少転移に対する転移抑制効果の検討 
肺転移は IL-12単独群では 3例中 3例(100%)

に、DC 単独群では 3 例中 2 例(67%)に、無

治療群では 3 例中 3 例(100%)に認めた。 

 

肝転移は IL-12単独群では 3例中 3例(100%)

に、DC 単独群では 3 例中 3 例(100%)に、コ

ントロール群では 3例中 3例(100%)に認めた。 



 

 

 

IL-12/DC併用群では免疫抑制下においても、

肺及び肝転移は認められなかった。 
 
(2) 治療後生存期間の検討 
各群での生存率を調べてみた。無治療群、

IL-12 単独群、DC 単独群では全てのマウス

が 60 日以内に死亡したのに対し、IL-12/DC

併用群では 9例中 6例のマウスが day70の時

点で生存していた。 

 

死因は肺、肝、リンパ節への腫瘍の転移によ

るものであった。IL-12/DC 併用群の長期生

存マウスを、実験終了時に組織学的に検討し

たところ、肺、肝、リンパ節への転移は認め

られなかった。全例で移植皮膚片の拒絶は認

められなかった。 

 
(3) 免疫抑制下での IL-12 及び DC を併用し

た｢Neoadjuvant immunotherapy｣における

エフェクター細胞の検討 

IL-12/DC 併用療法施行下では、CD8 陽性 T

細胞、CD4 陽性 T 細胞、NK 細胞のいずれを

除去しても原発皮下 MH134 腫瘍の増殖の抑

制が無効となった。CD8 陽性 T 細胞、CD4

陽性 T 細胞、NK 細胞のいずれを除去しても

肺及び肝転移に対する抗転移効果が消失し

た。肺及び肝転移共に、CD8 陽性 T 細胞除

去群、CD4 陽性 T 細胞除去群、NK 細胞除去

群の全てで 3 例中 3 例(100 %)に認められた。

CD8 陽性 T 細胞除去群、CD4 陽性 T 細胞除

去群、NK 細胞除去群において、肺及び肝転

移の最大転移巣径及び転移巣の個数には差

を認めなかった。これらの所見から、

IL-12/DC 併用療法では、T 細胞の反応が増

強され、局所での腫瘍増殖抑制、抗転移効果

はT細胞及びNK細胞の反応の相互作用に依

存していると考えられた。 
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