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研究成果の概要（和文）：サイトカインの遺伝子を生体内の癌細胞に導入して腫瘍内の細胞性免疫を増強することによ
る樹状細胞（DC）による抗癌免疫の増強を検討した。C3H/Heマウスに増殖させた同系骨肉腫細胞株内に新規人工ベクタ
ーを用いてGFP 遺伝子を含むプラスミドを導入したところ、10%前後の導入効率を得られた。同様に、インターフェロ
ンガンマまたはCD40リガンドの遺伝子を導入した後　DCを腫瘍内投与したところ、有意に高い成長抑制がみられ、さら
にCD40リガンドの遺伝子を導入によって生存率の著しい向上が認められた。これらの結果から、遺伝子導入によるがん
微小環境の改変により、DC治療の効果が著しく増強されることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Using a novel synthetic vector of a cationic lipid bound with pH-sensitive 
liposomes, we transfected cytokine genes into tumor cells to manipulate tumor microenvironment for 
facilitating dendritic cell (DC) therapy. The efficiency of transfection into the LM8 osteosarcoma 
growing in syngeneic C3H mice was about 10% by both intratumor (i.t.) and intravenous (i.v.) injection of 
the vector enclosing GFP-expression plasmid. Therapeutic experiments were performed to inhibit LM8 growth 
by injection of the interferon (IFN) γ-vector or the CD40L-vector, followed by i.t. injection of the DCs 
presenting the LM8 antigens. Growth of the tumor was significantly suppressed by the treatment of the 
IFNγ-plasmid vector and the CD40L-plasmid vector. The CD40L-vector treatment led to significantly 
improved survival. These results indicate that gene transfection of the cytokine genes manipulate the 
tumor microenvironment effectively and significantly improve DC-based tumor immunotherapy.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
（１）癌微小環境重要性の向上：癌微小環境
は、癌間質組織における細胞および液性成分
の総称である。近年癌治療において、癌細胞
の種類や組織型のみでなく、癌微小環境が癌
細胞の増殖や治療効果に大きく影響するこ
とが明らかになってきた。とくに微小環境内
の免疫状態は、非常に重要であり、たとえば、
手術摘出した癌組織の微小環境内に、細胞性
免疫を増強するタイプ１ヘルパーT細胞
（Th1）や細胞傷害性 T細胞（CTL）などの Th1
免疫系細胞および DC が多い場合には、患者
の生存率は非常に高く、反対に抑制性 T細胞
や免疫抑制因子を分泌するマクロファージ
が多い場合には、患者の生存率は低いことが
判明している（Gao et al. J Clin Oncol 2007
など）。これらの現象を翻せば、癌組織内に
Th1 免疫系細胞を集め、それらを活性化する
微小環境を構築できれば、癌治療の効果を著
しく高めることができると考えられる。この
癌微小環境の構築には、細胞性免疫を高める
サイトカイン（Th1 サイトカイン）を用いる
ことがもっとも効率的である。 
 
（２）DC を用いた癌免疫治療の問題点：DC
を用いた癌免疫治療は、生体外で単球（Mo）
や骨髄前駆細胞から分化させた DC に癌抗原
を取り込ませて癌患者の生体内に戻すこと
によって、癌抗原に特異的な Th1 免疫系を活
性化し、癌細胞を排除しようとするものであ
る。この治療法は、癌細胞に特異性が高く、
正常細胞を傷害しないため、副作用の無い極
めて安全な方法であるが、未だ高い治療効果
を得られていない。この原因として、①生体
における DC成熟・活性化因子の不足のため、
生体内に戻された DC が退行する；②DC のリ
ンパ節への移動ができない；③癌微小環境が
免疫抑制の状態にあることなどが挙げられ
る （ Engell-Noerregaard et al, Cancer 
Immunol Immunother 2009 など）。 
 
（３）これまでの研究成果：申請者らは、上
記問題を解決するため、①DC の成熟・活性化
に対する Th1 サイトカインの影響を調べ、②
それらサイトカインを DC とともに用いた場
合の癌治療効果について検討した。その結果、
Th1 サイトカインであるインターフェロン
（IFN）γ、インターロイキン-12 および CD40
リガンド（CD40L）が未成熟 DC（iDC）から
DC への成熟を誘導し、DC の免疫刺激活性を
著しく亢進することが明らかになった（Vet 
Immunol Immunopathol 2010 など）。さらに、
IFNγに関して、DC による癌細胞株のアポト
ーシス誘導を著しく増強することや、DC とと
もにイヌ自然発症癌の微小環境内に注入す
ることによって画期的な治療効果（完全奏効
率 50％以上）をもたらすことを明らかにした
（Cancer Res 2010）。 
 
２．研究の目的 

Th1 サイトカインの遺伝子を腫瘍細胞に導入
して発現させることにより、持続的かつ効果
的に微小環境の改善ができ、さらに、サイト
カインを癌組織内に留まらせて全身への拡
散を防ぐので、副作用を抑えることができる。
そこで本研究では、非常に効果的で安全な腫
瘍免疫療法を開発することを目的として、担
癌マウスモデルを用いて、IFNγあるいは IFN
γと同様に DC の成熟活性化の機能を持つ
CD40L の遺伝子を腫瘍細胞へ導入し、それに
よる DC 治療の効果改善を検討した。 
 
３．研究の方法 

（１）新規人工ベクターの作製：新規人工ベ
ク タ ー の 作 製 は 、 既 報 （ Yuba et al. 
Biomaterials 67:214-24, 2015）に基づいて
行った。すなわち、トランスフェリンを結合
させた pH 感受性リポソームと、細胞膜との
融合性の高いカチオン性脂質を結合させた
新規人工ベクターを用いた。pH 感受性リポソ
ームは、ロータリーエバポレーターを用いて、
卵黄由来ホスファチジルコリン（EYPC）に pH
感受性ポリマーである 3-メチルグルタミル
化ポリグリシドール（MGluPG）を加えて作製
した。さらに、腫瘍親和性を持たせるため、
作製した pH 感受性リポソームにトランスフ
ェリンを結合した。遺伝子（cDNA）をカチオ
ン性の脂質である Multifectum（Promega 社
製）で内包し、そこにトランスフェリン結合
pH 感受性リポソームを結合させて、人工別ベ
クターを作製した。（図１） 

 
（２）新規人工ベクターの遺伝子導入効率の
検討：GFP 遺伝子を内包した人工ベクター溶
液を C3Hマウス背側皮下に増殖させた同系の
腫瘍内（i.t.）、あるいは尾静脈内（i.v.）
投与した。投与 48 時間後に腫瘍組織を切り
出して、凍結切片標本を作製し、共焦点レー
ザー顕微鏡（Nikon Clsi 型：ニコン社製）に
おいて、総細胞数中の GFP発現細胞を計測し、
人工ベクターの遺伝子導入効率を算出した。 
 
（３）腫瘍抗原の作製および抗原提示 DC の
調整：腫瘍抗原として、腫瘍ライセートを
Geiger JDらの方法（Cancer Res 61:8513-8519, 
2001）に従い、凍結融解を繰り返して作製し



た。マウス DC の作製にあたっては、牛胎子
血清を 10% 含む RPMI1640 培地中で、マウス
骨髄単核細胞をマウス組換え体 顆粒球－マ
クロファージコロニー刺激因子(rmGM-CSF, 
10 ng/ml：Peprotech 社製）と培養し、培養
6 日に細胞を回収し、DC として使用した。そ
の後、腫瘍ライセート液に DC を浮遊させ、
37 ℃、5 % CO２の条件下で 2 時間培養して
DC に腫瘍抗原を取り込ませ、抗原提示 DC と
した。 
 
（４）サイトカイン遺伝子導入と DC 投与の
併用による治療効果の検討：IFNγ遺伝子ま
たは CD40L 遺伝子を用いて、サイトカイン遺
伝子導入と DC の i.t.投与の併用による、担
癌マウスへの治療効果の検討を行った。LM8
細胞を C3H マウスの背側皮下に接種し、接種
後 12 日を治療開始 0 日目とした。処置群と
して、A：サイトカイン遺伝子含有プラスミ
ドを内包した人工ベクターを i.t.投与し、翌
日に DC を投与する群（Cytokine (i.t.)＋DC
群）、B：A と同じプラスミド内包ベクターを
i.v.投与し、翌日に DC を投与する群
（Cytokine (i.v.)＋DC 群）、C：サイトカイ
ン遺伝子を含まない pcDNA3.1 プラスミドを
内包した人工ベクターを i.t.投与し、翌日に
DC を投与する群（Control(i.t.)＋DC 群）、D：
Cと同じプラスミド内包ベクターを i.v.投与
し、翌日に DC を投与する群（Control (i.v.)
＋DC 群）、E：Aと同じプラスミド内包ベクタ
ーを i.v.投与し、DC は投与しない群
（Cytokine (i.v.)群）、F：A と同じ人工ベク
ターを i.t.投与し、DC は投与しない群
（Cytokine (i.t.)群）および無処置群を設
けた。上記 A～F の処置を７日ごとに行い、
これを 4 回繰り返した。治療開始後 60 日を
実験の終了点とし、各処置マウスの生存率を
観察し、また、治療開始から 2～3 日ごとに
腫瘍体積を測定して治療効果を評価した。腫
瘍体積の算出にあたっては、腫瘍の長径、短
径を測定し、短径×短径×長径×0.5 の計算
式もとに腫瘍体積を算出した。 
 
（５）統計処理：Student's t 検定、Tukey
の多重比較検定により差の検定を行った。生
存率の評価は Kaplan-Meier 法を用いた。p 
<0.05 の場合に有意差があるとした。 
 
４．研究成果 
（１）新規人工ベクターの遺伝子導入効率：
GFP 遺伝子含有プラスミドを内包したベクタ
ーを i.t.あるいは i.v.投与し、C3H マウスの
背側皮下に増殖させた LM8 における GFP の発
現を蛍光顕微鏡で観察した。図 2 に示すよう
に、いずれの投与方法においても GFP の発現
が認められた。i.t.投与では、GFP の発現が
投与した部位の周辺に限局して見られたの
に対し、i.v.投与では、腫瘍内の血管を中心
として巣状に GFP の発現が見られた。導入効
率は、i.t.投与では 8％、i.v.投与では 10％

で、投与方法によって差は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）IFNγ遺伝子導入と DC 投与の併用によ
る治療効果：担癌マウスを用いて、IFNγ遺
伝子、CD40L 遺伝子を i.t.または i.v.投与に
よって腫瘍細胞へ導入する遺伝子治療と DC
療法を併用し、治療効果を検討した。 
 

①IFNγ遺伝子導入 DC療法を併用による治
療効果：図 3 に示すように、全ての処置群に
おいてエンドポイントである治療開始後 60
日までの生存が認められなかった。最も長い
生存がみられた、IFNγ (i.v.)＋DC 群も無処
置群と比較して生存期間に有意な差はみら
れなかった。しかしながら、図 4に示すよう
に、腫瘍の成長に関して、全群で比較可能な
治療終了後 7 日（治療開始後 28 日）の時点
での腫瘍の大きさは、無処置群と比較し、IFN
γ (i.v.)＋DC 群で有意に抑制された。また、
IFNγ (i.t.)＋DC 群では、抑制傾向（p <0.1）
が認められた。IFNγ (i.t.)＋DC 群および
IFNγ (i.v.)＋DC 群の腫瘍の成長率をみる
と、IFNγ (i.t.)＋DC 群では、9 匹中 8 匹の
個体で、治療開始から腫瘍の成長がみられた。
個体によっては、壊死による腫瘍組織の崩壊
と皮膚の自壊によって腫瘍体積が減少する
ものもあったが、損傷部位からの細菌感染な
どにより死亡した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ②CD40L遺伝子導入とDC投与の併用による
治療効果：図 5に示すように、治療開始後 60
日までの生存率は、CD40L (i.t.)＋DC 群およ
び CD40L (i.v.)＋DC 群で、無処置群と比較
して有意な差がみられた。また、CD40L (i.t.)
群でも比較的長い生存がみられた。図 6 に示
すように、治療開始後 28 日までの腫瘍の成
長は、CD40L (i.t.)＋DC 群、CD40L (i.v.)
＋DC 群で、腫瘍の成長においても無処置群と
比較して有意な差がみられた。また、IFNγ 
(i.t.)群平均成長率が無処置の平均成長率
を上回っていたのに対し、CD40L (i.t.)群の
腫瘍の平均成長率は、無処置の平均成長率を
下回っていた。CD40L (i.t.)＋DC 群および
CD40L (i.v.)＋DC 群の腫瘍成長率を見ると、
CD40L (i.t.)＋DC 群では、治療開始後 60 日
間生存していたマウスは 9 匹中 2 匹で、2 匹
とも肉眼的に腫瘍が認められなかった。また、
この群では、ほとんどの個体で腫瘍の縮小と
増大のサイクルがみられた。このサイクルの
繰り返しによりマウスが衰弱し、そのため、
腫瘍のサイズがあまり大きくならないにも
かかわらず死亡したのではないかと思われ
た。CD40L (i.v.)＋DC 群では、治療開始後
60 日間生存していたマウスは、9匹中 3匹で、
その中の 2匹には肉眼的に腫瘍が認められな
かった。この群においては、CD40L (i.t.)＋
DC 群でみられたような腫瘍の縮小と増大の
サイクルは見られず、9匹中7匹のマウスで、
治療終了後 7日（治療開始後 28）まで腫瘍の
成長がほぼ抑えられていた。しかし、治療に
よって寛解が得られた個体（2匹）を除いて、
治療終了 12～17 日後から急速な腫瘍の成長
がみられ、5 匹中 4 匹が死亡あるいは腫瘍の
過増殖による安楽殺の対象となった。それに
対し、腫瘍が肉眼的に認められなくなった個
体では、組織的にも腫瘍細胞は認められず、
また、リンパ球などの免疫細胞も認められな
かった。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ③IFNγおよび CD40L の遺伝子導入と DC 投
与の併用による治療効果：図７に示すように、
治療開始後 60 日までの生存率は、CD40L+IFN
γ(i.t.)＋DC群および CD40L+IFNγ(i.v.)＋
DC 群で、100％であった。また、DC 治療を行
わず遺伝子治療のみの群も無処置群と比較
して有意に生存率の向上が認められた。
CD40L+IFNγ(i.t.)＋DC 群では、６匹中３匹
で腫瘍の消失（寛解）を認めたが、CD40L 
(i.t.)＋DC 群と同様に腫瘍の縮小と増大の
サイクルがみられた（図 8）。CD40L+IFNγ
(i.v.)＋DC 群では、図 9 に示すように、６匹
中４匹で寛解を認め、全てのマウスで治療開
始後から継続的に腫瘍の成長が抑制されて
いた。腫瘍の成長は、CD40L+IFNγ(i.v.)群
でも、治療中では抑えられていたが、治療終
了後では急速にみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）まとめ：以上のように、IFNγや CD40L
のような DC をも成熟、活性化する Th1 サイ
トカイン遺伝子の生体内腫瘍への導入によ
って効果的な微小環境の改変ができ、DC 治療
との併用により、非常に良好な治療効果を得
ることができた。腫瘍を一旦成長させた後に、
治療によって完全寛解と長期的な再発防止
を実現させた報告は、マウスの実験モデルに
おいてもほとんどなく、本治療法は、非常に
有効なものであり、今後、治療条件および安
全性を検討していくことで、動物のみでなく、
ヒトのがん免疫治療においても非常に有用
な手段になり得ると思われる。 
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