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研究成果の概要（和文）：担癌犬に対する治療法の確立を目的に、自然免疫と獲得免疫を同時に誘導しうる新規癌ワク
チンシステムである「イヌ型アジュバントベクター細胞」の開発に関する基盤研究を進めた。イヌ由来のベクター細胞
のスクリーニングを行い、in vitroの研究の検証を踏まえて細胞作製の至適条件を決定した。更に、イヌ型アジュバン
トベクター細胞の有効性の評価の為に、本細胞をイヌに静脈内投与することにより免疫応答を確認することできた。本
研究成果は、今後担癌犬に対する新たな癌免疫療法に向けた基礎的な知見となるものと考える。

研究成果の概要（英文）：To make a strategy of new type of cancer vaccine for cancer-bearing dogs, we have 
launched the study of canine-type adjuvant vector cells, which may link between innate and adaptive immuni
ty. In this study, we initially have chosen the canine vector cells and determining the optimal conditions
 for establishing the cells. Then, when we administered it through intravenous route, we detected the immu
ne response in immunized dogs. These results would demonstrate the important and fundamental information f
or applying this strategy for canine immunotherapy in future.
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１．研究開始当初の背景 
癌に罹患する犬の数は、日本においておおよそ
30 万匹といわれている。治療として手術および化
学療法が主流であるが、QOL を考慮すると免疫療
法は新たな治療法の選択肢となりうる可能性を
秘めている。 
我々はこれまでワクチンシステムの開発研究
に取り組み、従来の癌ワクチンとは異なる作用機
序で自然免疫と獲得免疫を同時に誘導しうるワ
クチンシステム「人工アジュバントベクター細
胞」を考案した。本ワクチンは自然リンパ球であ
る NKT 細胞のアジュバント効果を利用している。
これまでマウスモデルにおいて遺伝子導入の容
易な線維芽細胞をベクター細胞として用い、腫瘍
抗原由来の mRNA と NKT 細胞リガンドを同時に線
維芽細胞内で発現させた「人工アジュバントベク
ター細胞」を作製、これを動物に免疫することで、
自然リンパ球である、NK/NKT 細胞を活性化し、さ
らに抗原特異的な抗腫瘍効果を得られることを
示した (Fujii et al Blood 2009)。この抗腫瘍
免疫機構は、活性化した NKT 細胞により腫瘍抗原
を発現しているベクター細胞が細胞死を起こし、
速やかに宿主の樹状細胞がこれを取り込み、効率
よく抗腫瘍抗原特異的 CTLを誘導できる点にある
(Fujii et alImmunol Rev 2007, Trend Immunol 
2008)。つまり、腫瘍抗原が判明している場合、
主要組織適合遺伝子複合体(MHC)に関係なく自然
免疫と獲得免疫の両者を誘導しうることになり、
MHC が明確に示されていないイヌを対象としては、
有効な治療法になりうると考え、以下の研究を実
施した。 
 
２．研究の目的 
これまで、マウスモデルで知見を重ねてきた、「人
工アジュバントベクター細胞」を、イヌのシステ
ムに応用し、同様の免疫応答等の効果が得られる
か検証することを目的とし、(1) ベクター細胞の
選択と作製（２）イヌ細胞における抗原の発現の
検討、（３）イヌ人工アジュバントベクター細胞
の免疫と免疫応答の解析、の３項目について検討
を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）ベクター細胞の選択と作製 
①細胞株 
ベクター細胞としては、これまでマウスモデルで
は細胞増殖、遺伝子導入効率等より線維芽細胞で
ある NIH3T3を使用してきた。そこで、NIH3T3
に替わるイヌ細胞で且つ非癌細胞株として
MDCK (canine renal tubular cells), Cf2TH 
(Canine thymus fibroblast) の 2 種を RIKEN 
BRC Cell Bankより購入した。 
②抗原 mRNA の作製、遺伝子導入、蛋白発現の
検討 
遺伝子導入効率、蛋白発現効率の検定のために
EGFP (in house でクローニング)、OVA （Dr. 

Lotze MT, ピッツバーグ大学より供与）遺伝
子を、また NKT リガンドを提示させるため
に Human CD1d 遺伝子(Origine より購入)
を、標的抗原として Human WT1, Human 
tyrosinase遺伝子(Origineより購入)を用いた。
＊イヌでは CD1d分子が同定されていないも
のの、これまでの報告および自験例において、
human CD1d, mouse CD1dをイヌNKT細胞
が認識すること確認しているため、本研究で
は human CD1d を遺伝子導入することとし
た。各々の遺伝子について mRNAを作製し、
エレクトロポレーション法により遺伝子導入
を行った。EGFP、CD1ｄについてはフロー
サイトメトリーにより発現を確認、OVAにつ
いては OVA ELISA kit (ITEA)で、WT1およ
び tyrosinaseについてはWB法で蛋白発現を
確認した。 
③NKT細胞の反応性の検討 
NKT リガンドである-GalCer (理研石井 
先生より供与 )を添加した細胞株にヒト
CD1dmRNA、抗原mRNAを遺伝子導入しベ
クター細胞を作製した。ヒト NKT 細胞株と
アジュバントベクター細胞を共培養し、NKT
細胞の活性化能をヒト NKT 細胞の産生する
IFN-（BD human IFN- ELISA kitを使用）
により検定した。 
（２）イヌ細胞における抗原の発現の検討 
イヌメラノーマ細胞株（CMeC1, CMeC3, 
KMeC,LMeC）における tyrosinase の発現
をWB法により検討した。 
（３）イヌ人工アジュバントベクター細胞の
免疫と免疫応答の解析 
-GalCer を添加し、標的抗原 tyrosinase, 
CD1dmRNA を遺伝子導入したイヌアジュバ
ントベクター細胞を理研で作成し、山口大 
水野へ郵送し、健常犬（ビーグル犬♂）へ静
脈投与により免疫した。2匹に 5x107 cellsを
免疫、2匹には PBSを投与した。免疫後経時
的に採血し、生化学検査、免疫解析を行った。 
免疫解析では、NKT細胞、CD4, CD8T細胞
の細胞頻度、血清 IL12 (ELISA)を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）ベクター細胞の選択と作製 
MDCK、Cf2THの両者に EGFPmRNAを遺
伝子導入し、経時的に EGFPの発現をフロー
サイトメトリーで検討したところ、両者とも
ほぼ100%の遺伝子導入効率で差を認めなかっ
た（図１）。 



 
次に、ｈCD1ｄおよび OVAmRNA を遺伝子導入
し、各々の蛋白発現を検討した（図２）。 

 
 
その結果、CD1d の発現には差を認めなかったも
のの、OVA 蛋白産生に関しては Cf2THの方がよ
り高かった。 
さらに、CD1d を遺伝子導入した Cf2TH および
MDCK細胞に-GalCerを添加培養し、当研究室
で樹立した 2種類のヒト NKT細胞株(B57, B65)
と共培養し、NKT細胞からの IFN-産生を検討し
たところ、図３のように Cf2TH 細胞が、いずれ
の NKT 細胞への抗原提示能がより高いことが判
明した。以上のことより、Cf2THをベクター細胞
として選択することにした。 

 
図３ NKT細胞活性化能の検定 
当初、本研究では標的抗原としてWilms’ tumor 

1 (WT1)抗原を使用する計画であった。WT1抗原
はヒト臨床において幅広い悪性腫瘍に発現し、有
用な抗原として知られており、我々のイヌリンパ
腫における予備的検討でもその発現を確認して
いたためである。しかしながら、臨床検体および
正常組織における発現を数種の異なるクローン
の抗体を用いて検討したところ、正常組織におけ
る発現を否定できない結果となった。そのため、
研究グループで議論した結果、悪性黒色腫の腫瘍
抗原である tyrosinase に切り替えることにした。
tyrosinase 抗原はヒト臨床においても悪性黒色
腫の有用な抗原であり、human tyrosinase を用
いた xenogenic DNA ワクチンとしてイヌ進行悪
性黒色腫に臨床応用した報告があったためであ
る（Bergman PJ et al. Clin Cancer Res 2003)。 

よってイヌ人工アジュバントベクター細胞は
図４のように human CD1d および human 
tyrosinase mRNAを Cf2TH細胞株に共遺伝
子導入し、作製した。 
 このように、CD1dと tyrosinaseを共遺伝
子導入する際に、各々のmRNA量について図
５のように検定を行った結果、 CD1d 
mRNA10ug, Tyrosinase 20ugの場合、CD1d
の発現および tyrosinaseの蛋白量が十分確保
できることが判明した。また、この蛋白発現
は線照射をしても低下しないことを確認し
た。 以上よりイヌ人工アジュバントベクター
細胞の作製条件を決定した。 

 
図４．イヌ人工アジュバントベクター細胞の
作製 

 
図５．CD1dmRNA と tyrosinase mRNA の
共遺伝子導入の条件検討 
（２）イヌ細胞における抗原の発現の検討 
マウスメラノーマ細胞株を陽性コントロール
として、イヌメラノーマ細胞株における
tyrosinase抗原の発現をWB法により検討し
た。その結果、図６のようにイヌメラノーマ
細胞においても抗原が発現していることを確

図１EGFPmRNA

導入効率の検定 

図２A .CD1d発現および 2B OVA蛋白産生 

 



認できた。 

 
図６．イヌメラノーマ細胞株における tyrosinase
抗原の発現の検討 
（３）イヌ人工アジュバントベクター細胞の免疫
と免疫応答の解析 
理研において（１）で条件検討を行い作製した、
イヌ人工アジュバントベクター細胞を山口大へ
送付し、健常犬に免疫した。投与後、特に理学所
見等は問題なく、生化学検査においても一過性の
CRP の上昇等の炎症反応は見られたものの、重篤
な異常は認められなかった。 
 一方、末梢血を用いた免疫学的解析においては、
CD4, CD8T 細胞、NKT 細胞の細胞頻度を解析する
と、CD4, CD8T 細胞に関しては大きな細胞頻度の
変化は認められなかった。しかし、NKT 細胞に関
しては、図７のように免疫後 d7 をピークに免疫
前に比べ、5倍から 16 倍の細胞頻度の上昇をみと
めた。 
イヌ抗原特異的な T細胞の解析に関しては、イ
ヌ MHC が不明であり、また認識するエピトープも
不明なため、tyrosinase 抗原を発現した自己の抗
原提示細胞を作製するのがポイントであった。今
回は、抗原提示細胞として、in vitro で誘導した
樹状細胞に tyrosinase mRNA を遺伝子導入し、
tyrosinase 抗原発現樹状細胞の作製を試みたも
のの、細胞数、導入効率等の問題により、現在の
までのところ成功していない。よって、
tyrosinase特異的T細胞に関しては本研究期間中
には解析できなかった。今後別の方法も考慮した
いと考えている。 
以上より、本研究では、マウスモデルで知見を重
ねてきた「人工アジュバントベクター細胞」を、
イヌに応用し、同様の免疫応答等の効果が得られ
るか検証する目的ですすめてきた結果、イヌ人工
アジュバントベクター細胞が in vivo で機能し、
NKT 細胞応答を誘導することを確認できた。T 細
胞の解析系等の問題はあるものの、マウスのみな
らず大動物であるイヌで、このワクチンシステム
が機能することは、イヌ臨床においてもまた、ヒ
トへの応用を考えた場合でも今後の更なる発展
が期待できると考える。 

 
図７．末梢血 NKT 細胞頻度の経時的推移 
（CD3+T cell で gate） 
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