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研究成果の概要（和文）：胃癌細胞株MKN45、MKN74を用いてFACSにてがん幹細胞と報告されているCD44+細胞とCD44-細
胞の分画に分け、細胞内サイトカインの発現を調べた。がん幹細胞ではTGF-βの発現が亢進し、IL-10、VEGFの発現も
高く、がん幹細胞は高度な免疫回避機構を有すると考えられた。しかし、CD44+細胞で誘導した健常人由来の細胞傷害
性T細胞(CTL)はCD44-細胞で誘導したCTLと同様のCTL感受性を示した。したがって、がん幹細胞はそれ自体が免疫治療
に抵抗性なのではなく、局所の免疫回避機構によって守られている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Peritoneal dissemination of gastric cancer stem cells and immunotherapy overcoming
 immune escape were investigated. Cultured gastric cancer cell lines MKN45 and MKN74 were sorted by FACS i
nt0 CD44+ and CD44- cells. CD44+ gastric cancer cells expressed TGF-b , IL-10 and VEGF. Therefore, gastric
 cancer stem cells may have high potential to escape from immune surveillance. However, CTL from healthy d
onor co-cultured with CD44+ gastric cancer cells could kill CD44+ gastric cancer cells as well as that CTL
 co-cultured with CD44- gastric cancer cells could kill CD44- gastric cancer cells. These results indicate
 that cancer stem cells may not be resistant to immunotherapy but the cancer stem cells may be protected b
y strong escape mechanisms provided by host cells.
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１． 研究開始当初の背景 
(1)胃癌腹膜播種の治療成績 
漿膜浸潤胃癌の再発形式の約 50%は腹膜播
種であり、腹膜播種症例の5年生存率は10%
以下と不良である。申請者らは OK-432、
Cisplatin、Etoposide、低浸透圧 Cisplatin
の動物実験や臨床試験で腹腔内化学療法の
有用性を報告したが、治療成績は限られて
おり、腹膜播種の根治には全く異なるアプ
ローチが必要と考えられた。 

(2)がん幹細胞の概念 
 近年、腫瘍内で自己複製能と腫瘍を構成
する種々の分化系統の癌細胞を生み出す能
力を持つがん幹細胞の存在が実証された。
がん幹細胞は細胞周期の静止期を維持し、
放射線療法や抗がん剤耐性の一因となって
いる。幹細胞は Hoechst33342 蛍光色素の排
出能が高く、Side Population(SP)細胞とし
て同定に用いられる。申請者らは CD44+胃
癌の予後が不良と報告したが、胃癌細胞株
の CD44+分画に幹細胞が存在する可能性が
示され、SP 細胞は腹膜転移形成能が高く、
インテグリンや CD44 の発現が高度であっ
た。 

(3)がん特異的免疫治療 
 CD8+ T 細胞が認識するがん抗原が同定さ
れて以来、種々のがん抗原を用いたワクチ
ン療法の開発が続いている。がん細胞の多
様性に対応するには樹状細胞に多種類のが
ん抗原を効率よく標的し、樹状細胞の成熟
化、サイトカイン産生誘導をはかる必要が
ある。さらにCTLの誘導でCD4+ およびCD8+ 
T 細胞へのクロスプレゼンテーションが免
疫抑制克服に重要である。申請者らは腫瘍
細胞と樹状細胞(DC)の細胞融合が多くの課
題を解決することを示した。 

(4)がんによる免疫回避機構 
 がん細胞は種々の免疫抑制分子を分泌し、
胃癌でも TGF-b、IL-10、VEGF、MICA などが
免疫抑制に働いている。また、がん細胞膜
上のFasLやRCAS1などの免疫抑制性膜分子
は T細胞に増殖抑制やアポトーシスを起こ
す。一方、B7-1 リガンドを認識して CTL 機
能を抑制する CTLA-4 に対する抗体
IpilimumabがRCTで転移性黒色腫の全生存
期間の有意な延長を示し、免疫回避機構の
制御ががん免疫治療にとって非常に重要な
戦略となることが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
(1)胃癌細胞株で CD44+細胞と CD44-細胞の
免疫回避機構の差異を明らかにする。 

 がん幹細胞では TGF-b の産生が亢進
し CD4+Foxp3+Treg を高頻度に誘導する
ことから、高度な免疫抑制機能を有する
可能性が予想される。IL-10、VEGF、MICA
や FasL、RCAS1 の発現を調べることによ
り、がん幹細胞の免疫回避機構を制御す

るための情報を得る。 
(2)がん治療における DC ワクチン療法の臨
床的意義を明らかにする。 

 免疫療法ががん治療においてどのよ
うな効果を示すかを臨床的に明らかに
することにより、免疫療法のがん幹細胞
への効果を推測するとともに、免疫療法
が有望な宿主の状態やがんの進行度に
ついての知見を得る。とくに CTL 誘導に
よる治療効果、ヘルパー細胞機能の重要
性についての示唆を得る。 

(3)がん腹膜播種症例腹水中のがん細胞に
対する免疫治療効果を調べる 

 がん性腹水中のがん細胞を改良型の
腹水濾過濃縮還元療法(KM-CART)によっ
て濾過フィルター内に回収し、FACS に
てがん細胞を分離して臨床例での DC に
よる治療開発を試みる。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒト培養胃癌細胞におけるがん幹細胞
の免疫抑制能 
 CD44+細胞ががん幹細胞として報告され
ているヒト培養胃癌細胞 MKN-45、MKN-74
を用いて、FACS にて CD44+細胞と CD44-細
胞の分画に分け、TGF-b、IL-10、VEGF、MICA
などの免疫抑制因子の発現を FACS にて解
析し、CD44+がん幹細胞の免疫抑制能を
CD44-細胞と比較して明らかにする。 
(2)がん治療における DC ワクチン療法の臨
床的意義 
1)進行・再発非小細胞肺癌 62 例において
Wilms’ tumor protein-1 (WT1)がん抗原ペ
プチドを感作した DC ワクチン療法の治療
効果を検討した。 
2)進行・再発胆道癌 65 例において WT1 ない
し Mucin 1 (MUC1)がん抗原タンパクを感作
した DC ワクチン療法の治療効果を検討し
た。 
3) 多施設における化学療法施行進行非切
除膵癌225例においてWT1ないしMUC1を感
作した DC ワクチン療法の治療効果を検討
した。 
4)再発卵巣癌 56 例において WT1 ないし
MUC1 を感作した DC ワクチン療法の治療効
果を検討した。 
(3) がん腹膜播種症例腹水中のがん細胞に
対する免疫治療 
 がん性腹水中のがん細胞を腹水濾過濃縮
還元療法(KM-CART)によって濾過フィルタ
ー内に回収し、FACS にてがん細胞を分離す
る。がん細胞の Lysate をパルスした DC に
よる高度進行腹膜播種症例に対し、臨床例
での治療開発を試みる。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト培養胃癌細胞におけるがん幹細胞
の免疫抑制能 
 胃癌細胞株 MKN45、MKN74 を用いて FACS
にてがん幹細胞と報告されている CD44+細



胞と CD44-細胞の分画に分け、細胞内サイ
トカインの発現を調べた。がん幹細胞では
TGF-の発現が亢進し、IL-10、VEGF の発
現も高く、がん幹細胞は高度な免疫回避機
構を有すると考えられた。しかし、CD44+
細胞で誘導した健常人由来の細胞傷害性 T
細胞(CTL)はCD44-細胞で誘導したCTLと同
様の CTL 感受性を示した。したがって、が
ん幹細胞はそれ自体が免疫治療に抵抗性な
のではなく、局所の免疫回避機構によって
守られている可能性が示唆された。 
(2)がん治療における DC ワクチン療法の臨
床的意義 
1)進行・再発非小細胞肺癌 
 DCワクチン療法開始後3ヶ月での奏効度
は CR 1 例、PR 4 例、SD 26 例で病勢制御率
は 50%であった。MST は 27 ヶ月、1 年およ
び2年生存率はそれぞれ48%と22%であった。
多変量解析において、血清 Hb 値と WT1 ペプ
チドの使用が有意な予後因子であった。本
研究により、非小細胞肺癌の DC ワクチン療
法において WT1 の使用が治療効果に影響す
る重要な因子として示唆された。 
2)進行・再発胆道癌 
 DCワクチン療法開始後のMSTは 7ヶ月で、
多変量解析による有意な予後因子として捉
えられたのは、併用化学療法、ワクチン療
法前血清アルブミン高値(≥4.0g/dl)、ワク
チン療法前血清 CRP 低値(<0.5mg/dl)、ワク
チン投与時の発熱、の 4因子であった。こ
れを反映して、prognostic nutritional 
index (PNI)高値(≥40)例は PNI 低値(<40)
例に比べ有意に予後良好であった(MST 8.1
ヶ月 vs 5.0 ヶ月)。本研究により、胆道癌
の DC ワクチン療法において併用化学療法
とワクチン開始前の栄養状態が予後向上に
重要であることが示唆された。 
3)多施設における化学療法施行進行非切除
膵癌 
 DCワクチン療法開始後のMSTは9.9ヶ月で、
予後因子としては ECOG-PS、腹膜播種、肝転
移、PNI が上げられた。治療関連因子として
ワクチン注射部位の紅斑の大きさ(≥30mm)が
良好な予後と相関し、またその生存曲線は典
型的な delayed separation curve を描き、
また多変量解析でも予後因子となったこと
から、免疫反応の有無が予後に影響している
ことが強く示唆された。この紅斑の大きさは
免疫学的アジュバントOK-432の使用の有無、
血清アルブミン値、PNI と有意に相関し、ワ
クチン開始前の栄養状態と OK-432 の併用が
予後向上に重要であると推察された。 
4)再発卵巣癌 
 DCワクチン療法開始後3ヶ月での奏効度は
PR 2 例、SD 14 例で病勢制御率 28.6%、MST
は 14.5 ヶ月であった。多変量解析によれば
ワクチン開始前の血清アルブミン高値
(≥4.0g/dl)および LDH 低値(<200 IU/L)が独
立した有意な予後因子として検出された。血
清アルブミン高値例と低値例の病勢制御率

は36%と15%、MSTは19.9ヶ月と11.6ヶ月で、
ワクチン開始前の栄養状態が治療効果に影
響することが示唆された。 
(3) がん腹膜播種症例腹水中のがん細胞に
対する免疫治療 
 腹膜播種を有するがん患者16例において
がん性腹水中のがん細胞を CART によって
濾過フィルター内に回収し、FACS にて
CD45-EpCAM+がん細胞を分離した。すべての
症例で 2.4×105 以上のがん細胞数を回収
することが可能であった(表 3)。 

 
 これにより、腫瘍を lysate として DC に
パルスし、7 回分の DC ワクチンとして使
用可能であることがわかった。今後臨床例
での DC による治療開発を試みる。 
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