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研究成果の概要（和文）： 

 犬の悪性黒色腫に対する新たな治療法として、免疫寛容を誘導するGpnmb蛋白質の阻害と、

腫瘍関連抗原ペプチドを組み合わせた新規免疫療法について検討を行った。この結果、ペ

プチドの利用により有意な細胞傷害活性の上昇を認めたが、抗Gpnmb抗体を用いた改良法で

は、従来法と同程度の活性を示すにとどまった。今後は、条件等に対し検討を加えること

で、より奏功性の高い新規免疫療法への開発が進むものと期待されるものである。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 We investigated new approach of immunological therapy for canine malignant melanoma, 

using anti-Gpnmb Ab and other various antigen peptides associated with tumor. The 

research showed that some peptides significantly activated T-lymphocytes compared 

to conventional method. However, the experiments with anti-Gpnmb Ab did not show 

notable results in T-cell activation. In the future research, we will thoroughly 

examine experimental conditions and intend to find more effective immunotherapy. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1) 悪性黒色腫（メラノーマ）は、犬の口
腔内腫瘍の中で最も発生頻度が高い腫瘍で
ある。本腫瘍は、組織侵襲性や再発率が高い
ことが知られ、腫瘤が発見された際には既に
リンパ節・肺への微小転移を認める程、転移
率も顕著に高い。本腫瘍に対しては、外科療
法、化学療法や放射線療法等が実施されるが、
本腫瘍のこれら療法に対する反応性は低い
ため、罹患動物の予後はきわめて悪いことが
多い。そのため、悪性黒色腫に対する新たな
治療法として、本腫瘍細胞の宿主免疫機構に
認識されやすい性質、すなわち免疫原性の高
いことを利用した様々な免疫療法の開発が
試みられている。 
 
(2) 従来の免疫療法は、①腫瘍に対して非
特異的に患者本人の自然免疫を活性化させ
る方法と、②腫瘍特異的な自然免疫、ならび
に獲得免疫を選択的に活性化させる方法と
に大きく分類される。我々の帯広畜産大学動
物医療センターの腫瘍免疫チームでは、上記
の①、非特異的な免疫療法にあたる「活性化
自己リンパ球療法」を行ってきた。これは、
患者の血液中のリンパ球を分離し、in vitro
において IL-2ならびに抗 CD3抗体を用いて、
とくに T 細胞を選択的に増殖、活性化させる
リンフォカイン活性化キラー細胞療法（TLAK
療法）と呼ばれるものである。今日までの適
応症例における免疫療法の経験では、腫瘍の
部分緩解や一般状態の改善、文献データと比
較した寿命延長などの効果を認めてはいる
ものの、直接的な抗腫瘍効果として考えると、
残念ながらその奏功率は決して高いとは言
えない。この原因の主なものとして、本療法
にて非特異的に増殖させたリンパ球では、抗
腫瘍効果を有する T細胞の割合が低く、腫瘍
退縮に導くための絶対数が足りないためと
考察された。 
 
(3) この問題を解決すると考えられる②腫
瘍特異的な免疫療法に目を転じてみると、罹
患症例の腫瘍細胞を免疫抗原として調整後、
再投与する方法（GS hodge et al., Cancer 
Gene Therapy, 1999）や、腫瘍関連抗原ペプ
チドもしくは罹患症例の腫瘍細胞をパルス
し た 樹 状 細 胞 ワ ク チ ン 療 法
(Rodriguez-Lecompte JC et al., Anim Health 
Res Rev., 2004)、さらにはヒト Tyrosinase
と GM-CSF を用いた DNA ワクチン法(Bergman 
et al., Clin Cancer Res, 2006)などの報告
を認めることができる。しかしながら、これ
らのどの報告においても、実際の罹患症例に
おける奏功率はやはり低い。この原因として、
悪性黒色腫がもつ強い免疫逃避機構が主因

であると考えられている。 
 
(4) そこで我々は、悪性黒色腫に特異的な
新規の免疫寛容誘導因子である Gpnmb
（Glycoprotein nmb）の発現動態を解析して
きた。Gpnmb は、黒色細胞に特異的な膜貫通
型の糖蛋白質で、細胞間接着に関連した機能
を有し (Tomihari M et al., Exp Dermatology, 
2009)、マウス悪性黒色腫細胞において顕著
に発現していることが判明している。また
我々は、マウス悪性黒色腫細胞株を用い、
Gpnmbが negative regulator として宿主の免
疫寛容を誘導することを明らかにし、悪性黒
色腫細胞株における Gpnmb発現を siRNAによ
りブロックすることで従来の免疫療法の実
効 性 を さ ら に 高 め る 可 能 性 を 示 し た
（Tomihari M et al., Cancer Res, 2010）。
さらに、犬の悪性黒色腫培養細胞株（CMeC1, 
CMeC2）、ならびに自然発症悪性黒色腫におい
ても、Gpnmb が mRNA・蛋白質の両レベルにお
いて顕著に発現していることを初めて発見
し、同蛋白質が今後の抗腫瘍免疫療法の新た
な分子標的となる可能性を示唆した（未発
表）。と同時に、Gpnmb 蛋白質は膜上に発現さ
れることから、腫瘍関連抗原のひとつとして
特異的な腫瘍免疫を誘導できる可能性も考
えられた。こうした臨床経験、ならびに研究
成果を経て我々は、この Gpnmb を介した経路
の遮断をうまく利用することで、犬の悪性黒
色腫に対する非特異的免疫療法の改善と、新
たな免疫療法の開発を着想するに至った。 
 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、Gpnmb による免疫寛容誘導の
阻害を主目的とすると同時に、免疫療法とし
ての実効性を高めるため、犬の悪性黒色腫に
おいてまとまった報告の少ない腫瘍関連抗
原の発現動態を明らかにし、症例の腫瘍に対
して最も有効と思われる数種の標的蛋白質
を混合させたペプチドワクチン療法と組み
合わせることで、腫瘍特異性の高い新規の免
疫療法を開発することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 
(1) イヌ悪性黒色腫細胞株 6種（Pu, Mi, 
KMec, C1, C2）は、東京大学農学生命科学研
究科獣医外科学研究室の佐々木伸雄教授よ
り譲渡していただいたものを用いた（表 1）。
また、悪性黒色腫自然発症例は、2009〜2012
年までに帯広畜産大学動物医療センターに
来院した症例、ならびに 2012 年に酪農学園
大学附属動物病院に来院した症例（n=10）よ



 

 

り組織を採材した。また、対照としては、口
腔内にその他の腫瘍を発症した症例（n=8）、
ならびに健常犬の口腔内組織（n=1）を採材
し、実験に供した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 腫瘍関連抗原としては、ヒトやマウス
などで既に報告されている悪性黒色腫に特
徴的な gp100、Tyrosinase、MART1、TRP2の 4
種に加え、腫瘍一般に発現するとされている
survivin の計 5 種を対象とした。これらの発
現量をリアルタイム RT-PCR を用いて解析す
るとともに、過去の文献で報告のある配列部
位を参考にして、それぞれの抗原に対する合
成ペプチドを作製した（表 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 細胞障害活性を測定する方法として、
従来より報告のある LDH 法、CFSE 染色とフロ
ーサイトメトリーによる解析法、Calcein 染
色を用いた方法、wst-8染色を用いた方法に
ついてそれぞれ比較、検討した。 
 
(4) 細胞障害活性の測定系を確立した後、
従来の TLAK 療法と、腫瘍関連抗原ペプチド
を添加した改良型 TLAK 療法とに対し、その
細胞傷害活性について比較、検討した。さら
に、ペプチドに加えて Gpnmb 抗体を添加した
場合についても検討を重ねた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 腫瘍関連抗原である gp100、MART1、TRP2、
Tyrosinase、Survivin の mRNA 発現量を、悪
性黒色腫（メラノーマ）の培養細胞、症例組
織、その他腫瘤症例組織、健常犬の正常組織
において比較した。この結果、すべての腫瘍
関連抗原において、メラノーマ症例組織の平
均が、その他腫瘤組織の平均と比較して有意
に高値を示した（p<0.05）。一方で、メラノ
ーマ培養細胞の平均は、メラノーマ症例組織
の 平 均 に 比 較 し 有 意 に 低 値 を 示 し た
(p<0.05)。図 1 には、gp100 の結果を示した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果は従来の報告と同様に、イヌのメラ
ノーマ組織においてメラノーマ関連抗原の
発現量が高いことを示すとともに、培養細胞
における腫瘍関連抗原の発現量が低下して
いることを示した。さらに、症例ごとの発現
パターンには個々における差異が存在して
おり、症例に応じた腫瘍関連抗原の発現量の
相違があることも確認された。 
 
(2) 次に、細胞傷害活性の測定系の確立を
目的とし、4 種の方法について比較、検討し
た。まず、LDH法は、最終的に Effector cell
の LDH活性が混入してしまい、良好な結果を
得られなかった。また CFSE 染色とフローサ
イトメトリーによる解析法では、結果の精度
に乏しく、細胞傷害活性の微妙な差異を明確
に示すことができなかった。さらに Calcein
染色を用いた方法では、本研究で用いた悪性
黒色腫細胞株 6 種すべてにおいて、positive 
control においてですら、検出可能な蛍光強
度を得ることができなかった。これらに対し、
wst-8 染色を用いた方法では、安定して良好
な結果を得ることが可能であった。 
 
(3) そこで、まず ①末梢血単核球（PBMC: 
Peripheral blood mononuclear cell）と、
②従来条件で活性化した TLAK、③腫瘍関連抗
原 ペ プ チ ド を 添 加 し た 改 良 型 TLAK
（TLAK(pep)）とにおいて、これらの細胞障
害活性について比較、検討した。図 2 には、
悪性黒色腫細胞株 K Mecに対し、hgp100 のペ
プチドを添加した場合の結果を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果、hgp100 ペプチド添加により、細胞
障害活性を有意に向上させることが可能で
あった。また同様に、K Mecに対して cgp100、



 

 

cTyrosinase、MART1 のペプチド添加により、
細胞障害活性を上昇させることが可能であ
った。一方で、MART1 を用いた場合には有意
な上昇を認めることができなかった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
同様の解析を異なる細胞株である Mi に対し
行ったところ、cgp100 に対してのみ有意な上
昇を認めることができなかった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果より、ほとんどの腫瘍関連抗原
ペプチドの添加により細胞障害活性が上昇
を認めたこと、しかしながら細胞株ごとに効
果のある腫瘍関連抗原ペプチドが異なるこ
とが示された。しかしながら、これらの有効
性と、各腫瘍関連抗原の mRNA 発現量との相
関を認めることはできなかった。このことよ
り、臨床症例に関して単純に mRNA 発現量を
測定するのみでは、有効な腫瘍関連抗原ペプ
チド選定を行うことができない可能性があ
るものと推測された。 
 
(4) さらに上記の評価系を用いて、④TLAK
＋ペプチド添加＋抗 Gpnmb抗体を同時に添加
し、得られたリンパ球の、K Mec, Mi 両細胞
株に対する細胞障害活性を評価した。しかし
ながらどちらの細胞株に対しても、対照と比
較して同程度であり、有意な細胞障害活性の
上昇を認めることはできなかった。同様の免
疫寛容誘導蛋白質である CTLA4に対しては抗
体製剤（イピリムマブなど）が実用化されて
いることなどから、今後は、抗体添加のタイ
ミング、抗体添加量等の条件設定をさらに検
討する必要があるものと考えられた。 
 
(5) 以上の成果より、本研究では、犬悪性
黒色腫における腫瘍関連抗原の発現動態を
明らかにするとともに、これらに対するペプ

チドを利用することで、従来の活性化リンパ
球療法の抗腫瘍活性を高め、さらには腫瘍に
対する特異性をもたせることに成功した。残
念ながら抗 Gpnmb抗体を用いた免疫寛容誘導
経路の遮断に対する有意な結果は得られて
いないが、さらなる検討を重ねることにより、
より奏功性の高い、現実可能な免疫療法の開
発が可能になるものと強く期待されるもの
である。 
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