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研究成果の概要（和文）： がん免疫治療のサロゲートマーカーとして末梢全血ＩＦＮγ産生能を検討した。免疫治療
を行った担癌マウス末梢全血をＰＨＡ刺激しＩＦＮγ産生能を検討したが、治療群で上昇したが、上昇は僅かであり、
別法での検討を要した。
 次にＣｏｎＡにて刺激した所、刺激時間や濃度に比例してＩＦＮγ産生上昇を認めたが、検出濃度が低かったため、
ＣｏｎＡ濃度を上げての検討も行ったが、若干の上昇は認めたが、マーカーとしての使用は困難と思われた。次にＩＦ
ＮγのｍＲＮＡでの検討を行い、２４時間刺激にて優位に上昇を認め、測定手法を確立した。
 当初は引き続き免疫細胞を培養し治療を行う予定であったが、これらの検討は今後行う事となった。

研究成果の概要（英文）： We investigated IFNg production in the peripheral whole blood as surrogate marker
 for cancer immunotherapy. We investigated IFNg production by stimulating with PHA in tumor-bearing mice t
hat was subjected to immunotherapy. IFNg production was increased in treatment group, but the increase of 
IFNg production was slight, so it was required to consider alternative methods. 
Next, we stimulated the peripheral whole blood with ConA, IFNg production increased in proportion to the c
oncentration and stimulation time, but because detected production concentration was low, we examined incr
easing ConA concentrations. The result was IFNg produciton increased slightly, but we thought it was diffi
cult to use this method as a marker. Then we examined mRNA in IFNg, in 24 hours stimulation, mRNA in IFNg 
was increased predominantly, so we have established a measurement technique.
 At first, we planned to be cultured immune cells and treated with immune cells, these studies was decided
 to do next.
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１．研究開始当初の背景 
がんに対するがん免疫療法の問題点とし

て、免疫治療介入における抗腫瘍効果を反映
する適切なマーカーが存在しない事、また免
疫療法を行う際の抗腫瘍効果増強の方法論
が確立されていない事である。 
申請者らの以前の検討にて、免疫治療を行

うことによる効果判定のマーカーとして、末
梢全血でのＩＦＮγ産生能が、全生存期間と
相関する可能性を示唆するデータを得た。 
また、申請者らは以前からがん治療として

温熱療法を積極的に行っているが、近年温熱
療法が腫瘍免疫に有利な作用を及ぼすこと
が判明してきた。 
 
 
２．研究の目的 
がんに対する免疫療法の問題点に対し、末

梢血のＩＦＮγ産生能が、各種免疫療法の効
果判定のサロゲートマーカーとなりうるか
どうかの基礎的検討、また加えて、効果増強
の方法論に対し、各種免疫療法に対して、温
熱療法を加えることで、免疫療法の効果増強
がされ得るかどうかの基礎的検討を目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究の方法として、初めにサロゲートマ

ーカーとしての、末梢全血でのＩＦＮγ産生
能を非担癌マウスにて検討し、末梢全血のＩ
ＦＮγ産生能を測定する適切な刺激試薬の
判別、刺激濃度、刺激時間を検討し、その後
担がんマウスモデルにおけるＩＦＮγ産生
能を測定し、再現性を検討する予定を立てた。
さらにマウス脾臓より、ナイーブＴ細胞や高
純度ＮＫ細胞を培養する方法を確立し、これ
らの細胞を担癌マウスモデルに投与するこ
とでの、抗腫瘍効果の検討をすると同時に末
梢血のＩＦＮγ産生能などを測定し、サロゲ
ートマーカーについての検討、加えて、担が
んマウスモデルにおける、自家ワクチン接種
による末梢血のＩＦＮγ産生能などについ
ての検討を行う予定を立てた。 
 
サロゲートマーカーとしての、マウス末梢

全血のＩＦＮγ産生能を、まず担癌マウスに
対して、コントルール群、非ナイーブリンパ
球投与群、ナイーブリンパ球投与群にて末梢
血を採取し、ヒトでの検討を踏まえて、ＰＨ
Ａにて刺激を行い、ＩＦＮγ産生能を検討し
た。ＰＨＡ濃度については、他の研究者の検
討から、ＰＨＡ濃度を推定し、検討を行った
（２５μｇ／ｍｌ）。ＩＦＮγ産生能は、治
療群で上昇を認めたが、ヒトでの場合のよう
に、今後抗腫瘍効果のマーカーとして使用で
きる程の上昇は認めず、また感度もＥＬＩＳ
Ａにての推奨感度下限であったため、方法を
変えての検討が必要となった。 

そこで、共同研究者らと再度、刺激薬剤に
ついて検討を行い、ＣｏｎＡ（Ｃｏｎｃａｎ
ａｖａｌｉｎ Ａ)を使用し、再度検討を行
った。 
当初、ヒトでの場合と同様にＩＦＮγ産生

能については、ＥＬＩＳＡにての検討を予定
し、実際に、マウス末梢全血に対してＣｏｎ
Ａ刺激を行い、ＥＬＩＳＡにてＩＦＮγの産
生能を検討したところ、刺激時間や刺激濃度
に比例して、ＩＦＮγの産生上昇を認めたが、
検出濃度は、ＥＬＩＳＡでの推奨濃度以下で
あったため、更に濃度を上げての検討も行っ
たが、若干の上昇は認めたものの、ＰＨＡで
の刺激の場合と同様に、今後の抗腫瘍効果の
サロゲートマーカーとしての使用は困難と
思われたため、再度議論を行い、ＩＦＮγ産
生について、末梢全血でのｍＲＮＡを測定す
る方法を行うこととした。 
ｍＲＮＡでの検討にて、２４時間刺激にお

いて、それ以前の時間に比べて、優位にＩＦ
ＮγのｍＲＮＡ発現の上昇を認めた。Ｃｏｎ
Ａの濃度については、低濃度での刺激が最も
上昇を認め、高濃度では、メカニズムは不明
であるが、更なる上昇は認めなかった。上昇
の程度も、今後の抗腫瘍効果検討に対して使
用できる程の上昇を認めたため、ｍＲＮＡで
の測定を、今後の検討手法とすることとした。 
当初、これらの検討に引き続き、マウス脾

臓より、ナイーブリンパ球やＮＫ細胞培養を
行う予定としていたが、前述のＩＦＮγ測定
についての検討に時間を要し、さらに研究協
力をしている他のグループにて培養法の再
検討が行われ、現在も検討を行っているため、
以降に予定していた担癌マウスに対しての、
ナイーブリンパ球やＮＫ細胞による治療介
入の検討は今後の検討課題となった。 
 
 
４．研究成果 
○担癌マウスに対して、コントロール群、非
ナイーブリンパ球治療群、ナイーブリンパ球
治療群における末梢全血にてのＩＦＮγ産
生能の検討を行った。この検討では、ヒトの
場合と同様に末梢全血をＰＨＡにより刺激
した。結果は、下記グラフに示すように、治
療群にてコントロール群に比べ上昇を認め
たが、引き続きの抗腫瘍効果のマーカーとし
て使用できる程は上昇せず、また、ＥＬＩＳ
Ａの実測値も推奨感度下限であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



○上記の結果を踏まえ、刺激薬剤について再
検討を行い、ＣｏｎＡ（Ｃｏｎｃａｎａｖａ
ｌｉｎ Ａ)を使用し、再度検討を行った。 
当初、ヒトでの場合と同様にＩＦＮγ産生

能については、ＥＬＩＳＡにての検討を予定
し、実際に、マウス末梢全血に対してＣｏｎ
Ａ刺激を行い、ＥＬＩＳＡにてＩＦＮγの産
生能を検討したところ、刺激時間や刺激濃度
に比例して、ＩＦＮγの産生上昇を認めたが、
検出濃度は、ＥＬＩＳＡでの推奨濃度以下で
あり、今後の抗腫瘍効果の検討にての使用は
困難と思われた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
○更にＣｏｎＡの濃度を上げての検討も行
ったが、若干の上昇は認めたものの、ＰＨＡ
での刺激の場合と同様に、今後の抗腫瘍効果
のサロゲートマーカーとしての使用は困難
と思われる結果であった。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
○測定方法について、再度検討を行い、ＩＦ
Ｎγ産生について、ＥＬＩＳＡでの検討は、
マウスにおいては、抗腫瘍効果の検討に使用
することは困難と思われたため、共同研究者
らとの協議を行い、末梢全血でのＩＦＮγの
ｍＲＮＡを測定する方法に変更して行うこ
ととした。 
ｍＲＮＡでの検討にて、２４時間刺激にお

いて、それ以前の時間に比べて、優位にＩＦ
ＮγのｍＲＮＡ発現の上昇を認めた。 
ＣｏｎＡの濃度については、低濃度での刺

激が最も上昇を認め、高濃度では、メカニズ
ムは不明であるが、更なる上昇は認めなかっ
た。上昇の程度も、今後の抗腫瘍効果検討に
対して使用できる程の上昇を認めたため、ｍ
ＲＮＡでの測定を、今後の検討手法とするこ
ととした。 
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