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研究成果の概要（和文）：樹状細胞（DCs）にFOXP3mRNAを導入および発現を確認しこれまで行ってきたRegulatory T c
ellsの機能を抑制しDCを併用する研究を継続した。私たちはImmunological cell death (ICD) に注目した。肉腫に対
する化学療法で用いられるadriamycin をLM8に反応させるとin vitro, in vivoともにcalreticulin ,  heat shock pr
otein 70の細胞表面への高発現, high mobility group box 1の細胞外放出を確認し、さらにマウスDCの活性化を確認
しこのモデルでのICDを証明した。

研究成果の概要（英文）：We introduced FOXP3 mRNA into dendritic cells (DCs) and confirmed its expression. 
We have continued our study for a combined use of DCs by inhibiting the functions of regulatory T cells. 
We focused on immunological cell death. This is a phenomenon where, through the use of anticancer agents, 
cancer cells become more readily perceived by DCs and such because proteins expressed on the cell surface 
become antigens. While this has already been demonstrated in other carcinomas, we investigated whether a 
similar immunoreactivity increase occurs in murine osteosarcoma cells (LM8). When adriamycin used in 
chemotherapy for sarcoma was reacted to LM8, a high expression of calreticulin and the heat shock protein 
70 on the cell surface, and extracellular release of high mobility group box 1 were observed both in 
vitro and in vivo, as well as the activation of mouse DCs, proving the ICD in this model.

研究分野： 悪性腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
 我々は細胞性免疫を阻害している因子に
注目することにした。制御性 T 細胞
（Regulatory T cell, 以下 Treg）が腫瘍局
所およびリンパ節などで樹状細胞、effector 
T cell など腫瘍を攻撃する免疫因子を阻害
している可能性を考えた。Treg は腫瘍内に
おいて種々の因子を放出または発現し免疫
寛容の状態へ移行させ、腫瘍免疫の攻撃を
回避している。これまでの研究によって、 
 １）DCs を凍結組織と反応させる事でその
効果が上昇すること、 
 ２）Treg を抑制することで細胞性免疫がさ
らに活性化すること、が明らかとなった。し
かしながら、正常細胞に普遍的に発現してい
る TGF-や CTLA-4 をターゲットとする抗
体投与は重篤な副作用を引き起こす可能性
がある。そこで Treg に特有な転写因子であ
るFoxp3に注目した。我々はDCsに foxp3 の
mRNA 
(MIGR-mFoxP3 ;Plasmid 24067, addgene)
をトランスフェクションさせ Treg をターゲ
ットとする foxp3 ワクチン療法を計画した。 
２．研究の目的 
1）免疫活性に関わる検出可能なすべてのサ
イトカインを網羅的に定量化してそれぞれ
の群間で比較する。そこで上昇もしくは低下
しているサイトカインを同定する。 
2）腫瘍ライセート、foxp3、その両者を抗原
提示させた DCs の培養上清中とマウス血清
のサイトカインを経時的に定量化する。即ち
腫瘍ライセートが感作された樹状細胞が抗
腫瘍効果が発揮される可能性と、Treg を特異
的にターゲットとする DCs の感作により重
篤な副作用が減少できるサイトカイン・ケモ
カインが明らかになる。 
3) 私たちは Immunological cell death (ICD) 
に注目した。これは抗癌剤を使用することに
より癌細胞が細胞表面に発現するタンパク
が抗原となり DC などに認識されやすくなる、
という現象である。樹状細胞療法と抗がん剤
で誘導される ICD の併用についても検討し
た。 
３．研究の方法 
治療後 3 週間後（35 日目）に LM8 細胞
（1x106 細胞）を背部に皮下再移植する。
皮下再移植 2 週間後に腫瘍形成の有無を確
認する。切除した病巣を液体窒素で処理し
た。これまでの実験で 
a)  マウス骨肉腫細胞を用いその凍結腫
瘍組織を体内へ戻すという方法が抗腫瘍効
果を増強させることは明らかになっている。 
b) 本研究ではより特異的な免疫効果を惹
起させるために抗原提示細胞である樹状細
胞に腫瘍ライセートを感作させると同時に
Treg の特異的抗原となる Foxp3 を mRNA
の導入により樹状細胞に抗原提示させる。
これにより Treg を標的とするエフェクタ
ーT 細胞が惹起されると考えた。 
これまでの実験データからは樹状細胞の抗

原感作による成熟とそれに伴うT細胞の活
性化、抗 TGF-b 抗体, 抗 CTLA-4 抗体によ
り Treg が抑制した状態で抗腫瘍効果が増
強した結果を確認したが、エフェクターT
細胞に Treg をターゲットにさせるという
異なるアプローチである。これらのデータ
をさらに蓄積することで臨床応用に向けた
より正確な結果が得られるものと考えてい
る。 
 
４．研究成果 
我々はこれまで行ってきた Regulatory T 

cells (Tregs)の機能を抑制し DC を併用する
研 究 を 継 続 し た 。 今 の と こ ろ 抗
glucocorticoid-induced TNFR family 
related gene (GITR) 抗体と DC を併用する
と Treg の腫瘍への集積が抑制され、同時に
Tregが放出する免疫抑制因子（TGF-, IL-10, 
IL-6 ） の 発 現 が 低 下 し て い る こ と を
real-time PCR, 腫瘍組織のウェスタンブロ
ットで確認した。すでに他の癌腫で証明され
ていたが、我々はマウス骨肉腫細胞（LM8）
にも同様の免疫活性上昇が発生しないか調
査した。肉腫に対する化学療法で用いられる
adriamycin (ADM) を LM8 に反応させると
in vitro, in vivo ともに calreticulin (CRT),  
heat shock protein (HSP) 70 の細胞表面へ
の 高 発 現 , high mobility group box 1 
(HMGB1)の細胞外放出を確認し、さらにマ
ウス DC の活性化を確認しこのモデルでの
ICD を証明した。 
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