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研究成果の概要（和文）：犬個別化癌ワクチンのアジュバント選別にマウス腫瘍株肺転移モデルを用いて6種類
のS化CpG-ODNを検証した。多くは若干の生存延長を示したが、6種中1種のみ生存率37.5%で完全寛解を示し、そ
れを本ワクチンのアジュバントとして選択した。犬を用いた安全性試験結果を臨床研究申請書にまとめ、大学付
属動物医療セ倫理委員会の承認を得て臨床研究を開始した。しかし、一般治療（手術、放射線、化学療法）を優
先するため症例数が集まらず、本研究は末期癌患犬が中心で迅速な対応が求められた。臨床現場の現状を踏ま
え、腫瘍の針生検で癌関連抗原を数時間以内に検出できるフローサイトメトリーを開発し、現在臨床研究に取り
入れている。

研究成果の概要（英文）：To select adjuvant for an individualized canine cancer vaccine, 6 types of 
phosphorothioate CpG-ODN were tested using a mouse tumor line lung metastasis model. Most of them 
showed slight survival prolongation, but 1 type only in 6 types that was complete remission with a 
survival rate 37.5% was selected as the adjuvant for this vaccine. An application for clinical 
research was prepared with the results of a safety test using dogs, and after approval by ethics 
committee of veterinary medical teaching hospital, clinical research was started. But, since general
 treatment (surgery, radiation, chemotherapy) is prioritized, the number of cases is not collected, 
and most of this study was conducted on terminal cancer clients, and rapid response was required. In
 light of this reality, an intracellular staining flow cytometry was developed that can detect 
within a few hrs the expression of cancer-related antigen in tumor needle biopsy, and is currently 
being incorporated into clinical research.

研究分野： 免疫学、獣医病理学、腫瘍免疫学、腸内細菌学、皮膚科学

キーワード： 犬ペプチドワクチン　犬MHC class I型　DLA-88型　がん抗原検出法　アジュバント　survivin　臨床研
究

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんワクチンの有識者の見解では、短鎖ペプチドを用いたワクチンの有効性は低く、長鎖ペプチド又はネオアン
チゲンにその有効性を示している。本研究は短鎖ペプチドを用いて有効な細胞傷害性T細胞を導くアジュバント
を開発した。ネオアンチゲンに置換えて実施した場合にさらなる効果が期待される。また、現代医療では、がん
の一部採材後に病理検査で１週間を要し、治療方針の検討から予約状況を含め治療開始に至るまでに３週間かか
り、がん進行の治療に早期対応が求められている。本研究のフローサイトメトリーがん抗原検出法は、数時間で
結果が得られ、その日のうちにがんワクチンの治療を開始できる画期的方法として社会貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
＊何故犬を用いた研究が必要なのか 犬の腫瘍は多様性に富み、ヒトの稀な腫瘍（精巣腫瘍、
消化管間質腫瘍、耳下腺癌、唾液腺癌、褐色細胞腫、横紋筋肉腫等）も犬では珍しくなく、また
犬特有の腫瘍（犬血管周皮腫、犬肛門周囲腺腫、犬脊髄腎芽腫、犬エナメル上皮腫等）も頻繁に
みられる。また、犬種別に発生し易い癌種（がんの種類）が示唆されており、例えば、ゴールデ
ンレトリバーではリンパ腫、ロットワイラーでは骨肉腫、チャウチャウでは胃癌、ボクサーでは
グリオーマ、スコティシュテリアでは尿路上皮癌、イングリッシュスプリンガースパニエルでは
乳腺癌, シュナウザー、プードルでは悪性黒色腫、ジャーマンシェパードでは血管肉腫といった
ように報告されている(Waters ら 2006)。これには、多彩な犬種(現在の FCI 登録で 343 品種)と
いう遺伝的背景の違いや各犬種に偏った MHC class I 型(DLA-88 型)との関連性が示唆されてい
る。犬の悪性腫瘍はヒトと同様の難治性を示し、再発ないし転移後は数ヶ月で死亡する例も少な
くない。また、１）ヒトと同じ癌種名の腫瘍が類似の性質（増殖性および浸潤性等）を有する点、
２）ヒトと同様の先端医療機器を用いた治療指針が立てられる点、３）臨床への新しい治療法導
入が比較的難しくない点から、がん罹患犬の症例はヒト医療モデルとして有効であり、犬種とい
う遺伝的重要な情報から新たな見解も期待される。最近の Nature での NEWS IN FOUCS(534:303-
304.2016)では、大手企業が需要予測して犬用の先端医療商品の開発を進めているという国際情
勢が紹介された。また、犬は 2005 年に全ゲノム解読されたが、不明点も多く、比較医学的見地
から重要視されている。 
＊何故がん特異的細胞傷害性 T リンパ球(CTL)誘導法は必要なのか 近年、がん免疫療法の一
つ、抗 PD-1 抗体(オプジーボ)を用いたチェックポイント阻害療法がヒト医療で開発され、多く
の患者に絶大な治療効果をもたらした。獣医療においても注目され、北海道大学獣医学部(感染
症学教室)を中心とした研究グループで開発が行われている。しかし、この治療で深刻な自己免
疫疾患等の副作用が生じることや腫瘤退縮の効果がみられない症例(そもそも個体の持つがん特
異的 CTL活性の低い症例)があることか
ら、その対策の一つにがん特異的 CTL誘
導法と合わせた治療法が考案されてい
る。 
 がん特異的 CTL 誘導法の一つにペプ
チドワクチン療法があり、これまでに
ヒト医療で実施され奏効率が低いとさ
れてきたが、近年の adjuvant 研究の進
歩によって見直されつつある。また、マ
ウスの研究では、新しい adjuvant(CpG-
ODN 等)を用いたペプチドワクチン療法
が、がん転移・再発防止に効力を発揮す
ることから、免疫系を抑制しない外科
手術療法又は放射線療法と合わせた治
療にも期待が寄せられている。 
＊どんな抗原が CTL 誘導に効果的か 犬のがんは多様性のため特定のがんに限定する方法は得
策ではなく、様々ながんに共通するがん関連抗原が望まれる。注目される抗原の一つに
Inhibition of apoptosis protein (IAP) familyの class III に分類される“Survivin”があ
る。Survivin は、例えば、悪性組織球腫、リンパ腫、肥満細胞腫、線維肉腫、骨肉腫、血管肉
腫、滑膜肉腫、扁平上皮癌、悪性黒色腫、
乳腺癌、下顎腺癌、大腸癌、鼻腔腺癌、
尿路上皮癌、腎細胞癌、肺癌等の犬の多
彩ながんに発現することが確認されて
いる。この分子は、monomer ないし dimer
形成により細胞の apoptosis、微小管の
安定性、STAT3 転写抑制等を制御する役
割があり、splicing の違いにより共通
する BIR domain (Caspase群と結合す
る部位)と幾つかの異なる domain との
発現パターンを示して、核と細胞質間
の細胞内局在を制御し、脱メチル化の
進んだ極めて悪性度の高いがん細胞の
G2/M 期のみに高発現する。また、G2/M
期の直後に Proteasome で急速に分解さ
れるため、一見発現のないがん細胞に
も、Survivin 断片は細胞膜上の多くの

がんペプチドワクチン療法の模式図 

腫瘍細胞における survivinペプチドの抗原提示 
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DLA-88 型分子に大量に提示されている可能性がある。がん特異的 CTL は、DLA-88 型に提示され
ている Survivin 断片を認識してがん細胞を殺すことができる。 
 
２．研究の目的 
犬のがん特異的ペプチドワクチン療法を本学の付属動物医療センターで第４のがん治療法とし
て確立させることを目指す。そのため、本研究では、1）ワクチン製剤用として有効な adjuvant
の選別、2）犬の MHC class I (DLA-88)型タイピングに代わる簡便な適合型検査の確立、3）各
種検査依頼書の作成を含めた書類による運営システム構築後、実用的運営を進めて動物医療セ
ンターでの臨床研究を実施する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、各 DLA-88 型に適合したペプチドワクチン療法を実施するため、以下の課題につ
いて、4年以内に確立し実用化することを目指す。1）がんに対する有効な adjuvant成分を、マ
ウスがん肺転移モデルを用いてがん拒絶と生存率で選別し、決定する。2）DLA-88 型タイピング
に代わる簡便化検査法を確立させる(リアルタイム PCR 法を用いた簡便化)。3）がんペプチドワ
クチン療法に向けた本学動物医療センターにおける、DLA-88 適合型検査および腫瘍の病理組織
検査（がん種特定と免染による Survivinの発現チェック）の検査依頼書による運営システムの
構築を行う。その後に、本学倫理委員会での審査・承認後、飼い主の同意に基づき本治療を実施
する。治療経過中の腫瘤サイズを CT検査又は MRI検査にて経時的にモニタリングし、個体の寛
解及び生存の期間で本治療の有効性を検討する。 
 
４．研究成果 
1）犬がんに対するペプチドワクチン療法の有効な adjuvant 成分の検証 マウス腫瘍株 CT26
肺転移モデルを用いてがん拒絶と生存率で評価する。様々な Toll 様受容体（TLR）を刺激する
adjuvant成分を検証した結果、リポ多糖、リポペプチド、Pam3CSK4、flagellin、丸山ワクチン
成分アラビノマンナン(SSM)、プロポリスでは、延命効果を示すもの、全く示さないものを含め
全ての個体は肺転移を起こして死亡したのに対し、CpG-ODN では一部の個体(20%)にエンドポイ
ントまで延命効果を示した。 
次に、各種 CpG-ODNを準備し、 
1) 市販商品 D35 (GCTGCATCGATGCAGGGGGG)--- 全塩基 S化 
2) ODN1760      (ATAATCGACGTTCAAGCAAG)--- 全塩基 S化 
3) ODN1826      (TCCATGACGTTCCTGACGTT)--- 全塩基 S化 
4) ODN2006  (TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT)--- 全塩基 S化 
5) ODN2395  (TCGTCGTTTTCGGCGCGCGCGCCG)--- 全塩基 S化 
6) HSVgD ODN   (CTAACCGGAACGCACCACACA)--- 全塩基 S化 

について検証した結果、ODN2006 で、完全寛解した個体は、8 匹中 3 匹(37.5%)で約１年間生存
後、エンドポイントを迎えた。一方、D35、ODN1826、ODN2395、HSVgD ODNでは延命効果はみられ
たものの、最終的に肺転移で全滅した。ODN2006 を本ワクチン用 adjuvant として決定した。 
2）DLA-88 型タイピングに代わる簡便化検査法の確立 (リアルタイム PCR 法を用いた簡便化) 
Survivin ペプチドの２番目と８番目のアミノ酸が DLA-88 型のポケット Bと Fに収まるため、こ
のポケットを構成するアミノ酸配列が DLA-88 型を決める重要な要素となる。ポケット Bは 6ア
ミノ酸(7-9-24-26-45-67；アミノ酸配列の順番で表記)、ポケット Fは 5アミノ酸(74-77-95-116-
118)で構成されており、事前に準備している６種の survivin ペプチドのうち、全てのペプチド
が結合できない DLA-88 型が 14 種（00101、04001、0160、03901、04601、nov07、nov10、nov11、
nov23、nov24、nov28、nov34、nov59、nov72）あり、これらについて検出し、除外できれば良い
ことが判明した。しかし、リアルタイム PCR 法で検出する組み合わせが多く煩雑になり、まだ簡
便化に至っていない。 
3）犬がんペプチドワクチン療法に向けた大学付属動物医療センターにおける臨床研究の準備

と実施 実験用ビーグル犬６匹を用いた安全性試験結果（ワクチン部位の状態、血球検査、血液

生化学検査、全身症状）を添えて臨床研究の申請書を作成し、大学付属動物医療センター倫理委

員会の承認を経て、臨床研究を開始した。しかし、がんの一般的な治療が優先されるため本症例

数は少なく、外科療法、放射線療法、化学療法の適応外で、ほとんどが末期がんの犬を対象に実

施した。がん進行に伴い早期対応が求められ、かつ麻酔リスクの回避も考慮に、腫瘍の針生検か

ら数時間でがん関連抗原「survivin」を検出できる細胞内染色法を用いたフローサイトメトリー

を開発し、現在、臨床研究に取り入れている。午前中にお預かりした愛犬を身体検査後に腫瘤の

一部を採材し、がん抗原の発現を数時間後に確認でき、その日のうちにワクチン接種可能で夕方

にお返しできるため、飼主様の利便性が高い。一連の手技に無麻酔下で処置できる点も麻酔リス

ク回避の適合となり、新しい第４の治療法として期待されつつある。治療成績の統計学的評価は

今後の課題である。 
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