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研究成果の概要（和文）：犬の悪性黒色腫は難治性疾患の一つとされている。これに対し我々は、メラノーマに特異性
の高い新たな活性化リンパ球療法（CAT療法）の開発を目的として、犬組織球細胞株DH82や腫瘍抗原ペプチド、抗Gpnmb
抗体の併用について検討を行ったが、CATの増殖効率や抗腫瘍活性における有意な増強は認められなかった。一方、免
疫不全マウスの皮下に悪性黒色腫細胞株(CMM2)を接種し、同時にCAT、あるいは腫瘍抗原ペプチド存在下で活性化したC
ATを投与した場合、腫瘍の成長において有意な抑制を認めた。以上より、CAT自体は一定の抗腫瘍活性を有するものの
、より実効性を高めるためにさらなる改良が必要なものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Canine malignant melanoma is one of the intractable diseases. In order to develop 
the new treatment, we focused the CD3-activated T cell (CAT) therapy. To improve it for increasing the 
specificity for melanoma, we used DH82, melanoma-associated peptides, and anti Gpnmb antibody. However, 
these combinations did not promote the proliferation of lymphocytes, and not enhance the anti tumor 
activity of CAT, either. On the other hand, canine melanoma cells (CMM2) was administered subcutaneously 
into nu/nu mice, and simultaneously injected with CAT or CAT pulsed by melanoma-associated peptides. 
Then, CAT or CAT pulsed by peptides inoculation caused significantly lower tumor growth than saline’s 
one. In conclusion, CAT certainly showed an anti-tumor activity in nu/nu mice, but further studies were 
necessary for more improvement of CAT therapy.

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： 獣医学　臨床　癌　免疫学　悪性黒色腫　犬
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 犬の悪性黒色腫は、高い転移率と低い従来
の治療法への反応性から、罹患動物の予後は
悪いことが多い。さらに、悪性黒色腫自体が
強い免疫寛容を誘導することも知られてお
り、これに対する新たな治療法として、様々
な免疫療法の開発が試みられてきた。とくに
犬の悪性黒色腫に対しては米国の Wolchock
らのグループが開発した DNA ワクチン療法
などの臨床応用も始められており、新たな治
療法として大きな期待が寄せられていた。 
 一方で我々は、これまでの診療現場におい
て「活性化自己リンパ球療法」を軸とした免
疫療法を行ってきた。これは、患者由来のリ
ンパ球を、in vitroにおいて IL-2ならびに抗
CD3抗体を用いて活性化、増殖し、患者体内
に再び戻す活性化キラーT 細胞療法（CD3 
activated T cell therapy: CAT療法）のこと
である。多くの腫瘍症例に対する臨床応用を
行ってきたが、残念ながら CAT 療法は腫瘍
特異的な実効性に乏しいという大きな欠点
があった。 
 この腫瘍特異性を高めるための方法とし
て、上記 CAT 療法に腫瘍関連抗原ペプチド
や樹状細胞を組み合わせる免疫療法が広く
知られている。しかしながら、樹状細胞の調
整にはコストと時間がさらに必要となり、実
際の臨床応用の際には、より簡便かつ実効性
の高い方法の開発が切望されていた。 
 これに対し我々は、とくに悪性黒色腫がも
つ免疫寛容誘導因子 Gpnmbに着目し、これ
による免疫寛容誘導経路の阻害と、腫瘍抗原
ペプチドによる刺激を組み合わせることで、
キラーT細胞による特異的かつ高い抗腫瘍活
性を in vitroにおいて認めることに成功した。
この結果を踏まえて、より in vivo に近い形
での検討が、本療法の臨床応用のために必要
とされていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、従来の CAT 療法に対し、腫瘍
関連抗原ペプチド、ならびに抗 Gpnmb抗体
などを組み合わせることで、さらに簡便、安
価、かつ奏功性の高い治療法として改良する
ことを目的とする。具体的には、抗原提示細
胞としての犬由来培養細胞株 DH82 の利用
と、ヌードマウスにおける、より in vivo に
近い環境下での抗腫瘍活性を評価すること
で、その有用性と現実的な臨床応用に向けた
詳細な検討を行うものである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 犬培養細胞株 DH82の利用に対する検討 
 腫瘍特異性を高めるための抗原提示能を
利用する目的として、DH82の利用について

検討した。米国 ATCC（American Type 
Culture Collection）より犬組織球腫由来細
胞株 DH82を購入し、適切な培養を行った後、
4x105 cells/wellにてプレートに分注した。こ
れに対し各条件下にて放射線照射を行い、不
活化させる条件を決定した。細胞の生存曲線
としては wst-8 を用いて代謝活性を測定し、
450nmの吸光度において評価した。 
 条件決定後（20Gy）、不活化した DH82
（1x106 cells/ml）を腫瘍関連抗原ペプチド
（Tyrosinase、10µM）と混和させ、30分反
応させた後、超音波破砕機によって破壊し、
膜分画のみを遠心分離した。超音波破砕時に
はプロテアーゼ阻害薬のカクテルを添加し
た。得られた破砕液を、DH82とリンパ球と
が細胞数として 1:10となるような濃度で、リ
ンパ球の活性化時に添加した。添加後、リン
パ球の増殖曲線（細胞数）、ならびに CMM2
に対する細胞傷害活性について検討を行っ
た。また、細胞を破砕せず、そのまま添加す
る系についてもあわせて検討した。 
 
(2) 抗 Gpnmb抗体の利用に対する検討 
 CAT の抗腫瘍活性を高めることを目的と
して、抗 Gpnmb抗体（ポリクローナル抗体）
による細胞傷害活性への影響についても比
較、検討した。用いた抗体としては、我々が
作成した抗体として、犬の Gpnmbペプチド
（細胞外ドメイン、18-19 アミノ酸）を合成
し、抗原としてウサギに免疫後、作成したポ
リクローナル抗体 2 種と、購入可能なヒト
Gpnmb に対するモノクローナル抗体
（ab56584、abcam、Cambridge、MA、USA）、
ならびにポリクローナル抗体（K-16、santa 
cruz、Dallas、TX、USA）の、計 4 種の抗
体を用いて、それぞれについて検討、解析を
行った。抗体は 1µg/ml の最終濃度で細胞傷
害活性の系に添加し、CATの CMM2に対す
る細胞傷害活性として比較、検討した。 
 
(3) 免疫不全マウスにおける改良型 CAT 療
法の抗腫瘍活性の検討 
 免疫不全マウスとして Balb/c nu/nu マウ
ス、ならびに NOD scidマウスを選択し、こ
れに対し犬悪性黒色腫細胞株である CMM1、
ならびに CMM2 の２種を皮下に接種し
（5x105 cells）、免疫不全マウスにおいて腫瘍
の成長が認められるかどうか等の検討を行
った。 
 上記実験の結果を踏まえて、免疫不全マウ
スとしては Balb/c nu/nuマウスを、また犬悪
性黒色腫細胞株としては CMM2 とを選択し
た。この CMM2を nu/nuマウスの左脇腹の
皮下に接種し（5x105 cells）、これに対する活
性化リンパ球（CAT 群）、ならびに腫瘍関連
抗原ペプチドの添加群（CAT + pep群）によ
る抗腫瘍活性について、比較、検討を行った。
CATは、抗 CD3抗体と IL-2により活性化さ
せ、CD8陽性細胞比率が高い（抗腫瘍活性が
高い）増殖開始から 10-18日の間のものを使



用した。また腫瘍関連抗原ペプチドとして
Tyrosinase を選択し、培養時に最終濃度が
10µMとなるように添加した。このため、CAT
群においても、ペプチドの溶媒である DMSO
を同濃度となるように添加した。 
 さらに、リンパ球の投与方法として、腫瘍
細胞株と同時に接種する方法と、腫瘍がある
程度の固形塊を形成した後に腫瘍内に直接
投与する方法とについて、それぞれ検討した。
同時に接種した CATは 5x106 cellsずつ使用
し、また腫瘍内投与の際には 1x107 cellsずつ
使用した。腫瘍細胞の体積としては、縦、横、
高さに 4π/3を掛け合わせたものを便宜上の
体積として用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) DH82の利用 
 DH82に対し、5Gy、10Gy、20Gy、50Gy
の条件で放射線照射を行い、24時間後、さら
には 72 時間後における代謝活性を測定した
（図 1、n=3）。この結果、5Gyでは照射後も
代謝活性を有した細胞が少数認められてい
たが、10Gy、20Gy、50Gy においては、代
謝活性の低下が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 
 
 この結果より、10Gy 以上の条件において
十分な不活化が認められるものと考えられ
た。また、同細胞に対し、mitomyciun C
（50µg/ml、30分、37℃）による不活化も可
能であることも確認した。 
 これらの結果を受けて、まず放射線照射
20Gy を不活化の条件として固定した。照射
後の DH82 を腫瘍関連抗原ペプチド
（Tyrosinase）と混和させた破砕液を調整し、
これによる CAT の増殖曲線、ならびに細胞
傷害活性への影響について検討を行ったが、 
３回の実験すべてにおいて、無添加の群と比
較して有意な差を認めなかった。 
 DH82を破砕液としたために、ペプチドを
抗原として提示する機能を示さなかった可
能 性 を 考 慮 し 、 DH82 と ペ プ チ ド
（Tyrosinase）との混和後、細胞のままリン
パ球に添加した（DH82:リンパ球が 1:10）も

のについても検討を行ったが、CATの増殖曲
線、ならびに細胞傷害活性における有意な上
昇を認めることはできなかった。 
 この結果を考察するためには、DH82にお
ける MHC class１の発現を確認する必要が
ある。既報において、DH82はMHC class1
の発現が報告されているが、抗原提示能力と
して十分な量であったのか、あるいは、我々
の培養条件下において異なる発現量があっ
たのか等を確認しなければならない。また一
方で、O’cornerらの報告（2012）で CATに
対し用いられていた artificial APC（人工的
な抗原提示細胞）では、形質導入によって過
剰量のMHC class1が発現されていた。今回、
これらについて検討しきれておらず、詳細に
ついては不明ではあるが、犬組織球由来の細
胞株である DH82 をそのまま利用するとい
う簡便な方法では、CATに対し十分な増殖効
率の向上、ならびに有効な抗原提示能を得る
ことは難しいものと考えられた。 
 
(2) 抗 Gpnmb抗体の利用 
 次に、抗 Gpnmb抗体の利用による免疫寛
容誘導経路の阻害について検討を行った。ま
ず、我々の作成したポリクローナル抗体２種
を用い、CMM2に対する CATの細胞傷害活
性への影響について検討を行ったが、抗
Gpnmb 抗体の添加よる有意な上昇を認める
ことはできなかった（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 
 
 また、ヒト Gpnmbに対する抗体２種にお
いても、再現性のある形で細胞傷害活性の有
意な上昇は認められなかった。 
 これらの結果に対して、一つには抗体の結
合性について検討する必要がある。用いた抗
体４種はすべて、フローサイトメトリーにて
細胞株（CMM2）に結合することを確認して
いるが、これらの抗体の結合だけでは、本検
討に必要なだけの免疫寛容誘導経路の阻害
が得られなかった可能性、が考えられた。 
 また一方で、CMM2を含めた培養細胞株の
全てにおいて、GpnmbがmRNA、ならびに
蛋白質として発現することを確認している



が、一方でその発現量自体が症例由来の腫瘍
組織と比べると非常に少ないことも認めて
いる。このため、本検討に用いた CMM2 で
は、Gpnmb を介した免疫寛容誘導が有効に
機能していない可能性が考えられた。今後、
Gpnmb に対するさらに詳細な検討を行うた
めには、本検討の結果から考えると Gpnmb
の発現の少ない培養細胞株では限界があり、
例えば犬 Gpnmb蛋白質をコードしたプラス
ミドを形質導入し、過剰発現させた細胞株を
作製した後、これに対する阻害実験を行う、
などにより、その有効性について新たに検討
を行う必要があるものと考えられた。 
 
(3) 免疫不全マウスにおける検討 
 まず、CMM1(Pu)と CMM2(Mi)の２種の悪
性黒色腫細胞株を、免疫不全マウスである
Balb/c nu/nuマウスとNOD scidマウスの左
脇腹の皮下に接種した。この結果、どちらの
免疫不全マウスにおいても 21-28日後に至る
まで良好な腫瘤の増大を認めた。また、どち
らの細胞株においても、ほとんどの個体にお
いて接種 28 日前後において中心部の自壊を
認めたが（9個体/12個体中）、nu/nuマウス
では自壊、壊死部が広がるについれて腫瘍全
体の成長曲線が鈍るのに対し、scidマウスで
は自壊後、28日を越えても腫大を続ける傾向
が認められた。これは nu/nuマウスにおいて
は NK細胞が残存しているのに対し、scidマ
ウスでは NK細胞も存在しないため、自壊部
の炎症が強く起こらないためと考えられた。
このため、CAT投与後、周囲の NK細胞を始
めとした免疫細胞の関与により抗腫瘍効果
が増大するという仮説のもと、nu/nuマウス
を選択した。 
 CMM2（Mi）を nu/nu マウスに接種する
際に、生食のみを投与する群（コントロール）
と、CAT を投与する群（CAT）、さらには
Tyrosinase のペプチドを活性化時に添加し
た群（CAT + pep）の３群を設定し、腫瘍と
リンパ球を同時に近傍の皮下に接種した後、
その腫瘍体積を計時的に計測した。この結果、
CAT群と CAT + pep群では、コントロール
群と比較して有意に腫瘍の成長が抑制され
た。さらに、第 23病日においては、CAT + pep
群の腫瘍体積が有意に低値を示していた。
（図 3、n=6）このことより、活性化したリ
ンパ球は、in vivoにおいても一定の抗腫瘍活
性を有すること、さらには腫瘍関連抗原ペプ
チドの添加によって、抗腫瘍活性が有意に増
強される可能性が示唆された。 
 しかしながら一方で、投与するリンパ球の
数を減らした場合には（CMM2と同数）、３
群の間の腫瘍体積の成長に有意な差異は認
められなかった。このことより、抗腫瘍活性
を示すためには、存在する腫瘍細胞に対して
ある一定以上の細胞数の CAT が必要である
可能性が示唆された。 
 
 

図３ 
 
 次に、固形腫瘍に対する CAT、あるいは
CAT + pepの抗腫瘍活性を検討するために、
ある程度の大きさになった腫瘍組織に対し、
腫瘍内に直接リンパ球を投与し、その後の腫
瘍体積を計時的に計測した。リンパ球は
CMM2接種後 14、16、19日の計 3回投与し
た。この結果、同時に投与した場合とは異な
り、コントロール群と CAT群、CAT + pep
群の間において有意な差異は認められなか
った。（図 4、n=5、矢印は腫瘍内投与） 

図４ 
 
 この結果は、従来より臨床現場の獣医師か
ら指摘されていた、「固形腫瘍に対して CAT
が腫瘍退縮効果を認めないのではないか」と
いう経験と一致していた。このことより、本
検討で用いた腫瘍抗原ペプチドの添加では、
この問題を突破するだけの抗腫瘍効果の増
強を認めることはできなかったものと考え
られた。 
 腫瘍抗原ペプチドとして、今回は
Tyrosinaseを選択したが、Gpnmbと同様に、
腫瘍細胞株においてはすべての腫瘍関連抗
原の発現量が、症例由来の腫瘍組織と比較し
て著しく低くなっている。in vitro において
は外からペプチドを細胞株に添加し、一時的
に発現量が増加したように mimic させるこ
とが可能であるが、in vivoにおいては発現量
が低いままであった可能性が考えられた。臨



床現場への応用においても、腫瘍関連抗原を
利用した免疫療法の場合には、その抗原自体
の発現量に左右される可能性が強く示唆さ
れている。このため、より深く考察をするた
めに、本検討で用いたマウス皮下の腫瘍組織
における Tyrosinase 蛋白質の発現量につい
ても、追加で検討する必要があるものと考え
られた。 
 また、同様の実験（２回目）において、腫
瘍内投与によって一部破壊された腫瘍組織
が、次回測定時にさらに大きくなる様子が、
複数の個体、かつ全ての群で観察された。こ
のことより、有効性の低い腫瘍内投与は、い
たずらに腫瘍組織を破壊し、結果として全体
の腫瘍の増殖を助長させてしまう可能性が
考えられた。 
 
 全体を通して、CAT、ならびに CAT + pep
においては、in vitroと同様に in vivoでも一
定の抗腫瘍活性があることが示された。しか
しながら一方で、より簡便、かつ効果の高い
CAT療法の改良、開発という目的に対しては、
多くの面で課題が山積しているという現状
を認識せざるを得ない結果となってしまっ
た。このため今後は、今回使用した腫瘍抗原
ペプチドの添加量に対する検討や、DH82で
はなし得なかった適切かつ新たな抗原提示
の利用、あるいは Gpnmb を始めとした
CTLA4、PD1/PDL1 等の免疫寛容誘導経路
の阻害などの併用を模索していくことで、犬
悪性黒色腫に対するより効果的な抗腫瘍活
性の増強を検討する必要があるものと考え
られた。 
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