
旭川医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０７

若手研究(B)

2017～2016

COX-2選択的阻害剤とType I IFNシグナルとの併用による癌免疫療法

Cancer immunotherapy by combining the selective COX-2 inhibitor and type I IFN 
signaling

４０５６１０３０研究者番号：

小坂　朱（KOSAKA, Akemi）

研究期間：

１６Ｋ１９０７１

平成 年 月 日現在３０   ６ １９

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、COX-2選択的阻害薬のcelecoxibによる免疫抑制細胞の不活化と2’3’
-cGAMPを用いたtype I IFN誘導の効果を組み合わせることにより、効果的で簡便な抗腫瘍効果を誘導する治療法
の開発とその機序解明を目的とした。複数の担がんマウスモデルを用いて併用治療による効果的な抗腫瘍効果を
もたらす治療方法の検討を行い、無治療群および各単独治療群と比べて併用治療群でより高い腫瘍増殖抑制能を
誘導する治療条件を見出した。この併用治療による抗腫瘍効果はCD8陽性T細胞やマクロファージには依存的して
いないこと、またtype I IFN経路以外のシグナル経路が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim for this study is to development of an efficient and convenient 
cancer immunotherapy and to elucidate the mechanism when combining the selective COX-2 inhibitor 
celecoxib and the type I IFN inducer 2’3’-cGAMP.We used different mouse tumor models to determine 
the treatment regimen of celecoxib and 2’3’-cGAMP. The combination therapy showed a significant 
antitumor effect on tumor growth in mice compared to control and monotherapy with celecoxib or 2’
3’-cGAMP. The antitumor effect of the combination therapy was not dependent on CD8+ T-cells and 
macrophages, and it was suggested that the type I IFN signaling pathway may not be involved in the 
antitumor responses of the combination therapy.

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： COX-2阻害薬　STINGアゴニスト
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、小胞体に局在する STING (stimulator 

of interferon genes)が細胞質の DNAセンサ
ータンパク質としての機能を持ち、type I 
IFN シグナルを介したウイルスおよび細菌感
染に対する自然免疫応答の誘導に重要であ
ることが明らかになった。また type I IFN
は抗腫瘍免疫にも関与しており、type I IFN
シグナルの欠損によりメラノーマ（悪性黒色
腫）や悪性軟部腫瘍など多様な種類のがんで、
腫瘍の形成が促進されることが報告されて
いる。申請者らは以前、STINGによる type I 
IFN シグナルと抗腫瘍効果の関係に着目し、
マウス脳腫瘍モデルを用いてがん微小環境
に存在するゲノム DNAが STINGを介して type 
I IFN 産生を誘導すること、および STING ア
ゴニストの投与により抗腫瘍免疫が誘導さ
れることを見出した。 

一方、がん微小環境では免疫抑制細胞が誘
導されて抗腫瘍免疫応答の回避となる一因
になっており、免疫抑制細胞である TAM 
(tumor-associated macrophages：腫瘍関連
マクロファージ) や MDSC (myeloid-derived 
suppressor cells：骨髄由来抑制細胞) の存
在率と、がんの進行度や予後に相関関係があ
ることが報告されている。申請者らはマウス
乳がん細胞株移植による脳転移モデルを用
いて、COX-2 選択的阻害薬である celecoxib
の投与によって脳への MDSC の集積を抑制す
ること、それにともない脳転移も抑制するこ
とを報告した。さらに、申請者らは celecoxib
と抗原提示細胞を活性化する抗 CD40 抗体を
併用することにより、マウス脳腫瘍モデルに
おいて T細胞を介した抗腫瘍免疫を誘導する
ことを見出した。この研究結果より、がん微
小環境における免疫抑制細胞の制御と同時
に、免疫反応を活性化させる各々２つのシグ
ナルが効果的な抗腫瘍免疫の誘導に重要で
あることが示唆された。 
 
２．研究の目的 

前述の背景より、本研究では COX-2 選択的
阻害薬である celecoxibによる免疫抑制細胞
の不活化とともに、STING アゴニストである
2’3’-cGAMP を用いた type I IFN 誘導の効
果を組み合わせることによって、より効果的
で簡便な抗腫瘍効果をもたらす治療方法の
開発とその機序解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)celecoxib と 2’3’-cGAMP の併用療法に
よる効果的な抗腫瘍効果をもたらす治療方
法の開発： はじめに、高転移性の乳がん細
胞株である 4T1細胞を移植した担がんマウス
モデルを作製し、celecoxib と 2’3’-cGAMP
の併用療法に最適な投与量およびスケジュ
ールについて検討を行う。マウスを４群（コ
ントロール群、 celecoxib 単独治療群、
2’3’-cGAMP 単独治療群、 celecoxib と
2’3’-cGAMP の併用治療群）に分け、移植し

た腫瘍が細胞塊を形成した後、celecoxib の
経口（混餌）投与および 2’3’-cGAMP の腫
瘍内投与を行う。その後、経時的に移植した
腫瘍径を測定し、その大きさを指標として抗
腫瘍効果の検討を行う。なお、初回の投与量
およびスケジュールは、申請者らがこれまで
に行った研究結果（Cancer Immunol Res 2014, 
Cancer Immunol Immunother 2014）を参考に
する。初回の各治療群における抗腫瘍効果の
結 果 を も と に し て 、 celecoxib ま た は
2’3’-cGAMP の投与量や投与回数を変更す
ることにより、治療条件の最適化を行う。さ
らに、マウス 4T1細胞移植モデルにおいて治
療方法を決定したのちに、同治療条件を用い
て大腸がん細胞株 CT26 細胞や他のがん細胞
株を移植した担がんマウスモデルにおける
併用治療の抗腫瘍効果を確認し、汎用性があ
ることの確認を行う。 
 
(2) celecoxibと 2’3’-cGAMPの併用療法に
よる TAM (腫瘍関連マクロファージ) や MDSC 
(骨髄由来抑制細胞) の解析： 4T1 細胞を移
植した担がんマウスに（1）で決定した治療
スケジュールに沿って各治療を行った後、腫
瘍浸潤リンパ球を回収して細胞染色を行い、
フローサイトメトリーを用いて TAM や MDSC、
T 細胞などの割合や表現型を無治療群・各単
独治療群および併用治療群で比較検討する。 
 
(3) celecoxibと 2’3’-cGAMPの併用療法に
より誘導される抗腫瘍効果に関与する免疫
細胞群の同定とその機序解明： これまでの
研究結果より、併用療法による抗腫瘍効果の
担当細胞群としてマクロファージまたは CD8
陽性 T細胞の関与が予想される。そこで、4T1
細胞を移植した担がんマウスを用いてリポ
ソーム封入クロドロネート投与によるマク
ロファージの枯渇、または、抗 CD8 抗体投与
による CD8陽性 T細胞の枯渇を行った後に併
用治療を行い、腫瘍径を指標とした抗腫瘍効
果を検討する。併用治療による担当細胞群が
同定された後に、抗腫瘍効果の機序解明を行
う。 
 
４．研究成果 
(1) 担がんマウスモデルを用いた celecoxib
と 2’3’-cGAMP の併用療法に最適な投与量
およびスケジュールの決定： がん微小環境
では免疫抑制細胞が抗腫瘍免疫応答を抑制
しているため、celecoxib と 2’3’-cGAMPの
併用療法のスケジュールを決定するにあた
り、免疫抑制細胞の不活化に関与する
celecoxib を先に投与した後に、抗腫瘍免疫
を活性化させる 2’3’-cGAMP を投与するの
が効果的であると考えた。はじめに、4T1 細
胞を移植した担がんマウスモデルを用いて
celecoxibと 2’3’-cGAMPの投与量の検討を
重ね、各々について最適な条件を見出した。
4T1細胞を移植してから 6日後より celecxib
の経口（混餌）投与を開始し、その 4 日後に



2’3’-cGAMP の腫瘍内投与を行ったところ、
無治療であるコントロール群と比べて各単
独治療群では抗腫瘍効果が見られず、併用治
療群のみに有意な腫瘍増殖の抑制効果が確
認された（図 1）。次に、確立した治療条件を
用いてマウス大腸がん細胞株 CT26 細胞を移
植した担がんマウスモデルにおいて同様に
検討したところ、コントロール群と比べて
2’3’-cGAMP 単独治療群では抗腫瘍効果が
見られなかったのに対し、celecoxib 単独治
療群では腫瘍増殖の抑制効果が確認された。
しかし、2’3’-cGAMP を併用することによっ
て、より高い抗腫瘍効果が見られた（図 2）。
4T1乳がん細胞株および CT26大腸がん細胞株
は、BALB/c マウス由来の細胞株である。そこ
で、他のマウス系統である C57BL/6 マウス由
来の E0771乳がん細胞株を用いた担がんマウ
スモデルにおいて同様に検討を行った。その
結果、コントロール群と比べて celecoxib 単
独治療群および 2’3’-cGAMP 単独治療群に
おいても抗腫瘍効果が誘導されることが示
されたが、２つの併用治療によってより効果
的に腫瘍増殖を抑制することが明らかとな
った（図 3）。以上の結果より、マウスがん細
胞株間で各単独治療による抗腫瘍効果に違
いは見られるが、いずれのがん細胞株におい
ても celecoxib と 2’3’-cGAMP の併用療法
によってより高い抗腫瘍効果を誘導するこ
とが明らかとなった。また、異なるマウスの
系統でも同様の効果が誘導されたことより、
celecoxibと 2’3’-cGAMPの併用療法は汎用
性の高い治療方法であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) TAM (腫瘍関連マクロファージ) や MDSC 
(骨髄由来抑制細胞) における変化とその機
能解析： 4T1 細胞を移植した担がんマウス
モデルを作製して無治療・各単独治療または
併用治療を行った後に腫瘍組織を回収して
腫瘍浸潤リンパ球を分離し、CD11ｂ陽性細胞
における Ly-6C や Ly-6G、F4/80、Gr-1 の発
現により TAM や MDSC の存在率を測定した。
その結果を各治療群間で比較したところ、併
用治療群において治療効果と相関する有意
な変化は確認されなかった。また、共刺激分
子や PD-L1などの発現量にも各治療群間で違
いは見られなかった。さらに、腫瘍浸潤リン
パ球中における T細胞の割合も各治療群間で
違いは見られなかった。表現型は同じでも質
的な変化が起こっている可能性があるため、
今後は各治療群の腫瘍浸潤リンパ球からそ
れぞれ TAM や MDSC をセルソーターを用いて
単離し、機能に関する遺伝子発現の比較検討
などを行う予定である。 
 
(3) celecoxibと 2’3’-cGAMPの併用療法で
誘導される抗腫瘍効果に関与する免疫細胞
群の同定： 4T1 細胞を移植した担がんマウ
スを作製し、リポソーム封入クロドロネート
を腹腔内投与して生体内からマクロファー
ジ を 枯 渇 さ せ た 後 に celecoxib と
2’3’-cGAMP による併用療法を行ったとこ
ろ、無治療のコントロール群と比べて有意な
抗腫瘍効果が確認された。この結果より、併
用療法による抗腫瘍効果の担当細胞群とし
てマクロファージは関与していないことが
示唆された。同様に、抗 CD8 抗体投与による
CD8 陽 性 T 細 胞 の 枯渇 を 行 っ た 後 に
celecoxibと 2’3’-cGAMPの併用治療を行っ
たが、コントロール群と比べて有意な腫瘍増
殖の抑制効果が確認された。さらに、抗 ASGM1
抗体投与による NK（ナチュラルキラー）細胞
の枯渇を行った後に併用治療を行なったと
ころ、同様に celecoxib と 2’3’-cGAMP の
併用療法による抗腫瘍効果への影響は見ら
れなかった。以上の結果より、celecoxib と
2’3’-cGAMP の併用療法により誘導される
抗腫瘍効果は、マクロファージや CD8 陽性 T
細胞、NK細胞に依存していことが示唆された。
抗腫瘍免疫応答を担っている主な免疫細胞



群の関与が併用療法においては見られなか
ったため、次に 2’3’-cGAMP により誘導さ
れる type I IFN の受容体を阻害して
celecoxibと 2’3’-cGAMPの併用治療を行っ
た。その結果、無治療のコントロール群と比
べて有意な腫瘍増殖の抑制効果が確認され
たことより、STING を介した type I IFN経路
以 外 の シ グ ナ ル 経 路 が celecoxib と
2’3’-cGAMP の併用療法による抗腫瘍効果
に関与している可能性が示唆された。今後、
より詳細な機序解明のために、高度免疫不全
マウスを用いた免疫細胞の関与の有無につ
いての検討や、celecoxib と 2’3’-cGAMPの
併用療法による抗腫瘍効果誘導に関与する
シグナル経路の解明を行う予定である。 
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