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研究成果の概要（和文）： 
 マウスを用いてインターフェロン産生キラー樹状細胞（IKDC）の増殖、誘導法を検討した。

マウス脾細胞に CpG、Flt-3 リガンド、IL-15、IL-18 を添加し、in vitro で培養すると、無添

加群と比較し、1.34〜6.38 倍に IKDC は増加した。また、マウス大腸癌細胞 MC38 を用いた

実験系で、予め腫瘍細胞を接種し皮下腫瘤を形成したマウスに IKDC を投与して治療すると、

対象群と比較し有意に腫瘤の増大が抑制された。今後、IKDC を用いた免疫治療は、臨床応用

できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Effective methods for inducing interferon-producing killer dendritic cells (IKDCs) in a 
mouse model were explored. When murine splenocytes were cultured with CpG, Flt-3 
ligand, IL-15, and IL-18, the number of IKDCs was increased to 1.34 – 6.38 times as much 
as that in splenocytes without any stimulation. Then, the therapeutic effects of IKDC on 
the established tumors were assessed using a murine poorly immunogenic colorectal cancer, 
MC38 model. When IKDCs were inoculated in tumor-bearing mice, the outgrowths of the 
tumors were significantly suppressed compared with those in mice treated with myeloid 
dendritic cells. Therefore, IKDC-based immunotherapy should be considered for clinical 
application. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 末期の消化器癌では、全身に及ぶ侵襲

の強い副作用のため集学的治療を十分に行

うことができない症例も多く、副作用の少

ない有効な治療法の開発が急務である。そ

のような観点から、現在、免疫療法が注目

されている。一般に消化器固形癌は免疫原

性が低く、生体の免疫監視機構を逃れやす

い。また、担癌生体内では癌の進行と共に、

免疫抑制性サイトカインの分泌や免疫抑制

性分子の表出などで、腫瘍に対する免疫応

答は抑制されていくことが多い。そこで、

その免疫抑制状態を打破しようと様々な生

体免疫を賦活化させる治療法が検討されて

いる。 

(2) 樹状細胞は、抗原提示細胞として MHC

分子や CD80 や CD86 といった共刺激分子

などを高発現し、また IL-1、IL-6、IL-12、

TNF-αといった各種サイトカインを分泌し

て、複雑な生体の免疫反応を調節、制御す

る中心的な役割を担う細胞である。近年、

樹状細胞の誘導・大量培養法が確立され、

悪性腫瘍に対する免疫学的治療に応用され

ている。マウスモデルでは形成された大き

な腫瘍が縮小することも多く報告されてい

るものの、進行癌患者に臨床応用された報

告では、十分に満足できる結果は得られて

いない。 

(3) 平成 18 年になり、B220+, CD11cint, 

NK1.1+, CD49b+, Gr-1-という表面マーカー

の特徴を有する特定の樹状細胞の集団は、

IFN-γ を 大 量 に 産 生 し 、 TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL)を介して直

接腫瘍細胞を傷害し、さらに、in vivo で腫

瘍の発育を抑制することが報告された。こ

の樹状細胞のサブセットは、IFN 産生キラ

ー 樹 状 細 胞 (interferon-producing killer 

dendritic cell; IKDC) またはナチュラルキラ

ー樹状細胞 (natural killer dendritic cell：

NKDC)と呼ばれており、樹状細胞は抗原提

示細胞として免疫応答の誘導調節に重要な

役割を果たすだけでなく、エフェクター細

胞としての機能を果たすサブセットとして

注目されている。そのエフェクター機能は

NK 細胞様で、炎症反応が生じると所属リ

ンパ節に移動し、抗原提示機能を増加させ

るといわれている。腫瘍に対する細胞免疫

療法の新たな展開には不可欠と考えられる

IKDC の成熟化や傷害能の増強についての

詳細な検討は、未だ報告されていない。そ

こで、これまでの樹状細胞による抗腫瘍効

果の研究を踏まえ、さらなる抗腫瘍効果が

得られるような新規治療法を開発するため、

IKDC を用いた細胞免疫療法について検討

した。 

２．研究の目的 

 これまでに、IKDC を用いた抗消化器癌治

療の報告は極めて少ないが、我々が以前か

ら行ってきた樹状細胞を用いた研究成果や

他施設からの報告から、IKDC の消化器癌に

対する抗腫瘍効果は十分に期待できる。そ

して、その効果や作用機序を検討すること

は、今後の進行癌に対する細胞免疫療法の

開発に大いに有意義であると考えられた。 

(1) IKDC/NKDC の分離、培養法を確立し、

その性状を解析すること。 

(2) そして、IKDC を用いてマウスモデルで

消化器癌を治療し、その抗腫瘍効果、

ならびにその作用機序を検討すること。 

(3) それらの結果を基に、その臨床応用へ

の可能性を探究していくこと。 

以上の項目を本研究の目的とした。 



３．研究の方法 

(1) IKDC の誘導 

C57BL/6 マウスより in vitro で脾細胞か

ら CD3 陽性細胞と CD19 陽性細胞を除去

した後、抗 CD11c 抗体ビーズにより

CD11c 陽性細胞のポジティブセレクショ

ンを行った。その後、B220 陽性 CD49 陽

性細胞を FACS calibur を用いてソーティ

ングした。こうして得られた IKDC の細

胞数と比率を測定した。そして、IKDC の

表面マーカーを FACS calibur で測定した。

また、脾細胞に直接、IFN-α や IL-12、IL-4、

TNF-α といったサイトカインや LPS、CpG

などを添加し、得られる IKDC の数や

phenotype などについて観察し、最も有効

に IKDC を誘導する方法を検討した。 

(2) IKDC による免疫細胞療法の抗腫瘍

効果の検討 

誘導した IKDC を用いて、in vivo でマ

ウスモデルでの抗腫瘍効果の検討を行っ

た。まず、あらかじめ 1x105 個の大腸癌細

胞野生株の接種によりあらかじめ皮下腫

瘤や肝転移を形成した担癌マウスに対し

て、1）HBSS（コントロール群）、または、

1x106 個の 2）骨髄系樹状細胞（mDC 群）、

3）IKDC（IKDC 群）をそれぞれ皮下に投

与し治療した後に、野生株皮下腫瘤を計

測して腫瘍増殖抑制効果を比較検討した。

IKDC にて免疫したマウスの脾臓を摘出

し、in vitro で樹状細胞と腫瘍細胞で刺激

することにより、腫瘍特異的細胞障害性 T

細胞の誘導を試みた。 

４．研究成果 

(1) IKDC の誘導 

1) マウス脾細胞からの IKDC の誘導 

マウスの脾臓から IKDC の誘導を試み

た。C57BL/6 マウスより脾細胞を分離し、

CD4陽性細胞、CD8a陽性細胞、B 細胞、

好中球、赤血球を磁気により分離して

NK 細胞分画を採取した後、CD11c 陽性

細胞をマイクロビーズで分離した。

7.4x108 から 1.1x109 個の脾細胞から分離

した NK1.1 陽性樹状細胞は、2.2x104から

2.3x104 個とかなり少数であり、その後、

細胞の特性を測定するのには困難であっ

た。 

2) 免疫活性物質添加によるマウス脾細

胞からの IKDC の誘導 

次に、in vitro で IKDC 細胞分画を増加

させる試みとして、これまでに報告され

ている種々の免疫活性物質を添加してマ

ウス脾細胞を培養した。何も添加しない

で培養したコントロール脾細胞と比較し、

細胞培養後に IKDC 細胞分画細胞数は、

IL-4添加で 1.2-5.2倍、IL-15添加で 1.8-4.0

倍、IL-18添加で0.8-5.2倍、GM-CSF添加

で 2.3-2.5 倍、TNF-α 添加で 1.2-4.5 倍、

FLT-3 リガンド添加で 1.4-2.5 倍、CpG 添

加で 2.2-2.6 倍、LPS 添加で 1.4-2.8 倍にそ

れぞれ変化していた。 

3) CD11c 陽性細胞分離後に免疫活性物

質を添加した際の IKDC の誘導 

マウスの脾細胞からまず未熟樹状細胞

を分離してから、種々の免疫活性物質と

in vitro で培養し、IKDC を増殖させる方

法を試みた。まず、MACS システムによ

り、マウス脾細胞から CD11c 陽性細胞を

分離した。マウス脾細胞に CpG-ODN 

30μg/mL, FLT-3 リガンド 50 ng/mL, IL-15 

50 ng/mL, IL-18 50 ng/mL をそれぞれ添加

して培養すると、無添加群と比較し

CpG-ODNが2.81±1.73倍、FLT-3リガンド

1.75±1.32 倍、IL-15 が 1.53±0.44倍、IL-18

が 1.60±0.49 倍と CD11c+NK1.1+細胞を増



加させたことが、フローサイトメトリー

で観察された。 

4) 4 種の免疫活性物質を添加して混合培

養した際の IKDC の誘導 

そこで、上述の CD11c 陽性細胞に CpG、

FLT3 リガンド、IL-15、IL-18 のすべてを

培養上清中に添加して培養を試みた。培

養開始後 24 時間後、または 7 日後に細胞

を回収し、MHC class I, class II 分子や共

刺激分子(CD80, CD86)などの表面マーカ

ーをフローサイトメトリーで検討した。

1 匹のマウスの脾細胞から CD11c 細胞は、

ポジティブセレクションにより約 1 - 2 x 

106 個分離可能であった。CD11c+NK1.1+

細胞数は、無添加群では 24時間後で 4.9 x 

104、7 日後で 3.6 x 103であったのに対し、

サイトカイン等を添加した群では 24 時間

後で 6.6 x 104、7 日後で 8.3 x 103であり、

各回において 1.34 倍から 6.38 倍の

CD11c+NK1.1+細胞が誘導できた。共刺激

分子(CD80, CD86)の発現増強も観察され

た。 

(2) IKDC による免疫細胞療法の抗腫瘍効果

の検討 

低免疫原性マウス大腸癌細胞野生株

MC38 1x105 個をマウスの背部に皮下接種し、

予め腫瘤を形成させた担癌 C57BL/6 マウス

に対して、野生株投与 7 日後に○1 HBSS、ま

たは、1x106 個の  ○2 骨髄系樹状細胞、○3

IKDCをそれぞれ腫瘤の近傍に皮下に投与し

た。骨髄系樹状細胞は C57BL/6 マウスの骨

髄細胞に GM-CSF 10ng/ml, IL-4 10ng/ml を添

加した後、7 日間培養した細胞を用いた。

治療後に、野生株皮下腫瘤を計測して腫瘍

増殖抑制効果を比較検討した。すると、野

生株接種 28 日後には、HBSS 投与群や骨髄

系樹状細胞投与群  (mDC)と比較して、

IKDC投与群では有意に野生株腫瘤の大きさ

が小さいことが分かった  (Day 28; HBSS 

277.50 ± 24.30, mDC 251.60 ± 24.30, IKDC  

149.00 ± 21.32; p=0.005)。 

 

(3) 今後の検討課題 

今後はマウス大腸癌モデルで認められた

抗腫瘍効果の、免疫学的作用機序を、免疫

組織染色や腫瘍特異的細胞傷害活性を測定

することで検索していく予定である。 

これまでマウス脾細胞より様々な方法を

用いて IKDC の分離誘導を試みてきたが、1

匹のマウスから得られる IKDC 細胞数には

かなりの差異がみられるため、安定した実

験系を確立するためには、今後、さらなる

誘導法の工夫が必要である。 

これらのマウスでの研究データをもとに、

ヒト IKDC について詳細に検討していく。

IKDCの表面マーカーやサイトカイン産生能、

アロリンパ球刺激能、癌細胞傷害能を、健

常者と担癌患者で比較検討する。そして、

それらの機能を増強するサイトカインや薬

物を探索し、臨床への応用を探求していく

予定である。 
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