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研究成果の概要： 
TGF beta阻害剤は樹状細胞（DC）DCによるＬＰＳ 刺激によるインターロイキン 12(IL-12)
の産生を増加させた。また TGF beta阻害剤はDCのは T細胞増殖能も増強させた。スキルス
胃癌細胞株 lysateをパルスした DCによって刺激された T細胞による細胞傷害活性（CTL）反
応の増強が認められた。CTLに加え、NK活性の増強効果も示した。また in vivoでは、腫瘍
特異的 CTL活性の増強効果が認められた。すなわち TGF beta阻害剤は DCの抗腫瘍サイトカ
イン産生を増強する効果を有し、癌宿主の免疫寛容を克服しワクチン療法に応用できることが

示唆された。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,700,000 0 1,700,000 

2008年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 420,000 3,520,000 

 
 
研究分野：医歯薬 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・消化器外科学 
キーワード：胃十二指腸外科学 
 
１．研究開始当初の背景 
癌は、本邦における主要な死亡原因のひとつ

であり、特にスキルス胃癌など容易に腹膜播

種性あるいはリンパ節性転移をきたしやす

い癌については生存率も低く、有効な治療法

の確立が特に望まれる。現在、手術療法、抗

癌剤による化学療法、放射線療法の有用性は

認められているが、新しい治療法の一つとし

て、免疫療法は国内外の臨床医および研究者

より注目されてきた。 

樹状細胞(DC)は、ナイーブ T細胞に腫瘍抗原

を提示しこれを活性化させる唯一の抗原提
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示細胞であり、抗腫瘍免疫において中心的役

割を担う。国内外で施行されている癌免疫療

法の多くは DC を用いることが多く、DC ワク

チンと呼ばれ、患者より採取した DC を体外

で培養し、腫瘍抗原を提示させた後、患者体

内に戻す方法である。しかしながら、現在の

ところ、この DC ワクチン療法を用いた臨床

試験の成績は、当初の期待通りとは言いがた

いのが現状である。その要因の一つとして、

腫瘍に対し、移植臓器の移植抗原のような強

力な免疫応答を惹起されない状態（免疫寛

容）の存在が考えられている。抗腫瘍免疫反

応を誘導するには、腫瘍抗原を取り込んだDC

が成熟化し、T 細胞に抗原を提示しかつ腫瘍

障害性Ｔ細胞が増殖することが必要である。

しかし、癌周囲環境では、免疫抑制性サイト

カインが過剰に産生され、癌周囲に存在する

DCやＴ細胞の腫瘍障害機能が抑制され、免疫

寛容が誘導されるとされている。中でも代表

的なものはTransforming growth factor beta 

(TGFbeta)あるいは Vascular endothelial 

growth factor (VEGF)であり、これらは DC

の成熟化と抗原提示機能などを抑制するこ

とが報告されている。スキルス胃癌患者にお

いては、腹水中の TGFbeta が多く存在するこ

とが知られており、ＮＫ活性の低下などの要

因とされている。 
一方、近年癌に対する新しい治療として分子
標的治療が注目されており、すでに国内外に
おいて VEGFレセプターや c-kitに対する分
子標的治療薬の臨床応用が報告され、その有
効性も証明されている。TGF R 阻害剤につ
いては、開発研究段階であるが、癌に対する
抑制効果を有し、近い将来の臨床応用が期待
されている薬剤である。現在のところ、胃癌
に対する分子標的治療薬やDCワクチン療法
のの検討は少ない。さらに、癌全体において
もその両者の併用療法の検討は少ない。従っ
て、本研究は、新しい分子標的治療薬 TGF R
阻害剤を用いて、癌の進展を抑制するととも
に、DC の機能亢進による抗腫瘍免疫の増強
を目的とし、難治性癌に対する治療法開発に
新しい開拓面を有した研究と位置づけられ
る.。 

 
２．研究の目的 
TGFbetaおよび VEGFは DCの成熟化を抑
制することが知られているが、まず in vitro
において培養したDCへTGFbeta受容体（R）
阻害剤を添加し、この抑制シグナルを遮断し、
DC の成熟化を促進することを検討する。特
に、Th1サイトカインである IL-12や IL-18
の産生増強の効果を中心に検討する。かつ同
時に DCの表現型についても検討し、Ｔ細胞
を増殖させるために必要な CD86、CD83 な
どの共刺激因子の発現が増強されることを
明らかにする。最終的に、抗原特異的 T細胞
増殖を誘導し、細胞障害活性の増強効果を明
らかにする。In vivo においては、マウスの
DC ワクチン療法モデルにおいて TGFbetaR
阻害剤投与による治療効果について検討す
る。 
 
３．研究の方法 
 
(1)分子標的治療薬 TGFbeta receptor阻害剤
の DCに及ぼす影響 
腫瘍周囲に存在する DCは、腫瘍が産生する
TGF などのサイトカインの作用により成熟
化および抗原提示能が制御されており、腫瘍
に対する免疫寛容状態を引き起こすと考え
られている。そこで、分子標的治療薬 TGF  
receptor 阻害剤による腫瘍周囲の未成熟DC
の活性化について検討する。本研究で用いる
TGFbetaR 阻害剤は、TGFbeta receptorの
胃癌細胞におけるシグナル伝達を抑制する
ことは in vitroのレベルで明らかにしている。 

① TGFbetaの DCの phenotypeに及
ぼす影響(in vitro) 

 DCは、マウス髄細胞を GM-CSFの存在下
に 5 日から 7 日培養して得られる未成熟
Bone Marrow DC (BM-DC)を使用する。ヒ
トでは、末梢血より分離した単核球（PBMC）
を GM-CSF, IL-4存在下に 6日より 7日間培
養することにより得られる未成熟DCを使用
する。 
ヒトあるいはマウス DC を TGFbeta 存在下
に、TGFbetaR 阻害剤を添加し、24 時間後
の CD86,CD83,CD40,及びMHC class IIの
発現量を FACS にて検討する。薬剤による
DCに対する細胞毒性も検討する。 

② DCによるTh1サイトカイン産生に
及ぼす影響 (in vitro) 

DCは TLR4リガンドで刺激することにより、
IL-12などのTh1サイトカインを産生するが、
TGFbeta がその産生を抑制する。そこで、
マウス及びヒト DC を TGFbeta 存在下に
LPS で刺激した後、TGFbetaR 阻害剤を添
加し、24時間後の培養上清中の IL-12産生を
ELISAにて測定する。 

③ TGF シグナル伝達系への影響につ



 

 

いて(in vitro) 
Smad ファミリーは TGFbeta receptorから
核への細胞内シグナル伝達において中心的
役割を担う。そこで、TGF R 阻害剤を添加
させたマウスあるいはヒト DC における、
Smad3.4 のリン酸化阻害についてウエスタ
ン・ブロッティングにて検討する。 

④ TGFb阻害剤の、DCの抗原貪食能
の検討(in vitro) 

TGFbeta は、DC の抗原貪食能を抑制する。
そこで、未成熟DCを TGF 存在下、TGF R
阻害剤を添加し、37Cでの FITC Dextranの
取り込みを FACSで検討する。 

⑤ TGFbeta 阻害剤による T細胞増殖
への影響について(in vitro) 

 TGFbeta は T 細胞増殖も抑制する。そこ
で、マウス脾臓より分離した CD8T 細胞の
PMA、ionomicin刺激による増殖反応に対す
る TGFbetaR 阻 害 剤 に よ る 影 響 を
3H-Thymidine取り込みにて検討する。 

⑥ DCの抗原提示能に及ぼす影響につ
いて(in vitro) 

DCが抗原特異的な T細胞増殖を引き起こす
能力へのの影響は、allogenic T細胞とDCを
反応させ 3H-Thymidine 取り込みによる増
殖効果を検討する。 
(２) TGFbeta R 阻害剤による抗腫瘍免疫増
強効果 
マウスモデルとして、colon 26大腸癌細胞を
用いる。DC ワクチンは、抗原（腫瘍細胞
lysate）を体外で DC にパルスして体内に戻
す方法、あるいは、直接に抗原自体をアジュ
バント（OK-432 など）とともに皮下注射す
る方法にて行う。 
colon 26 は、盲腸に移植した場合、血中の
TGFbetaが上昇しする。また、この腫瘍は免
疫反応により発育を抑制することが可能で
あり、VEGF阻害効果によっても腫瘍が抑制
される。そこで、上記 DCワクチンモデルに
おいて、TGFbeta阻害剤による腫瘍抑制効果
について検討する。腫瘍特異的細胞障害活性
を Cr releasing assayにて検討する。ヒトで
は、スキルス胃癌細胞 lysate をパルスした
DC と CD8Ｔ細胞とを TGFbeta 阻害剤、の
もとで共培養した後、胃癌細胞に対する細胞
障害性について検討する。 
 
４．研究成果 
 (1).分子標的治療薬 TGFbeta receptor阻害
剤の DCに及ぼす影響 
①TGFbetaの DCの phenotypeに及ぼす影
響(in vitro) 
マウス DCの CD86、ヒト DCの LPS 刺激による
CD83 発現が、TGFbeta receptor阻害剤によ
り増強された。 
（図１，２） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 
 
②DCによる Th1サイトカイン産生に及ぼす
影響 (in vitro) 
マウス DC、ヒト DCの LPS 刺激による IL-12
産生が、TGFbeta receptor阻害剤により増強
された。 
（図 3，4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 
③TGFシグナル伝達系への影響について(in 



 

 

vitro) 
TGFbeta阻害剤は、濃度依存性に Smad2の
リン酸化を抑制した。（図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 
 
 
④TGFb 阻害剤の、DC の抗原貪食能の検討
(in vitro) 
FITC-DX 取り込みは、TGFbeta阻害剤により
抑制されなかった。（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６ 
 
⑤ TGFbeta 阻害剤による T 細胞増殖への
影響について(in vitro) 

高濃度の TGFbeta 阻害剤は、T細胞の増殖を
抑制した。（図７） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図７ 
 
⑥DCの抗原提示能に及ぼす影響について(in 
vitro 
DC は TGFbeta 阻害剤により、T細胞への抗原
提示能が増強された（図８，９） 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図８ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図９ 
 
(２)．TGFbeta R阻害剤による抗腫瘍免疫増
強効果 
TGFbeta阻害剤の投与により、腫瘍特異的CTL
活性の増強が認められた。（図１０，１１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１０ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１１ 
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