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研究成果の概要（和文）：免疫トレランスに打ち勝つ癌抗原特異的CTLを癌性腹水・胸水中の免疫細胞TALから樹
立する事を目的に、TALから①TGF-β陽性細胞除去カラムにより免疫抑制性細胞を除去し免疫環境を整えた状態
で、②がん抗原ペプチド刺激と③T細胞補助刺激因子OX40刺激や免疫checkpoint PD-1阻害下で培養を行った。そ
の結果、HER2特異的に免疫トレランス状態にあるマウスのTALから、HER2特異的CTLが誘導でき、HER2陽性細胞に
対する抗腫瘍効果を確認した。ヒト患者癌性腹水TAL由来CTLを樹立し、患者癌細胞由来PDXマウス腹膜転移モデ
ルにて抗腫瘍効果を評価しているところである。

研究成果の概要（英文）：To establish a cancer antigen-specific CTL that overcomes immune tolerance 
using immune cells (TAL) in malignant ascites and pleural effusion, immunosuppressive cells were 
removed from TAL by (1) TGF-β positive cell removal column to prepare the immune environment. In 
this state, the cells were cultured under (2) cancer antigen peptide stimulation, (3) T cell 
co-stimulatory factor OX40 stimulation, and immune checkpoint PD-1 inhibition. As a result, 
HER2-specific CTL could be induced from TAL of HER2-specific immune-tolerant mice, and the antitumor
 effect on HER2-positive cells was confirmed. A TAL-derived CTL in the malignant ascites of a 
patient has been established, and the antitumor effect is being evaluated using a PDX mouse 
peritoneal metastasis model derived from the patient's cancer cells.

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： 胸膜・腹膜転移　癌性胸水・腹水　がん抗原ペプチド　OX40補助刺激　PD-1阻害薬　がん抗原特異的CTL

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腹膜転移や胸膜転移による、難治性の癌性腹水・胸水で苦しむ患者は多いが、現医療では効果的な治療はなく、
斬新な発想での治療開発研究が必要である。本研究により、免疫環境を整え、効果的に免疫作動薬等を使用すれ
ば、免疫トラレンス環境にある癌性腹水中のリンパ球から、がん抗原特異的CTLが誘導可能なことが示唆され
た。このCTLは、癌性腹水・胸水へのCTL細胞治療として臨床応用できるだけでなく、その原因である腹膜転移や
胸膜転移への治療展開に貢献できるであろう。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 腹膜転移や胸膜転移による癌性腹水・胸水で苦しむ患者は多いが、その治療は極めて困難で
ある。化学療法の効果は限定的で、症状緩和の対症療法（強制利尿、腹水濾過濃縮再静注法、
胸膜癒着術）が行われるが、多くは難治性の癌性腹水・胸水に至る。腹部膨満、呼吸苦などの
絶望的な苦しさで QOL は著しく低下する。難治性癌性腹水・胸水に対する、新たな視点から
の新規治療法の開発が必須だと考える。 
 癌性腹水・胸水中には、細胞傷害性 T 細胞（CTL）を含む様々な免疫細胞：TAL 
（Tumor-associated lymphocytes）が存在する。この豊富な TAL に着目し、難治性腹水・胸
水患者への新しいがん免疫細胞移入治療開発に挑戦できないかと考えた。癌性腹水・胸水中は
まさに免疫トレランス状態にあり、TAL の effector 機能は高度な抑制状態で、そのままでは抗
腫瘍効果は限定的である。しかし、申請者らがこれまで行ってきた研究から、免疫トレランス
状態を打ち破る CTL を樹立するためには、下記の 5 点が重要だと考える。 
①癌抗原に高い特異性をもつ CTL を樹立する事。 
②特定のペプチド抗原のみでなく、癌抗原に対する多種類の CTL を誘導する事。 
③免疫抑制性細胞を除去し CTL が誘導しやすい環境を整える事。 
④細胞治療に用いる CTL 機能を高め、かつ、治療移入された CTL が免疫抑制担癌生体内でも
CTL 機能を維持させる事。 
⑤担癌生体の免疫トレランスを調節している制御性 T 細胞の機能を抑制し、活性化 CTL の働
きにブレーキをかける免疫チェックポイント分子も阻害する事。 
 そこで、申請者らが開発してきた、①TGF-β陽性細胞除去カラムにより免疫抑制細胞群（制
御性 T 細胞や骨髄由来免疫抑制性細胞）を除去し免疫環境を整えた状態で、②WT1 や MUC-1
蛋白を網羅するペプチドカクテルにより HLA による患者選択不要でかつ多種類の癌抗原特異
的 CTL を誘導し、③T 細胞補助刺激因子 OX40 刺激や免疫 checkpoint 阻害により、CTL の
effector 機能を増強し、かつ、担癌患者体内でも CTL 機能を維持させるなど、「様々な免疫学
的修飾を加えれば、TAL の effector 機能回復は可能なのではないだろうか？ 」と考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「種々のユニークな免疫関連物質を利用し、免疫トレランスに打ち勝つ癌抗
原特異的 CTL を癌性腹水・胸水中の免疫細胞 TAL から樹立する事」である。 
 その結果、癌性胸・腹水中の免疫抑制環境下でも機能維持可能な CTL 細胞治療の臨床応用
へと展開していく。さらにこの TAL-CTL 細胞治療は、難治性胸・腹水制御に留まらず、その
原因である腹膜転移・胸膜転移の治療へと応用波及していくことになるであろう。 
 
３．研究の方法 
 免疫トレランスに打ち勝つ癌抗原特異的 CTL を癌性腹水・胸水中の免疫細胞 TAL から樹立す
るため以下の方法を行う。 
 
＜マウス腹水モデルによる、TAL 由来 CTL 細胞治療＞  
①HER2/neu に特異的な免疫トレランスマウスモデル（HER2/neu transgenic mouse (neu-N)）
を用いる。HER2/neu 抗原以外には通常の免疫反応が得られ、ヒト癌患者と類似した免疫環境の
マウスモデルである。neu-N マウス の自発乳癌由来癌細胞株(NT2)を neu-N マウスに腹腔内注
した、腹膜播種性転移による癌性腹水モデルは作成できている。 
②癌性腹水から TAL を採取。単核球を分離する。 
③TGF-β陽性細胞除去カラムと TAL 由来単核球を接触させる。TGF-β分泌する免疫抑制性の細
胞群（制御性 T細胞や骨髄由来免疫抑制細胞）を除去する。 
④抗原提示細胞（T2-Dq 細胞）に、HER2/neu の既知の MHC-class I immunodominant peptide
である RNEU420-429を pulse して、CD8＋T 細胞を抗原刺激し、HER2/neu 特異的 CTL を誘導する。
HER2/neu 特異的 CTL 誘導の確認は、RNEU ペプチド刺激とコントロールペプチド（NP）刺激に対
する IFN-γ細胞内分泌（ICS）にて行う。 
さらに、この際、T細胞補助刺激と共に抗 OX40 抗体を加え、CTL の機能増強とアポトーシス抑
制を得る。 
⑤樹立した CTL の HER2/neu 特異性と細胞傷害活性を、HER2/neu 発現 NT2 腫瘍細胞を用いた細
胞傷害試験で確認する。 
⑥腹腔内への細胞移入直前の活性化 CTL（PD-1 や CTLA-4 発現を確認している）に、抗 PD-1 抗
体や抗CTLA-4抗体を作用させ、活性化CTLの免疫チェックポイント阻害による機能維持を狙う。 
⑦様々な免疫学的修飾を加えた CTL を、neu-N マウス癌性腹水中へ細胞移入し、1）腹水の減少、
２）腹膜播種転移への抗腫瘍効果、等を観察する。 
⑧抗腫瘍効果が認められた場合、移入 CTL 細胞数、CTL 細胞治療回数、治療間隔などの、至適
条件を検討し、臨床研究のための基礎データとする。 



 
＜ヒト腹水 TAL 由来癌抗原特異的 CTL＞ 
❶胃癌、膵癌、食道癌、乳癌患者の癌性胸水・腹水を採取し（WT1 や MUC1 の発現を確認。全癌
腫での発現頻度は WT-1: 25.3%, MUC1: 76.8% (Anticancer Res, 2016) ）単核球と腫瘍細胞を
分離する。 
❷我々が独自に開発した TGF-β 陽性細胞除去カラムで単核球から免疫抑制性細胞（Treg や
MDSCs）を除去し、CTL が誘導しやすい環境を整える。 
❸WT1 や MUC1 の全蛋白から得た 11aa ずつ overlap する 15aa 長のペプチドを利用した、HLA 非
拘束性に抗原提示可能となったがん抗原ペプチドカクテルを利用し、T細胞へ WT1 と MUC1 の抗
原提示を行う。（抗原提示細胞はB細胞やTGF-βカラム通過した少量のMonocyteや DCを利用、
又は腹水から単核球を分離し樹状細胞を誘導した MoDC を用いる） 
❹先行研究で証明した、抗OX40 (CD134) 抗体とCTLのin vitroでの接触により、CTLのeffector
機能増強と apoptosis の抑制、生体内での分裂能維持機能を涵養する( Int J Cancer, 2018, な
ど) 
❺抗免疫 checkpoint 抗体（抗 PD-1 抗体や、抗 CTLA-4 抗体）との接触により、活性化 CTL（PD-1
や CTLA-4 の発現を確認済）の機能抑制を阻害し、担癌患者の免疫抑制状態でも機能維持が可能
な、癌抗原特異的 CTL を樹立する。 
❻抗腫瘍免疫効果判定は患者胸・腹水中癌細胞をターゲットとした、CTL の IFN-γ 産生（細胞
内 IFN-γ染色）で抗腫瘍免疫機能を評価、癌細胞傷害試験で抗腫瘍効果を評価する。 
❼免疫作用物質の評価は、樹立 CTL に抗腫瘍免疫効果が認められた場合、CTL 誘導過程で使用
した、key となる免疫作用物質（TGF-β陽性細胞除去カラム、抗 OX40 抗体、抗 PD-1 抗体や抗
CTLA-4 抗体）の有無による、誘導 CTL の抗腫瘍免疫機能の比較により評価する。 
 
４．研究成果 
免疫トレランスに打ち勝つ癌抗原特異的 CTL を癌性腹水・胸水中の免疫細胞 TAL から樹立する
ための方法を確立するため、まずは動物モデル実験より開始した。 
①HER2/neu に特異的な免疫トレランスマウスモデル（HER2/neu transgenic mouse (neu-N)）
を用いた。HER2/neu 抗原以外には通常の免疫反応が得られ、ヒト癌患者と類似した免疫環境の
マウスモデルである。neu-N マウス の自発乳癌由来癌細胞株(NT2)を neu-N マウスに腹腔内注
し、腹膜播種性転移を作成した。 
さらに腹膜転移由来がん細胞の腹腔内注を繰り返し、高腹膜播種形成性 NT2 細胞（p-NT2）を樹
立した。 
次に、p-NT2 を用いて癌性腹水モデルを作成した。最適な条件設定のための実験を行った結果、
neu-N マウスへ p-NT2 細胞を 1x106個腹腔内投与することにより、2週間後に腹膜播種性転移と
癌性腹水が形成されることを確認した。 
 
②p-NT2 細胞腹腔内注した neu-N マウスの癌性腹水から TAL を採取した。多量のがん細胞と単
球等の接着細胞を除去するため、37℃1 時間静置したフラスコに接着する細胞を除去して、単
核球を Ficoll 法で分離し、TAL 内の enriched-T 細胞を得た。 
次に、これらの T細胞を TGF-β陽性細胞除去カラムに通して、T-reg 細胞を除去した。 
 
③マウス MHC-Class I 抗原提示細胞（T2-Dq 細胞）に、HER2/neu の既知の MHC-class I 
immunodominant peptide である RNEU420-429 を pulse した T2Dq-REU を準備し、TAL から分離
した T細胞の CD8+T 細胞を刺激しながらの培養を行った。 
培養後経時的にサンプリングしてHER2/neu刺激によりIFN-γを分泌するHER2-neu特異的CD8T
細胞比率を観察したところ、HER2/neu 特異的な免疫トランスがあったにもかかわらず、
HER2/neu 特異的 CD8＋T 細胞が誘導できたことを ICS 法にて確認した。 
培養 1週間目まで HER2/neu 特異的 CD8＋T 細胞数が増加した。 
HER2/neu の抗原刺激に加えて、T細胞補助刺激作用のある抗 OX40 抗体と免疫チェックポイント
阻害作用のある抗 PD-1 抗体を組み合わせて用いることにより、それぞれの単剤よりもさらに効
率的に HER2/neu 特異的 CD8＋T 細胞が誘導できた。  
 
④樹立した TAL 由来 HER2/neu 特異的 CTL の抗腫瘍作用を、in vitro imaging system で観察し
た。 
p-NT2 細胞と樹立した TAL 由来 CD8+T 細胞をそれぞれ別の蛍光色素でラベルし、in vitro で接
触培養し、CTL による p-NT2 細胞への細胞傷害の動態（T細胞と腫瘍細胞の接触、T細胞の分裂、
腫瘍細胞死）を in vitro imaging system のタイムラプス画像にて観察した。 
HER2/neu 抗原刺激と OX40 補助刺激と PD-1 阻害を組み合わせて樹立した T 細胞は HER2/neu 抗
原刺激で樹立した T細胞よりも、腫瘍細胞局所での T細胞分裂は促進されており、腫瘍細胞死
も促進され、p-NT2 細胞への細胞傷害作用が強いことが観察された。 
 
⑤誘導された HER2/neu 特異的 CTL の in vivo での抗腫瘍作用を観察した。CTL を neu-N マウス
癌性腹水中へ細胞移入し、腹膜転移腫瘍への抗腫瘍効果の観察を試みた。 



細胞移入する誘導 CD8+T 細胞数を変化させ、抗腫瘍効果評価に適切な条件を検索中である。 
 
次に、 
ヒト腹水 TAL 由来癌抗原特異的 CTL を樹立するための基礎実験として、 
①ボランティアヒト血液から Ficoll 法で単核球を分離した。さらに TGF-β 陽性細胞除去カラ
ムに通して、T-reg 細胞や MDSC 細胞を除去出来ていることを確かめた。 
 
②ヒト血液由来 T細胞（HLA-A24、インフルエンザ罹患歴あり、ワクチン接種歴あり）に対して、
インフルエンザウイルス抗原（HA）ペプチド刺激下での HA 特異的細胞傷害性 CD8＋T 細胞の誘
導可能かを ICS 法にて確かめた。 
ヒト末梢血からTGF-β陽性細胞除去カラムによる免疫抑制性細胞除去下に分離したT細胞から、
HA ペプチド刺激下での培養で HA 特異的細胞傷害性 CD8＋T 細胞が誘導できた。さらに、T 細胞
培養時に OX40 刺激、および、PD-1 阻害を作用させると、HA 特異的細胞傷害性 CD8＋T 細胞数は
有意に増加した。 
 
③ヒト腹水 TAL 由来癌抗原特異的 CTL の誘導研究のための、「人を対象とする生命科学・医学系
研究」の倫理申請手続きを行った。 
 
④患者癌性腹水を採取し、TAL から T細胞分離し-80℃にて凍結保存している。 
また、癌性腹水からがん細胞を分離し、免疫不全マウス（NOG）の腹腔内に患者がん細胞を腹腔
内注射し、Patient-derived xenograft (PDX)マウスの腹膜播種性転移モデルを作成している。 
複数の患者由来の PDX モデルが完成した時点で、それぞれの患者腹水から分離した T細胞をが
ん抗原ペプチドカクテル刺激と OX40 刺激、および、PD-1 阻害下に、がん抗原特異的 CTL を誘
導し、CTL を PDX 腹膜播種性転移モデルに腹腔内投与して抗腫瘍効果を評価する前臨床研究を
行う予定である。 
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