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研究成果の概要（和文）：遺伝子治療の併用によって樹状細胞（DC）を用いた癌免疫治療の効果

を高めることを目的として基礎実験を行い、以下の成果を得た。1）癌免疫を増強するインター

フェロン（IFN）γなどのサイトカインのイヌ遺伝子をクローニングした。2）IFNγを DC とと

もに癌組織内に注入することによって、イヌ自然発症癌の退縮に成功した。3）IFNγ遺伝子を

腫瘍細胞株に導入することによって DC の抗腫瘍効果を増強させた。これらの結果により、サイ

トカイン遺伝子の癌細胞への導入によって免疫治療を増強できることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：To improve clinical outcomes of DC-based tumor immune therapy, 
we carried out basic study for combination with gene therapy. In this study 1) we cloned 
canine genes of cytokine which activate cancer immunity, such as IFNγ, and certified 
that cloned genes produce functional cytokines; 2) we succeeded to obtain significant 
clinical responses, including complete healing of malignant tumors by inoculation of DCs 
with injection of IFNγ into tumors exerted; 3) we found that DCs inhibited in vitro tumor 
growth more significantly when tumor cells were transfected with IFNγ gene. These results 
suggest that transfection of IFNγ gene into tumor cells in vivo may significantly enhance 
the effect of DC-based tumor immune therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
癌に対する DC 治療は、患者の末梢血単球

から生体外で DC を分化誘導し、癌抗原を取
り込ませて提示させたのちに、患者体内に戻
すことによって、抗腫瘍免疫反応を高め、癌
を治療する治療法である。この治療法は、癌
細胞に対する特異性が極めて高く、副作用が

極めて少ないが、治療効果が低く、癌の退縮
を導くことは困難であった。 
 
２．研究の目的 
免疫治療による腫瘍の退縮をめざし、細胞

性免疫を活性化するサイトカインの腫瘍組
織内濃度を高めることによって、抗腫瘍免疫
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を活性化し DC の治療効果を高めることを目
的とした。腫瘍組織内にサイトカインを供給
する手段として、サイトカインの遺伝子を腫
瘍細胞内に導入し、発現させることを考案し、
以下の基礎研究を行った。 

(1)細胞性免疫および DCの分化成熟を亢進
するサイトカインのイヌ遺伝子のクローニ
ングを行った。 

(2)①それらサイトカインのうち、とくに
癌免疫を強く増強する IFNγおよびインター
ロイキン（IL）-12 について、DC の成熟およ
び活性化への影響を調べるとともに、②イヌ
に自然発症した腫瘍組織内に DC とともに注
入し、治療効果の増強を検討した。 

(3)イヌ腫瘍細胞株にサイトカイン遺伝子
を導入し、in vitro において抗腫瘍免疫の増
強効果を検討した。 

 
３．研究の方法 

(1) サイトカインのイヌ遺伝子のクロー
ニング：既報のイヌ遺伝子あるいは既報のヒ
トとマウス遺伝子の保存配列をもとにプラ
イマーを設計し、PCR によって目的とする遺
伝子の cDNA を増幅した。それら cDNA を平滑
末端化プラスミド（pCR-Blunt）に挿入し、E 
coli (DH5α)にてクローニングし、シークエ
ンサーによって塩基配列を確認した後、哺乳
類細胞用発現プラスミド（pcDNA3.1/Myc-His 
(-)）に組み込んだ。発現プラスミドを CHO
細胞に導入してタンパク質を発現させ、それ
らが目的とするサイトカインの機能を持つ
ことを確認した。 

(2) ①IFNγおよび IL-12 による DCの成熟
および活性化の検討：イヌ末梢血から分離し
た単球をイヌ顆粒球-単球-コロニー刺激因
子（GM-CSF）および IL-4 とともに 7日間培
養して未成熟 DC に分化させた後、イヌ IFN
γあるいは IL-12 と 5 日間培養し、DCへの成
熟および活性化を顕微鏡観察における形態
的変化、フローサイトメトリーあるいは
ELISA における免疫刺激分子の発現量の変化
によって調べた。また、DCの示す腫瘍細胞へ
の傷害活性に対するそれらサイトカインの
影響と機序について調べた。 

  ②IFNγを併用したイヌ腫瘍に対する
DC 治療の効果の検討：悪性あるいは良性腫瘍
を発症したイヌの末梢血細胞から単球を分
離し、イヌ GM-CSF および IL-4 により DC へ
分化誘導して、IFNγ（1万単位/Kg）ととも
に腫瘍内に注入した。その 2日および 5日後
に同容量の IFNγのみを同部位に注入した。
この操作を 7日毎 8回以上繰り返し、治療効
果を観察した。また、治療処置前および治療
8 回終了後に罹患犬から末梢血細胞を採取し、
腫瘍抗原に対する末梢血 T細胞の反応性を
3H-チミジンの取り込みによって検討した。 

(3)イヌ腫瘍細胞への IFNγ遺伝子の導入

による DC の腫瘍抑制効果の検討：イヌ腫瘍
細胞株である CTAC（甲状腺癌）および D-17
（骨肉腫）にイヌ IFNγ遺伝子を導入し、そ
れらをイヌ末梢血単球由来 DC と培養し、DC
の成熟活性化への影響および DC による腫瘍
細胞株の増殖抑制効果を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) サイトカインのイヌ遺伝子のクロー

ニング：本研究においてクローニングしたサ
イトカインのイヌ遺伝子およびサイトカイ
ンの機能を下表に示す。 

とくに、小胞体からの分泌に必要なシグナル
ペプチドを持たない IL-18や膜結合型タンパ
クの CD40 リガンドを単独遺伝子の導入によ
って、細胞からの分泌を可能にするために、
クローニングした cDNA の上流に IL-12p40 遺
伝子から分離したシグナルシークエンスを
連結した。このようにして作製した遺伝子を
哺乳類に発現可能な pcDNA 3.1/myc-His に挿
入してサイトカイン遺伝子の発現ベクター
を作製し、CHO 細胞に導入したところ、目的
とするサイトカインの CHO細胞からの分泌を
確認することができた。 
(2) ①IFNγおよび IL-12 による DCの成熟

および活性化：未成熟 DC を IFNγあるいは
IL-12 と培養することによって、図１に示す
ように、成熟樹状細胞に特徴的な形態を示す
細胞に変化した。 

 また、図２および図３に示すように T細胞

*下記発表論文 1 ; **下記発表論文 5 

図 1 

iDC（未成熟）：ベール状突起が特徴 
DC（成熟）：長い突起、二核が特徴 



 

 

図 4 

を活性化する分子である CD80 および CD86 の
DC 表面での発現量や癌免疫を特異的に活性
化するIL-12の DCからの産生量がIFNγの濃
度依存性に増加した。 

 
 さらに、図４に示すように、IFNγは、イ
ヌ癌細胞株（CTAC および D-17）に対する DC
の直接的な増殖抑制能を高めることが認め
られ、その機序として DC によるアポトーシ
スの誘導が関与していることが判明した（図
５）。 

 
(2)②IFNγの併用によるイヌ腫瘍に対す

る DC 治療効果の増強：図６および下表に示
すように IFNγを併用することによって、こ
れまでの DC 治療では不可能であった腫瘍の
完全消失（完全奏効）あるいは著しい退縮（部
分奏効）が可能となった。 

 

腫瘍の種類 治療結果 
皮脂線上皮腫 部分（90％<）奏効 
線維肉腫 部分（90％<）奏効 
乳腺管癌（ⅢB） 完全奏効 （図 6） 
乳腺管癌（ⅢA） 部分（70％<）奏効 
乳腺管癌（ⅡB） 完全奏効 
乳腺管癌（ⅡA） 完全奏効 
直腸腺癌 完全奏効 
 
(3)イヌ腫瘍細胞への IFNγ遺伝子の導入

による DC の腫瘍抑制効果の増強：図７に示
すように in vitro における DC の腫瘍増殖抑
制効果は、IFNγ溶液の添加によってのみで
なく、IFNγ遺伝子の腫瘍細胞への導入によ
っても有意に増強された。 
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 以上の結果により、腫瘍に対する免疫反応
を担うタイプ１Tヘルパー（Th1）細胞、細胞
傷害性 T細胞、ナチュラルヘルパー細胞など
の Th1 免疫系を活性化し、DC を成熟・活性化
させるサイトカインを腫瘍組織内に存在さ
せ、腫瘍微小環境の免疫状態を改変すること
によって、DCを用いた免疫治療の効果を著し
く高めることが示され、これまでの DC 治療
において問題とされてきた治療効果の低さ
を解決することができた。イヌは、ヒトの癌
に類似した悪性腫瘍を多く自然発症する唯
一の動物であり、イヌの癌治療にける本研究
の成果は、ヒトの癌治療へも有用な情報を提
供できるものと思われる。 
 
 さらに、DC治療効果の増強は、サイトカイ
ン製剤の注入によってのみでなく、サイトカ
イン遺伝子を腫瘍細胞へ導入し、腫瘍細胞か
ら分泌させることによっても達成できるこ
とが明らかとなった。今後は、生体（in vivo）
においてサイトカイン遺伝子を腫瘍細胞へ
導入できるベクターシステムを樹立し、より
安全で、効果的な DC 治療を開発していく予
定である。 
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