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研究成果の概要（和文）： 

高度進行再発癌の集学的治療として化学療法と細胞免疫療法との併用療法を用いた臨床試験では両者

の相互的な補助効果が示唆された。その機序について臨床的、基礎的に解析を行った。乳癌、胃癌、肺癌

の難治例に対し，抗腫瘍免疫細胞（CTLなど）と標準化学療法と併用療法の臨床試験を行い、臨床効果と

局所免疫状態を比較検討した。Her2 抗体薬 Trastuzumab、プロテアソーム阻害薬 Bortezomib による腫瘍

抗原提示能及び CTL誘導能の増強効果を確認した。それは抗腫瘍薬による腫瘍細胞のアポトーシスが起こ

った結果、生体内樹状細胞(Dendric cell)の抗原提示能が向上し、cross-presentation による CTL の抗

腫瘍効果が増強されたと考えられた。 

研究成果の概要（英文）： 

Adoptive cell therapy (ACT) could successfully treat a limited part of patients inducing tumor 

regression or prolonged survival, but therapeutic efficacy was still lower than expected in most of 

the patients. For the further clinical application, development of more effective multidisciplinary 

cancer therapy including ACT therapy combined with chemotherapeutic agents or molecular 

targeting therapeutics has been focused in our studies. Therapeutic strategies and the mechanisms 

of biological effects have been studied in vitro and several clinical trials. The data show that 

combination therapy of CTL transfer and chemotherapy is a feasible option for patients with 

refractory lung, breast and gastric cancer without serious adverse events. Our preliminary data also 

suggest that in the ability of DC cross-presentation followed by the enhancement of antitumor 

cellular immunity by trastuzumab. Moreover, we demonstrated that bortezomib sensitizes human 

various cancer cells to TRAIL-mediated apoptosis via activation of both extrinsic and intrinsic 

apoptosis pathways. 
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１． 研究開始当初の背景 

我々は食道癌を始め、高度進行再発癌患者

に対し、転移性所属リンパ節リンパ球と癌局

所リンパ球の免疫状態の研究を行い，これら

の部位から癌特異的に認識するキラーT 細

胞(CTL)が高頻度に誘導されることを確認し、

その臨床応用を実験的に行ってきた。 

(Nakao M etc, Cancer Reserch, 1995; Toh 

U etc, Cell. Immuno, 1997)自己癌細胞と末

梢血リンパ球との混合培養により誘導した

自己活性化リンパ球（autolougus tumor 

activated lymphocytes: AuTL）を用いて、

癌局所投与による固形癌特異的免疫細胞療

法を開発した。第 I/II 相臨床試験を施行し, 

そ の 臨 床 的 有 効 性 を 認 め た (Toh 

U,etc,ASCO2000, Toh  U. et al, Int J Clin 

Oncol, 2002; Clinical Cancer Research, 

2000)。その治療効果を安定向上させるため、

難治進行性がん患者に対し、細胞免疫療法と

化学療法の併用療法（非骨髄抑制抗癌剤併用

免 疫 細 胞 療 法 non myelosurppressive 

chemo-immunocellular therapy）について

検討を行った、その結果、臨床的には従来の

単独 CTL 療法よりも、本療法はより長期に

わたり抗癌剤単独の化学療法よりも治療継

続可能で高い反応性を得られた。また、骨髄

抑制のなど副作用も軽減できた（唐ら，日本

消化器外科学会、ASCOなど 2003～2004年）。

一方では固形癌の標準的化学療法に用いら

れる多くの制癌剤或いはその組み合わせの

投与により腫瘍局所の免疫環境が改善され、

より強力な治療効果も得られた。(P Correale, 

etc,  J Immunol, 2005; Br. J. Cancer, 

2004) 化学療法と細胞免疫療法との組み合

わせは、相乗(加)的な抗腫瘍効果を得られ、

同時に両者併用することにより抗癌剤の薬

物耐性を克服する可能性も示唆された。抗癌

剤の作用により、腫瘍細胞増殖シグナル抑制

やアポトーシスシグナル増強を経て、癌の退

縮が起る。一方、免疫細胞治療では、宿主免

疫系を介した治療効果、特に免疫細胞（CTL

や NK 細胞、マクロファージ）を介した腫瘍

傷害がそのもう１つの機序として考える。更

に、抗癌剤により退縮した癌細胞の断片など

は抗原提示細胞（樹状細胞:DC）の活性化、

腫瘍抗原の提示を通して、腫瘍抗原特異的細

胞 性 免 疫 の 賦 活 化 が 起 こ る 。 我 々 は

Trastuzumab がもたらす免疫系を介した効

果、特に腫瘍抗原特異的細胞性免疫に関与す

るデータが得られた（Tayama etc.2005 

ASCO; 唐ら、2006 外科治療）。また、

Gemcitabine が生体の細胞免疫状態に影響

を与えることを報告した（Toh U,etc, 2007 

ASCO）。臨床的に免疫細胞療法と化学療法

のとの併用での有効性を引き続き検討する

ことにより、新しい固形癌の集学的治療法の

確立を目指す。  

２． 研究の目的 
主な免疫細胞治療と化学療法併用の作用機序

として、１）腫瘍細胞のアポトーシス感受性の亢

進、２）APCによるcross-primingの増強，３）免

疫寛容状態の解除、４）エフェクター細胞の局所

への集積、等が上げられている（Kake RA and Ro

binson BWS, Nature Reviews, 2005, etc）。久留

米大学病院において、進行消化器癌を中心とした

高度進行性癌患者に対して,自己癌細胞と末梢リ

ンパ球の混合培養により誘導された自己活性化

リンパ球の養子免疫療法（以下CTL療法）を実験

的に施行してきた。さらに、進行難治癌に対し、

比較的低濃度の標準的抗癌剤（ Gemcitabine等)

を用いた骨髄抑制を来さない化学療法とCTL細胞

免疫療法との併用療法を行った。その結果従来の

単独CTL療法よりも、本併用療法はより長期にわ

たり治療継続可能で、高い反応性を得られた。（唐

ら、2004～2005年、日本癌治療学会など）近年、

国内外でも同様の報告も多く見られるようにな

り、次世帯の新しい集学的癌治療法のひとつとし

て有望視されている。本治療法の成績向上と安定

さらにその標準化のためには、更なる基礎的研究、

臨床的検討が必要であると考える。我々が生体免

疫に有意な影響をもたらすと考えられる抗癌

（製）剤として1）プロテアソーム阻害薬Bertezo

mib、2）ara-C類似デオキシシチジンの誘導体で

あるGemcitabine、3）HER2受容体を分子標的とす

るTrastuzumabに注目した。 

３．研究の方法 

I. In vitro, In vivoでの基礎的検討 

1) 細胞株を用いプロテアソーム阻害薬 

BertezomibやGemcitabine, Trastuzum

ab に対する感受性を各種ヒト癌細胞

株を用いて、感受性をin vitroにて調

べる (MTT, cell cycle analysis等) 

    2)免疫effector細胞に対する感受性影

響についてヒト癌細胞株をbertezomibで前

処理により、death receptorを介したTRAI

L感受性が上がり、NK感受性の亢進した。 

・上記のメカニズムについて解析する。癌

細胞上のHLA発現（class I 発現、酸処理後の

class Iの発現回復の変化）、HLA関連分子（N



K-ligandであるMICA/B, ULBP）、apoptosis

関連分子等（Bax, Bcl-2, Bcl; cIAP, p53、p

21, p27, NF-kB活性etc）等について検討する。 

3) In vitro におけるTrastuzumabの作用

機序についての解析 

 HER2＋乳癌患者の末梢血から、IL4, G

M-CSF,TNF-etc.にてDCを誘導、そのPhen

otypeを確認する。更に、自己癌細胞とD

C,PBMCによるMLTCを行い腫瘍特異的CTL

の誘導を行う。Trastuzumab添加の有無に

よりDC成熟度,表面マーカー、サイトカイ

ンのプロファイルの差異について検討す

る。またCTLの特異性・誘導能の差異につ

いて、自己腫瘍、他の腫瘍株、またはHL

A-A2およびA24患者に対してはAPC（T２細

胞、A2402分子を遺伝子導入したCOS-7細

胞株を使用）上の既知のHER2,CEAペプチ

ド抗原をTargetにし、細胞傷害活性など

を評価する。Trastuzumab添加の有無によ

るエフェクター相での差異をも検討する。 

II. マウス治療モデルでの検討 

 マウス皮下腫瘍及び肺転移モデル（R

encaなどを予定）にて、bortezomib、

Gemcitabineなど及び細胞免疫療法

による治療を行う。Effector細胞, 

投与の時期等について検討する。 

 有効例において、局所の免疫組織学

的検討を行い、単独治療群との比較

検討を行う。局所に於けるサイトカ

イン・浸潤細胞のプロファイル、癌

血管新生、NFkB活性等を免疫組織学

染色等にて検討する。 

III. 臨床的症例の検討と腫瘍免疫再構

築を目的とする化学療法併用免疫細胞療

法（chemo-immunocellular therapy）の

開発： 2004年11月より厚生労働省より

高度先進医療の認定を受け、現在、臨床

において高度進行癌患者に対しても細胞

免疫治療が行われている。本治療を受け

た進行癌患者の末梢血細胞分画と培養上

清など用いて従来の標準的化学療法ある

いは免疫細胞療法だけを受けた患者サン

プルと比較する。具体的には1）治療後の

宿主癌腫瘍免疫にもたらす影響について

リンパ球数とリンパ球分画 (CD3CD4,CD3

CD8など)の変化およびNKとLAK細胞活性

などの変化を観察する。また，各種レセ

プターの発現（ex. FcR, NKG2D etc）、

血清サイトカイン（TGF-,IL-10など）、

NK活性、TrastuzumabによるADCC活性等に

ついて検討する。治療後の末梢血中自己

癌特異的CTL細胞の存在有無をクローニ

ング行い，CTL frequencyを解明し、生体

内免疫状態を明らかにする。2）ex vivo

では，本治療した癌患者の末梢血血清，

癌局所組織、胸腹水などについて，免疫

抑制に関連するサイトカインをELISA法

で測定し，癌患者において生体内の細胞

免疫能の変化についても解明する．3）生

体免疫抑制状態（TGF-など）と抗癌剤併

用免疫細胞療法の治療効果との相関性に

ついて評価検討する。 

４．研究成果 

臨床的研究として 

１） 標準治療抵抗性乳癌例（Trastuzumab 併用

Her2+: 7 例；Her2-:7例）に対し，抗腫瘍

免疫細胞（ CTL）とトラスツズマブ

(Trastuzumab)との併用臨床試験 (Phase 

I/II)を実施した。平均治療期間は 4.8 ヶ

月であり，著効例（PR）：不変例(NC)：無

効例（PD）は 1：6：7 であった。5 例に腫

瘍マーカーの減少，6 例は胸腹水の減少を

認めた。有害事象は軽度な発熱，下痢，循

環器症状であった。基礎解析では（1）細

胞分画と T cell clonality：2週間混合培

養により誘導リンパ球の各分画 (%)は

Trastuzumab 添加培養群では CD3+CD8+ T 



cell (CTLprecursor) が 有 意 に 増 加

し,CD3+CD4+ T cell や NKは変化がなかった．

培養リンパ球のクローン化は 6例中に 3例

(Her2＋/-：2/1)を認めた。（2）ADCC 活性

とサイトカイン分泌量：自己腫瘍細胞に対

する ADCC活性は Her2＋ 3例中 2例におい

て増強された。Trastuzumab処理により CTL

優位になり、ADCC 活性が増強された．また，

培養液中の TGF-β量は有意に抑制された。 

２） 腹膜播種癌性腹水を伴う胃癌患者に、化学

療法単独群（A 群）と化学療法無効後に自

己活性化リンパ球による免疫細胞療法（腹

腔内投与）施行群（B群）、および標準化学

療法と免疫細胞療法併用群（C 群）の３群

について比較検討した。その結果、腹水消

失例は、A、B、C群それぞれ 2/7、4/6、2/8

例で平均生存期間は 8.4、5.2、11.3 ヶ月

であった。腹水サイトカイン濃度において、

C群で治療後に TGF-β減少、IFN-γ、IL-12

は上昇した。化学療法は抗癌効果に加え、

腹腔内局所の免疫抑制状態を改善し、CTL

の抗腫瘍活性が高まることが示唆された。 

３） Gemcitabine と免疫細胞療法の併用によ

る肺がん患者体内の抗腫瘍効果が増強さ

れた。基礎解析からＧＥＭで前処理癌細胞

が、NK/LAK細胞に対する感受性が向上され、

B細胞や炎症性細胞の増殖が抑制された。 

基礎的研究として 

1) in vitro での検討において、Trastuzumab

添加・HER2 抗原刺激により樹立された DC

は、 非添加例に比し、有意な IL-12p70 の

産生上昇・IL-10 の産生低下を認め、同 DC

により効果的に HER2ペプタイド認識 CD8+ T

細胞の誘導が可能であった。 

2) プロテアソーム阻害薬Bortezomibにより免

疫活性化分子 TRAIL を介した各種癌のアポ

トーシス感受性が亢進された。更に臨床有

効例の患者末血リンパ球を用いて，自己癌

細胞とのリンパ球腫瘍混合培養（MLTC）に

より自己 CTLを誘導し， in vitroで各種抗

癌剤と様々の組み合わせで自己腫瘍細胞な

どに添加投与した。その結果、Bortezomib 

併用効果の作用機序は細胞株依存性に異な

る も の の 、 death-inducing signaling 

complex（DISC）における Caspase-8の活性

化をトリガーとする外因性アポトーシス経

路、ならびに Bid を介した内因性アポトー

シス経路の両経路において、活性化の増強

が認められた。外因性経路をトリガーとす

る TRAIL の応用により、内因性アポトーシ

ス（ミトコンドリア）経路による従来の化

学療法・放射線療法無効例での新しい治療

ストラテジーの構築の可能性が期待された。 
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