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研究成果の概要（和文）： 扁平上皮癌細胞株 KLN205 細胞と OK-432 を重合した腫瘍ワクチン

（OK-432 ワクチン）を用いて，マウス舌癌に対する抗腫瘍効果を検討し，またその作用機序を

解析したところ，OK-432 ワクチンにより Tｈ1 サイトカインの産生が誘導され，細胞障害性 T

細胞（CTL）およびマクロファージの活性化されることで，強い抗腫瘍免疫応答を誘導すること

が明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：Squamous cell cancer cell line (KLN-205 cells) was mixed with OK-432 
serviced as OK-432 vaccine. In this research, we used OK-432 vaccine to clarify the 
mechanisms of antitumor in murine tongue cancer model. The result showed that OK-432 could 
induce Th1 cytokine production, activated cytotoxic T lymphocyte and macrophage. It is 
also clear that OK-432 induced strong an antitumor immune response. 
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１．研究開始当初の背景 

OK-432 は溶血性連鎖球菌をベンジルペニ
シリンと加熱して凍結乾燥したもので，悪性
腫瘍に対する免疫療法薬として臨床応用さ
れている．しかし，本剤の効果は非特異的で，
腫瘍細胞を標的にしたものではなく，その免
疫賦活機序の詳細は未だ不明である．これま
での研究成果より，OK-432 が Interferon-γ
(IFN-γ)，IL-12 など Th1 タイプサイトカイ
ンの産生を促進させ，マクロファージの貪食
能，NO 産生および NK 細胞の細胞障害作用を
著明に上昇させることを見出した．さらに研

究代表者は，OK-432 が宿为の細胞性免疫を
CD4+ Th1 細胞を活性化し，マクロファージ
や NK 細胞の抗腫瘍効果を促進するというマ
ウス口腔癌モデルで実証した． 

本研究は，腫瘍抗原という特異抗原と
OK-432 という非特異抗原によってマクロフ
ァージ/樹状細胞に抗原提示を行うユニーク
な発想であり，腫瘍ワクチン療法という新た
な特異的癌免疫療法分野を開拓することに
なる．生検(biopsy)など個々の患者から分離
した口腔癌（粘膜癌）細胞を用いて OK-432
重合腫瘍ワクチンを作製し，担癌宿为に用い
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れば，腫瘍特異的癌免疫療法が施行できるも
のと期待される．さらに，外科的切除後には
postoperative adjuvant immunotherapy と
して用いると，再発抑制が可能であると着想
するに至った． 

 
２．研究の目的 

本研究では，OK-432 と腫瘍細胞をグルター
ルアルデヒドで重合した OK-432 重合腫瘍ワ
クチンを作製し，その有効性と作用機序（シ
グナル伝達）について，in vivo マウス舌癌
および転移モデルで OK-432 重合腫瘍ワクチ
ンの有効性の検討，さらに， in vitro マ
クロファージ/樹状細胞/T 細胞混合培養実験
系を用いて OK-432 腫瘍重合ワクチンの作用
機序（細胞内シグナル伝達）の解明すること
を目指した． 

 
３．研究の方法 

 我々は，以上の研究目的を達成するために，
以下の方法で解析を遂行した。 
（１）マウス舌癌モデルによる OK-432 重合
腫瘍ワクチンの抗腫瘍効果の検討 
① マウス脾臓または頸部リンパ節から分
離したリンパ球を培養し，産生された Th1 系
の IFN-γ, IL-2, IL-12 と Th2 系の IL-10, 
IL-4, IL-6 を ELISA で定量した． 
② マクロファージの活性化をケミルミネ
ッセンス法で同定し，ワクチン接種による抗
原提示と腫瘍細胞の殺細胞効果の促進を検
討した． 
③ リンパ節転移マウスに対し OK-432 重合
腫瘍ワクチンを接種し，腫瘍増殖率および生
存期間を比較検討した．また，リンパ節を摘
出後，免疫組織学的細胞同定すると共に病理
組織学的に浸潤細胞と腫瘍細胞の状態を観
察し，さらにリンパ節組織をホモジネートし，
Th1 系の IFN-γ, IL-2, IL-12 と Th2 系の
IL-10, IL-4, IL-6 を ELISA で定量した． 
（２）OK-432 重合腫瘍ワクチンの接種による
宿为マウスの反応の検索 
① 細胞性免疫に及ぼす影響： KLN205 細胞
を用いてマウスに移植し、実験的担癌状態に
した後、マウスの腹腔大食細胞（MP）を集め
ボイデンチャンバー法により遊走能と貪食
能を測定した． 
② 担癌宿为に及ぼす影響： 抗腫瘍効果に
ついては、OK-432 重合腫瘍ワクチンの接種に
よるマウス舌癌細胞の縮小率に加え，宿为血
中の Th1 系の IFN-γ, IL-2, IL-12 と Th2 系
の IL-10, IL-4, IL-6 を ELISA で定量した． 
（３）単球（マクロファージ・樹状細胞）/T
細胞混合培養実験系による OK-432 重合腫瘍
ワクチンの作用の検討 
ワクチン添加により活性化された免疫担

当細胞から産生される Th1 系の IFN-γ, IL-2, 
IL-12 と Th2 系の IL-10, IL-4, IL-6，Mac 抗

原などを ELISA で定量し,さらにマクロファ
ージの NO,活性酸素の産生能をケミルミネッ
センス法で測定した． 
 

４．研究成果 
（１） 対照群では腫瘍接種後 1週間ほどに
腫瘍が 100％形成（ｎ=15）され、腫瘍接種後
30 日までにすべてが腫瘍死となった。一方、
腫瘍ワクチン群（ｎ=14）では、腫瘍の発生
率が 64.3％（ｎ=９）におさえられ、腫瘍移
植後 40 日の時点では 57.1％（N=８）の生存
率であった。対照群と比較して、腫瘍発生
率・死亡率ともに有意に低く上、腫瘍が生着
したマウスでも腫瘍増殖が抑制された
（Fig.1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（２） 血清中の IFN-γ(Fig.2)と IL-2、
IL-10、IL-12 の濃度を測定したところ、腫瘍
ワクチン群は IFN-γと IL-2、IL-10、IL-12
の濃度が高値を示し、対照群では有意なサイ
トカインの誘導はみられなかった。マウスの
リンパ節より採取したリンパ球と腫瘍細胞
混合培養 48 時間後、培養上清中のサイトカ
インの測定した結果、腫瘍ワクチン群のリン
パ球では、Th1 サイトカインの産生が誘導さ
れていることが明らかとなった。 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 腫瘍移植後 24 時間(Fig.3)、10 日目の免
疫組織化学的観察（免疫染色）について、



 

 

KLN205 ワクチン接種群では、対照群に比べ、
腫瘍細胞の周囲にCD4＋とCD8＋T細胞とマク
ロファージの著明な浸潤が認められ、CD25
（IL-2Rα）、CD69、CD122（IL-2Rβ）も陽性
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)  OK432 重合腫瘍ワクチンにより TNF-α
を誘導することも観察され，腹腔内マクロフ
ァージの NO 値も有意に高値を示した。さら
に，免疫組織学的細胞同定を検討したところ，
CD169 陽性マクロファージが確認された。 

従って，OK-432 ワクチンにより細胞障害性
T 細胞（CTL）およびマクロファージの活性化
され，強い抗腫瘍免疫応答を誘導することに
よって，がん免疫を誘導する新たな治療につ
ながると期待できる。 
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