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研究成果の概要（和文）：本研究ではイヌの腫瘍に対する新規免疫療法としてこれまでの免疫チェックポイント
阻害薬（抗PD-L1抗体）を基盤に新規抗体薬候補を作出し、その機能評価を行った。まず、抗PD-L1抗体の治療効
果との関連がある免疫関連分子の解析を行い、数種類の候補因子を同定した。その中のひとつの免疫抑制因子に
ついて阻害薬を開発し、抗PD-L1抗体との組合せによる新規抗体薬候補を作製した。新規抗体薬候補は、イヌの
免疫担当細胞を良好に活性化し、実験用犬に対する反復投与において安全性に問題は認められなかった。本研究
によりイヌ用抗体薬開発技術が進展し、その臨床応用に向けた道筋を拓くことができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel antibody drug candidate based on a 
conventional immune checkpoint inhibitor (anti-PD-L1 antibody) as a novel immunotherapy for canine 
tumors, and evaluated its function. First, we analyzed immune-related molecules which is associated 
with the therapeutic efficacy of anti-PD-L1 therapy, and identified several candidate factors. We 
developed an inhibitor for one of such immunosuppressive factors and prepared a new antibody drug 
candidate in combination with an anti-PD-L1 antibody. We found that the new candidate successfully 
activated canine immune cells, and no safety problems were observed with its repeated administration
 to a laboratory dog. This research has advanced the technology for developing antibody drugs for 
dogs, and has paved the way for their clinical application. 

研究分野：獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で同定した免疫チェックポイント阻害薬の効果に関連のある因子群は、同治療に対する抵抗性因子である
可能性があり今後治療標的として併用治療法の開発につながる可能性がある。また、本研究で検討したイヌ用抗
体薬の作製技術はイヌに対する抗体医薬開発のモデルケースとなり、動物用抗体薬開発の発展につながると考え
られる。イヌ腫瘍はヒト腫瘍のモデル疾患ともなりうることから、イヌ腫瘍における新規治療法の有効性や安全
性等の情報は、医薬品開発にも有用である可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
動物医療の現場では、イヌにおいても高寿命化・高齢化が進み、ヒトで見られるような生活習
慣病や腫瘍による死亡がますます増加している。特に腫瘍に対しては、外科療法・化学療法・放
射線療法が一般に行われているがヒト医療と同様に難治性・再発性の腫瘍も多く存在し、臨床上
の問題となっている。近年ヒト医療では上記の 3大療法に加え免疫療法の応用が加速しており、
免疫チェックポイント阻害剤やキメラ抗原受容体 T 細胞療法をはじめとして様々な新規免疫療
法が樹立され、腫瘍治療を変革させている。イヌにおいても腫瘍免疫療法の基礎的な検討は始ま
っているが、現在一般に使用可能な免疫療法は存在せず、その開発が急務である。報告者らの研
究グループではイヌの免疫チェックポイント (免疫抑制) 分子研究に取り組んでおり、すでにそ
の一つである Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) がイヌ腫瘍に強く発現し抗腫瘍免疫を
抑制していること、ならびに抗 PD-L1抗体を用いてこの免疫抑制経路を遮断するとイヌ自然発
生腫瘍の一部で腫瘍退縮効果が得られることを報告した。一方でヒトにおける報告と同様に、奏
効の見られる症例は少数（2割程度）に留まり、奏効を得やすい患者集団を見分けるため、また
は治療初期にその後の治療効果（予後）を予測するためのバイオマーカーの探索や、より治療効
果の高い抗体薬の開発および別の作用機序を持つ治療法との併用が必要であることが浮き彫り
となった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、免疫抑制分子を中心に抗 PD-L1抗体の治療効果と相関する因子の半網羅的な探
索を行い、抗 PD-L1抗体治療に耐性となる分子機序の解明を目指す。さらに、PD-L1と同時に
阻害することで相乗効果が得られると考えられる因子について両経路の同時阻害の治療効果を
リンパ球の培養アッセイにおいて検討する。さらに抗 PD-L1抗体を基盤とした新規抗体薬候補
を作製し、イヌにおける安全性を検討する。一連の研究を通して、抗 PD-L1抗体単独使用時に
おけるイヌ腫瘍の治療抵抗性メカニズムの解明と、より効果の高い治療薬の開発・実用化を目標
とする。 
 
３．研究の方法 
 まず、抗 PD-L1 抗体治療における治療抵抗性因子の探索として抗 PD-L1 抗体で治療した肺転
移のある口腔内悪性黒色腫の犬 (n = 27) の治療前血清を用いて、各種生理活性物質（プロス
タグランジン・サイトカイン・ケモカイン・成長因子）を ELISA やマルチプレックスイムノアッ
セイにより定量を行った。測定値は正常犬の血清と比較して、腫瘍罹患犬における発現上昇／低
下を評価したほか、測定値の高かった群と低かった群に群分けをして抗 PD-L1 抗体治療におけ
る全生存期間を比較した。腫瘍罹患犬における発現が上昇しており、治療予後と有意に相関のあ
った数種類の因子のうちプロスタグランジン E2（PGE2）について、イヌの末梢血単核球（PBMC）
を用いた培養アッセイにてサイトカイン産生能を指標にその免疫抑制作用を検討した。さらに、
シクロオキシゲナーゼ（COX）-2 阻害薬を用いて PGE2 の産生を抑制し、抗 PD-L1 抗体との併用
においてその免疫抑制作用が打ち消されるかを検討した。さらに抗 PD-L1 抗体の効果を低下さ
せていると考えられた別の免疫抑制因子について、その阻害薬を開発して抗 PD-L1 抗体との組
合せによる新規抗体薬候補とした。新規抗体薬候補の免疫活性化効果は、同様のイヌ PBMC の培
養系において評価した。最後に、新規抗体薬候補を大量に作製し、実験用犬に対して反復投与を
行い、その安全性（一般状態、血液検査、各種画像検査）を検討した。 
 
４．研究成果 
抗 PD-L1 抗体治療前の血清サンプルにおいて、検討した 12 種類の生理活性物質のうち、PGE2、
IL-12、IL-8、MCP-1、SCF 濃度が正常犬の血清と比較して有意に高いことが明らかとなった。SCF
濃度上昇の意義は不明であったが、そのほかの免疫関連因子は抗腫瘍免疫の活性化およびその
抑制機構を反映しているものと考えられた。さらに、治療開始前の血清において IL-2、IL-12、
SCF 濃度が高かったイヌの群では、低かった群と比較して有意に抗 PD-L1 治療における全生存期
間が長く、逆に PGE2、MCP-1、VEGF-A 濃度が高かった群では低かった群より全生存期間が短いこ
とが明らかとなった（図 1）。SCF の抗腫瘍免疫における機能は明らかではないが、IL-2 および
IL-12 は T細胞の活性化に関与するサイトカインであることから、これらが高いイヌは治療開始
前の時点で抗腫瘍免疫が比較的活性化状態にあったことが示唆され、抗 PD-L1 抗体はそういっ
たイヌで効果が得られやすい可能性がある。PGE2、MCP-1、VEGF-A は免疫抑制的な腫瘍微小環境
の形成に関与することが知られている因子であり、これらが高いイヌでは抗 PD-L1 抗体のみで
は免疫抑制状態を解除できず、効果が得られにくかった可能性がある。すなわち、これらの因子
を標的とした薬剤と抗 PD-L1 抗体を組合わせることでより良い治療効果が得られる可能性が示
された。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
見出した候補因子のうち、特に PGE2 はマウスやヒトにおいて T細胞機能を抑制するが、同様
の機能がイヌにおいてもあるかは不明であった。そこでイヌの PBMC の培養アッセイにおいて
PGE2 を添加したところ、PBMC からの IL-2 および IFN-γ産生が減少したことから、PGE2 はイヌ
リンパ球において機能抑制的に作用することが明らかとなった（図 2）。PGE2 はアラキドン酸か
ら COX 等の酵素により代謝され生合成される。そこで PBMC の培養系においてメロキシカム（COX-
2 阻害薬）を添加して培養したところ、PGE2 の産生が顕著に減少した。さらに、メロキシカム単
独または抗 PD-L1 抗体との併用によりイヌ PBMC からのサイトカイン産生に与える影響を解析し
たところ、メロキシカムは単独でも IL-2 産生を亢進し、さらに抗 PD-L1 抗体との併用で IFN-γ
産生を亢進することが示された（図 3）。以上のデータから、COX-2 阻害薬を抗 PD-L1 抗体と併用
することでより良い免疫活性化効果が得られることが示唆された。 
 

 
 
次に、同様の検討により見出した別の免疫抑制因子について、その阻害薬を新規バイオ医薬品
候補として作製した。さらに、抗 PD-L1 抗体との組合せにより新規抗体薬候補とした。新規抗体
薬候補は、イヌ PBMC の培養系において抗 PD-L1 抗体単独と比較して有意にサイトカイン産生を
増強し、より良い免疫活性化効果を持つと考えられた。そこで、新規抗体薬候補を用いた免疫療
法の検討を行うために、まずは実験用ビーグル犬（n = 1）に対して新規抗体薬候補を静脈内に
複数回投与する安全性試験を行った。観察期間中、身体検査、血液検査（CBC、生化学検査）、尿
検査、胸腹部 X線検査等において異常は認められず、安全性に大きな問題はないと考えられた。
今後、本新規抗体薬候補を用いて腫瘍罹患犬におけるさらなる安全性と有効性を評価する臨床
研究を行っていく予定である。 
本研究によって、抗 PD-L1 抗体治療における抵抗性に関与する因子が複数同定され、これらは
将来的な併用治療における標的因子となる可能性がある。また、抗 PD-L1 抗体との併用により免
疫担当細胞に対する活性化効果が増強する因子を同定し、併用治療法の実現へとつながる成果
を得た。本研究はイヌに対する抗体医薬の創出のモデルケースとなり、当該分野の発展に寄与す
るものと考えられる。 

図 1. 抗 PD-L1 抗体治療における血清中 PGE2 濃
度と全生存期間の相関。ベースライン時点の血清
中 PGE2 濃度が高い群では、抗 PD-L1 治療におけ
る全生存期間が短い傾向にあった。 

図 2. イヌ PBMC における PGE2 の抑制効果。
PGE2存在下で培養したイヌPBMCからのIL-
2 および IFN-γ産生量は、コントロールと
比較して低かった。 

図 3. 抗 PD-L1 抗体と COX-2 阻害剤の併用
によるイヌ PBMC の活性化効果。抗 PD-L1 抗
体添加群と比較して、併用添加群ではイヌ
PBMC からの IL-2 産生量が高かった。 
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