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研究成果の概要（和文）：本研究では、難治性癌性腹水患者に対し、腹水濾過濃縮再静注法にて得られた腹水中
免疫細胞と癌細胞を共培養し、脱メチル化剤を加えて培養を行った。その結果、脱メチル化剤の抗腫瘍効果を検
証し、脱メチル化剤による免疫細胞のEffector stageへの回帰を確認した。また、Effector stageへの回帰を同
定するためのDifferentially Methylated Regions（DMR）methylation pattern検出技術を開発し、T cell 
stageの同定を試みた。その結果、脱メチル化剤による免疫細胞のEffector stageへの回帰が確認された。

研究成果の概要（英文）：In this study, immune cells and cancer cells obtained from ascites of 
patients with refractory malignant ascites were co-cultured using the Cell-free and Concentrated 
Ascites Reinfusion Therapy, followed by the addition of demethylating agents for further culture. As
 a result, an increase in the viability of immune cells and significant antitumor effects induced by
 the demethylating agents were observed. Additionally, a technique for detecting the methylation 
patterns of Differentially Methylated Regions (DMRs) was developed to identify the T cell stage. 
Consequently, the reversion of immune cells to the effector stage induced by the demethylating 
agents was confirmed.

研究分野： 癌治療

キーワード： 難治性癌性腹水　脱メチル化剤　新規養子免疫細胞療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、難治性癌性腹水から得られる免疫細胞に脱メチル化剤を加えて培養することで、新規養子
免疫細胞療法の基礎が得られた。また、免疫細胞がEffector stageに回帰したかを確認するためのDMR 
methylation pattern検出技術を開発し、脱メチル化剤が免疫細胞にエピジェネティックな変化を誘導し、Naive
からEffector Stageへの誘導、およびExhaustedからEffector Stageへの回帰が起きている可能性を示した。本
研究をさらに発展させることで、難治性癌性腹水患者のみならず、すべてのがん患者への新規治療の開発が期待
される。

※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 
難治性癌性腹水は、腹部膨満感/腹痛/食思不振/嘔吐/便通異常/羸痩などの自他覚症状により、

患者に身体的だけでなく精神的にも耐えがたい苦痛を与える。そして、この癌性腹水の存在によ
って多くの患者は抗癌剤治療適応外となり、十分な治療を受けることなく、苦痛の中で終末を迎
える。我々は、難治性癌性腹水患者に対し腹水濾過濃縮再静注法や穿刺にて得られた腹水中免疫
細胞と癌細胞の培養を行い、ゾレドロン酸等を用い免疫細胞の活性化を試みているが満足でき
る効果を得ていない（jRCTc060190032）。 
我々が暗中模索の中、Ghoneim HE らは極めて

興味深い報告を行った（Ghoneim HE et al. Cell 
2017）。抗原曝露の程度により T細胞は Naïve →
Effector →Exhausted という 3つの stage を経
ることが知られており、IRs は抗原暴露時から発
現する。Effector stage では、PD1 等の T 細胞
抑制レセプター（inhibitory receptors, IRs）
を Immune-checkpoint-blockade （ICB）にて抑
制することにより T 細胞を活性化させることで
抗腫瘍効果を示すが、Exhausted stage においては、IRs を ICB で抑制しても T細胞は活性化せ
ず、抗腫瘍効果を示さない。Ghoneim HE らは、抗原曝露により PD1+CD8T 細胞は Exhausted  stage
に移行し ICB 抵抗性を獲得するが、DNA メチル化酵素 DNMT3A をノックアウトすることにより、
長期抗原曝露にもかかわらず、CD8T 細胞の免疫応答機能を維持できることを示した。全ゲノム
bisulfite sequencing により、Naïve/Effector /Exhausted stage に、特定の遺伝子の
Differentially Methylated Regions（DMR）の methylation status が変化することを突き止め
た（Effector→Exhausted にて新規にメチル化が付加され ICB 不応となるため、この機構を De 
novo DNA methylation programs と命名している）。 
Naïve/Memory-associated genes (TCF7/CCR7)と Effector-associated genes (IFNγ/TBX21)

の DMR methylation pattern は T cell stage で異なる(図 1)。この De novo DNA methylation 
programs を抑えるために、DNA 脱メチル化剤である decitabine を ICB 治療に加えたところ、T
細胞応答と腫瘍制御が著しく改善することも併せて示している。この DAC+ICB 治療は、Hodgkin 
Lymphoma（HL）で臨床試験が行われ、ICB 未治療の HL 患者に対し完全緩解率 71%と極めて強力な
抗腫瘍効果を有することが示された（ICB単剤での完全緩解率は32% [Nie J et al. JCO 2019]）。
現在、DAC+ICB 治療は様々な癌腫で臨床治験・試験が行われており、今後の ICB 併用療法の中心
的レジメンになると推測される。では、この DAC+ICB は難治性癌性腹水患者にも恩恵を与えてく
れるであろうか？残念ながら、ほとんどの臨床試験では、難治性腹水は除外基準に組み込まれる
為、「否」と言わざるを得ない。そこで、我々は、腹水中 T 細胞の特徴（末梢血よりも腫瘍浸潤
性 T 細胞の性格を有している）を加味し、腹水中 T 細胞を培養し、脱メチル化剤である 5-AZA
（AZA）を加え Effector stage への回帰を行うことで難治性癌性腹水患者に、より副作用が少な
いことが知られている養子免疫細胞療法を行うことができないかという構想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、現在までの我々の経験・知見・先人の聡明なる研究成果を礎に、腹水中に存在する

T 細胞を脱メチル化剤と共に培養を行い、Exhausted CD4/CD8T 細胞を再活性化へと誘導するこ
とによる難治性癌性腹水患者への新規治療法の開発を行うと共に、T細胞の活性化状態を予測可
能とするmethylation pattern 検出法の開発を行い、それによるT cell Stage の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
我々は上記知見を鑑み、当科にて実臨床で行っている腹水濾過濃縮再静注法（Cell-free and 

Concentrated Ascites Reinfusion Therapy; CART）患者から得られる腹水中免疫細胞と癌細胞
を用い、①脱メチル化剤を用いた T細胞の Effector stage への回帰を試み、その抗腫瘍効果の
基礎的検討を行い、併せて、②DMR methylation pattern による T cell Stage の同定を試みる。
具体的には、1)から 5）を鋭意行った。 
1） CART より得られた腹水中免疫細胞と癌細胞の AZA 併用共培養 
2） DMR methylation pattern 検出技術の最適化 
3） AZA による抗腫瘍効果の検討 
4） 免疫細胞 DMR methylation pattern の確認（T cell Stage） 
5） FACS (Fluorescence assisted cell sorting)による AZA 投与前後免疫細胞分画から得ら

れた免疫細胞 DMR methylation pattern の確認 
 
 
 



４．研究成果 
1）CART より得られた腹水中免疫細胞と癌細胞の AZA 併用共培養 
癌性腹水を有し CART 予定患者で本研究参加の同意を得て

症例の詳細を表 1に示す。研究期間中に合計 11 名の参加同意
を得た。11 例中 8例が免疫細胞と癌細胞の共培養に成功した。 
次に、共培養における AZA 濃度の最適値を選定するための

試みを行った。まず、癌細胞、免疫細胞、線維芽細胞を含む共
培養系を用い、IL-2 を含む培地にて 2～3 週間共培養を行っ
た（図 2）。11 例中 3例の共培養失敗例は全て免疫細胞が腹水
回収時から存在しない、または、少ない状態であり、2～3 週
間共培養後に免疫細胞が確認できなかった。8 例の共培養成功
例は、その後、10 日間 AZA 処理を行い、抗腫瘍効果の検証を
行った。予備実験では、AZA の濃度を 2、5、10、15 µMで試験
したところ、10 µM において DMR methylation pattern の変動を認め、また、免疫細胞の生存率
が高いことが示されたため、以後の実験では AZA 濃度を 10 µMとした。5-AZA と IL-2 を含む培
地は 24 時間毎に交換し、4日目から 14 日目の間に癌細胞と免疫細胞の生存率を測定し、一部を
DNA 解析用に DNA の抽出を行った。 

2）DMR methylation pattern 検出技術の最適化 
DMR methylation status が化学療法によ

り変動するかどうかを、大腸癌患者 4 例の化
学療法前後の腫瘍組織（腫瘍浸潤 T 細胞を含
む）を Methylation Microarray にて解析を行
ったデータを用い確認を行い Methylation 
status の変動があることを確認した [図 3: 
chromosome cluster analysis 結果.各症例の
各 probe につき比較解析スコア[Difference 
Score]にて評価. 転移巣のメチル化レベルの
平均値が原発巣のメチル化レベルと比較して, 
増加していれば, その程度に応じた正の値と
なり, 減少していれば負の値となる. 
Difference Score =10×符号×log10P 値. 転
移巣メチル化レベルの平均値が原発巣メチル
化レベルと比較して増加している場合, P 値
が 0.05 ならば Difference Score は約 13とな
り, P 値が 0.01 ならば, Difference Score は
20 となる]。 
この結果を得て、Methylation Microarray

に搭載されているprobe(cgxxxxxxxxと表記さ
れる)の Location を確認し、TCF7/CCR7 及び
IFNγ/TBX21 に対する PCR primer 設計を行っ
た（図 4）。Methylation の検出は定量化可能
な Hi-SA 法（Nagasaka T et al. JNCI 2009）
を用いた。具体的には、bisulfite 処理を行っ
た DNA をメチル化非メチル化非特異的 primer
にて増幅し、メチル化検出を行いたい CpG 
sites を制限酵素にて認識・切断することによ
りメチル化アレルと非メチル化アレルの増幅
長の差を作り出すことで、メチル化アレル定
量する方法である。 
 

 



尚、IFNγは図 4 で示されているようにヒトでは DMR が存在しないこと、及び、メチル化 DNA
と非メチル化 DNA を鋳型に用いた最適化において増幅感度が低いため、以後の研究から除外し
た。図 5 に予備実験にて得られた DMR Methylation Pattern の変動を示す。 
 
3) AZA による抗腫瘍効果の検討 
CART で採取された癌細胞と免疫

細胞および繊維芽細胞を、IL2 を含
む培地で 2－3 週間共培養し、これ
を control とした。その後、10 日間
AZA（10uM）を含む培地で共培養を行
い、癌細胞と免疫細胞の Viability
を測定した。また、一部の免疫細胞
を DNA 解析用に分離した。図 6 に示
すように、AZA 共培養により癌種に
関係なく抗腫瘍効果が認められた。
さらに、免疫細胞の Viability も上
昇していた。 
既報の論文データによると、AZA やデシタビン（DAC）などの DNA 脱メチル化剤は、癌細胞内

でエピジェネティックな変化を誘導し、特にエンドジェノスレトロウイルス（ERV）の発現を回
復させることで抗ウイルス応答を引き起こすことが報告されている。この応答によりインター
フェロン（IFN）や他の免疫刺激性サイトカインの分泌が促進され、腫瘍免疫が活性化される
（Liang et al. Biomedicines 2022, Licht JD et al. Clin Epigenetics 2021）。また、AZA は
腫瘍抗原の発現を増加させ、免疫細胞による腫瘍細胞の認識と攻撃を促進することも示されて
いる (Zhang Z et al. Frontiers in Pharmacology 2022)。 

 
4）免疫細胞 DMR methylation pattern の確認（T cell Stage） 
AZA が癌細胞の増殖を抑制するだけでなく、免疫細胞の活性化を通じて抗腫瘍効果を発揮する

ことが示唆された。現在までの報告では、AZA が腫瘍細胞にエピジェネティックな変化を誘導し
た結果、腫瘍免疫を活性化させるという概念が主であった。我々は、AZA が免疫細胞に直接働き
かけて再活性化、すなわち Effector Stage への回帰が誘導されているとの仮説を立てている。
この仮説を証明するために、免疫細胞より得られた DNA を用いて DMR methylation pattern の
解析を行った（図 7）。ただし、回収 DNA の量のばらつきが大きいため、Hi-SA 法では解析困難な
場合もあった。Hi-SA 法で解析可能であった 4例の結果を示す。 

図 7 に示すように、Naïve/Memory-associated genes (TCF7/CCR7)と Effector-associated 
genes (TBX21)の DMR methylation pattern は異なる変化を示した。Ghoneim らの検証では、
Naïve/Memory-associated genes における DMR は Naïveから Effector Stage で非メチル化から
メチル化へ、Effector から Exhausted Stage ではメチル化はメチル化されたままである。我々
の結果では、CCR7 の DMR methylation pattern は AZA 処理により非メチル化からメチル化への



誘導が一様に観察されている。これは、Naïveから Effector Stage への誘導が示唆されている。
他方、TCF7 の DMR methylation pattern は症例によってばらつくことが示されている。 
Effector-associated genes (TBX21)の DMR methylation pattern は、Ghoneim らの検証では、

TBX21 の DMR は Naïve から Effector Stage ではメチル化から脱メチル化の方向へ、Effector か
ら Exhausted Stage では脱メチル化からメチル化へ変化する。我々の結果では、TBX21 の DMR 
methylation patternは AZA処理により一様にメチル化から非メチル化への変化が認められてい
る。これは、Naïve から Effector Stage への誘導、または Exhausted から Effector Stage への
回帰が起きていることが推測された。どちらにせよ、Naïve/Memory-associated genes 
(TCF7/CCR7)と Effector-associated genes (TBX21)の DMR methylation pattern の変化は、AZA
処理により免疫細胞が Effector Stage へ誘導または回帰されていることを強く示唆している。 
今回の結果から、特に CCR7 と TBX21 の DMR methylation pattern を確認することにより、免

疫細胞（特に T細胞）の Naïve/Effector/Exhausted Stageの同定が可能となることが示唆され
た。この 2遺伝子の DMR は T cell Stage を確認する新規 Biomarker となる可能性を有する。 
 
5) FACS (Fluorescence assisted cell sorting)による AZA 投与前後免疫細胞分画から得られ
た免疫細胞 DMR methylation pattern の確認 

 図 7 に示した結果は免疫細胞全体の DNA から得られた結果である。従い、各免疫細胞分画に
おいて DMR にどのような変化が誘導されているかの確認を行うために、BD FACSAria™ III セル
ソーターを使用し、分画（CD3+CD8+[PD1+/-]/CD3+CD4+/CD3-CD14+/CD3-CD56+の分画を回収する
ように設定）での回収を行っている（図 8）。現在まで、回収後の細胞から DNA を抽出し bisulfite
処理を行い、Hi-SA 法にて CCR7 と TBX21 の DMR methylation pattern の確認を試みたが、極め
て増幅高率が悪く、解析不可能な場合が多く解決が必要と考えられた。検出感度に加え、メチル
化比率の絶対定量も必要と考えているため、CCR7/TBX21 の DMR methylation pattern の検出方
法を digital PCR （QuantStudio Absolute Q デジタル PCR システム）にて行えるように、その
最適化を現在、鋭意行っている。 
 
 結語 
 今回、我々は、難治性癌性腹水を有する固形癌患者の腹水から得られた癌細胞と免疫細胞を
AZA にて共培養を行うことにより、著明な抗腫瘍効果と免疫細胞の Viability の上昇を確認し
た。AZA による抗腫瘍効果は、主に AZA が腫瘍細胞に直接エピジェネティックな変化を誘導し、
腫瘍免疫を活性化させるという概念に基づいていた。しかし、今回の研究では、AZA が直接免疫
細胞にエピジェネティックな変化を誘導し、その結果、免疫細胞、特に細胞障害性 T細胞が Naïve
から Effector Stage への誘導、および Exhausted から Effector Stage への回帰が起きている
可能性が示された。 
具体的には、Naïve/Memory-associated genes (TCF7/CCR7)と Effector-associated genes 

(TBX21)の DMR methylation pattern の変化を検出することで、免疫細胞のステージング（T cell 
Stage）が可能であることが示された。特に、CCR7 の DMR methylation pattern は AZA 処理によ
り非メチル化からメチル化への変化を示し、これは Naïveから Effector Stage への誘導を示唆
している。また、TBX21 の DMR methylation pattern は一様にメチル化から非メチル化への変化
を示し、Naïve から Effector Stage への誘導、または Exhausted から Effector Stage への回帰
が示唆された。 
この結果は、AZA が免疫細胞に直接作用し、抗腫瘍効果を発揮する新たなメカニズムを示唆し

ている。また、CCR7 と TBX21 の DMR methylation pattern の変化を検出することは、癌免疫治
療を行う上で、極めて重要な新規バイオマーカーとなる可能性が示された。この発見は、今後の
癌免疫療法の発展において重要な基盤となると考えられる。 
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