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研究成果の概要（和文）： 

 癌治療において免疫療法が注目されているが、口腔癌における有用な癌抗原は未だ不明であ
る。また、化学療法との併用が有効であるという報告もあるが、化学的根拠に乏しいのが現状
である。我々は口腔癌における有用な癌抗原の特定を行うとともに、近年、注目されている樹
状細胞による免疫療法に着目し、各種抗癌剤の免疫細胞への影響についての知見を得た。さら
に口腔癌患者血清中における免疫関連サイトカインを検索することにより予後に関連するバイ
オマーカーを同定した。これらのデータは、口腔癌に対する個別化免疫化学療法の開発につな
がるものと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Recently immunotherapy is a promising cancer therapy. And Dendritic cells (DC)-based 
vaccination is widely tested as a promising therapeutic cancer vaccine in multiple 
clinical trials. But there is no utility cancer antigen for oral cancer. We have identified 
Mucin 1 as a critical cancer antigen in oral cancer. Furthermore we conducted the in vitro 
experiments to examine whether or not chemotherapeutic drugs which are used for patients 
with oral cancer, may enhance T cell-stimulating ability of DCs via regulation of the 
expression of PD-Ls. And then we identified IL-6, IL-8 and GCSF as a prognosis biomarker 
of oral cancer patients. The findings obtained from this study lead to development of 
personalized immunochemotherapy for oral cancer patients. 

 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 8,000,000 2,400,000 10,400,000 

2011 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2012 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

年度  

  年度  

総 計 15,200,000 4,560,000 19,760,000 

 

 

研究分野：外科系歯学 

科研費の分科・細目：歯学・外科系歯学 

キーワード：口腔癌、癌免疫療法、癌抗原、OK-432 

 
１．研究開始当初の背景 

当科における口腔癌の進行病期別治療成
績 (疾患特異的 3 年生存率) は Stage I 
100%, Stage II 100%, Stage III 77%, 
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Stage IV 73% (2001-2007 年) である。
口腔癌においてリンパ節転移は重要な予
後因子で、その正確な診断は治療を行う
上で極めて重要である。われわれは 2001 
年よりリンパ節転移診断にセンチネルリ
ンパ節生検を用いているため、より正確
に頸部リンパ節転移の有無を診断するこ
とができる。その結果、早期癌 (Stage I, 
II) の治療成績は十分満足できるレベル
に達している。一方、進行癌 (Stage III, 
IV) の治療成績は 75% 前後であり、これ
を向上させるためには新規治療法の開発
が必須である。癌治療において、副作用
が少なく放射線や化学療法に抵抗性を示
す癌腫にも効果があるとして免疫療法が
注目されている。実際に、口腔癌に対し
て放射線化学療法に A 群溶血性レンサ球
菌由来癌免疫療法剤 OK-432 を併用する
ことで、良好な治療効果が得られること
が報告されている (J Natl Cancer Inst 
95:316,2003, Apoptosis 2:227,1997)。
癌免疫療法剤としては、古くから細菌や
植物由来の成分を用いた、いわゆる非特
異的免疫アジュバントが用いられてきた。
OK-432 に 加 え 、 Bacillus 
Calmette-Guerin (BCG)(ウシ型結核菌) 
の生菌および死菌、BCG-CWS (BCG の細胞
壁骨格)、丸山ワクチン [結核菌抽出液：
現在その濃縮液 (Z-100) が放射線治療
による白血球減少症に対して認可されて
いる]、菌糸由来多糖類レンチナン、クレ
スチン、シゾフィラン等多くの免疫アジ
ュバント製剤が認可され、癌治療に用い
られてきた。近年、分子生物学的手法の
進歩に伴い多くの癌抗原が同定され、癌
抗原を用いたワクチン療法、癌抗原を標
的とした抗体療法または抗原提示細胞 
(主として樹状細胞) を用いた細胞療法
等の“特異的免疫療法”が多くの施設で
試みられている。最近、癌免疫療法にお
いて WT1 が最も有用な癌抗原であるこ
とが報告されており (Clin Cancer Res 
15:5323,2009)、膵癌では抗癌薬である 
Gemcitabine (GEM) による WT1 タンパク
質の発現誘導が示唆されている。したが
って、ある種の抗癌薬の併用は癌抗原特
異的免疫反応を増強させる可能性がある。
近年、自然免疫研究の発展にともない、
多くの研究グループから非特異的免疫が、
病原体のパターン認識と自然免疫活性化
を司る受容体分子 Toll-like receptor 
(TLR) ファミリーのいずれかの受容体に
結合し、そのシグナルを活性化すること
により、抗腫瘍免疫活性を発現すること
が次々と報告され、非特異的免疫アジュ
バント療法に対し科学的根拠を与えた。
しかし、数多くの免疫アジュバント製剤

をどのように使い分けるのか、その投与
基準は全く確立されておらず、治療成績
も各施設によって様々である。その理由
は、それぞれの抗腫瘍免疫アジュバント
製剤において、TLR に結合した後の下流
のシグナル伝達経路が明らかでないこと
である。抗癌免疫活性を増強させるため
に は 、 interferon (IFN)- γ  や
interleukin (IL)-2 に代表されるヘルパ
ー T 細胞 1 (Th1) 型免疫反応を誘導す
ることが重要である。IL-4, IL-6, IL-10 
等を分泌する  Th2 や  transforming 
growth factor (TGF)-β, IL-10 を産生
し、CTLA-4 分子を発現する regulatory T 
細胞 (Treg) は抗癌免疫抑制に働く。患
者にとってより有効な免疫治療を提供す
るためには、各種免疫療法剤において、
どのような分子を介在したシグナル伝達
により抗癌免疫反応が増強されるのかを
明らかにし、各患者（宿主）の免疫学的
な個性（免疫関連遺伝子発現プロファイ
ル）を把握した上で、適切な薬剤を選択
しなければならない。 

 
２．研究の目的 
(1) 口腔癌治療に適した免疫アジュバント
製剤(非特異的免疫療法)の同定することを
目的に、ヒト口腔癌細胞を用いてレンサ球菌
製剤 OK-432の活性成分(リポタイコ酸関連分
子 OK-PSA)による Toll-like receptor (TLR) 
4/MD-2 複合体を介した抗腫瘍免疫活性を検
索する。(2) 口腔癌おける有用な癌抗原の検
索として、 まずヒト口腔癌細胞株を用いた
マクロアレイ解析を用いて網羅的な遺伝子
解析を行い癌抗原の検索を行う。また、同時
に口腔癌組織におけるマイクロアレイ解析
を行い口腔癌に有用な癌抗原の検索を行う。
得られた結果より得られた癌抗原について
口腔癌細胞株および口腔癌組織を用いてそ
の発現様式を検索する。また、併せて口腔癌
組織を用いた癌局所免疫評価に関する検討
を、免疫細胞の表面マーカー、ケモカイン受
容体、幹細胞関連分子群、および上皮間葉転
換の各種マーカーに関しての発現様式を検
索し、癌抗原との関連について検索する。こ
れらの結果より口腔癌における有用な癌抗
原の特定を行い樹状細胞等への刺激もしく
はペプチドワクチンとして有用な癌抗原を
特定する。 (3) より効果的な化学療法併用
免疫療法を行うために、化学療法剤が樹状細
胞 (DC) に及ぼす影響を検討する。健常人ボ
ランティア由来末梢血単球より未熟 DC を誘
導し、さらに OK-432 で 24 時間刺激して成熟
DC とし、種々の濃度の化学療法剤を OK-432
と同時に24時間処理することで DC成熟過程
に及ぼす影響を検索する。(4) 口腔癌患者血
清を用いて免疫関連サイトカインの発現様



 

 

式を検索する。患者背景を併せて検討するこ
とにより予後に関連するバイオマーカーの
検索を行う。(5)以上の研究より得られた結
果に基づいて口腔癌に対する個別免疫化学
療法を確立し、その臨床的有用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 口腔癌治療に適した免疫アジュバント
製剤(非特異的免疫療法)の同定することを
目的に、ヒト口腔癌細胞を用いてレンサ球菌
製剤 OK-432 の活性成分(リポタイコ酸関連
分子 OK-PSA)による Toll-like receptor 
(TLR) 4/MD-2 複合体を介した抗腫瘍免疫活
性を検索する。ヒト口腔癌細胞 12 株より 
total RNA を抽出し、TLR4 および MD-2 遺伝
子発現をリアルタイム定量化 PCR 法にて解
析する。次に、各癌細胞株を OK-PSA で処理
し、生細胞数を MTT 法、アポトーシスについ
て TUNEL 法、Caspases 活性を Caspase 
assaykit にて検索する。(2) 口腔癌おける
有用な癌抗原の検索として、口腔癌細胞株よ
り核酸抽出システム (ABI PRISM 6100) を用
いて total RNA を抽出し、ヒト全遺伝子を
解析対象としたマイクロアレイ (Applied 
Biosystems 1700) による遺伝し解析により
検索を行う。同定された癌抗原および免疫細
胞の表面マーカー（CD3, CD4, CD8, CD27, 
CD45RA, CD45RO, CD56, CD68, CD163, CD204, 
CD206, FOXP3, HLA-A,B,C, HLA-DR, γδTCR
等）、ケモカイン受容体（CCR2, CCR4, CCR6, 
CCR7, CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4 等）さ
らに、がん幹細胞に関連する分子群（CD44, 
CD133, ABC-G2, SOX2 等）、上皮間葉転換（EMT）
（ snail, slug, twist,E-cadherin, 
vimentin 等）を免疫組織学的染色によりこ
とにより口腔癌における有用な癌抗原の特
定を行い樹状細胞等への刺激もしくはペプ
チドワクチンとして有用な癌抗原を特定し、
かつ局所免疫環境におけるそれらの役割に
ついての検索も行う。(3) 化学療法剤が樹状
細胞に及ぼす影響の検討として、健常人ボラ
ンティア由来末梢血単球を GM-CSF および
IL-4 存在下で 5 日間培養することにより未
熟 DC を誘導し、さらに OK-432 で 24 時間刺
激して成熟 DC とする。DC 成熟過程に及ぼす
影響を観察するために、種々の濃度の化学療
法剤をOK-432と同時に24時間処理し、また、
成熟 DC に及ぼす影響を観察するために
OK-432 処理後に、化学療法剤で 24 時間処理
す る 。 DC の 生 存 を WST-8 法 に て 、
SOCS-1,-2,-3の発現を定量的real-time PCR
法にて、サイトカイン産生を ELISA にて、ア
ロ抗原特異的な T 細胞活性化は allogeneic 
mixed lymphocyte reaction (アロ MLR)によ
る IFNγ産生を ELISA にて検索を行う。(4) 
患者血清 (responder, non-responder) を
用いて multi-ELISA の手法にて抗腫瘍免疫

活性の促進あるいは抑制に働く各種サイト
カイン、ケモカイン（IL4, IL6, IL7, 
IL8(CXCL8), IL10, IL-12, IL15, IL17, IL18, 
IL23, IFN γ , TGF β , TNF α , VEGF, 
SDF1(CXCL12), IP10, MCP1(CCL2), CCL17, 
CCL20, CCL22, CXCL5）を検索する。また、
これらのサイトカイン、ケモカインについて
健常人と癌患者間、overall survival、
disease free survival 等による評価、治療
奏功評価、癌患者における放射線化学療法前
後、樹状細胞ワクチン療法前後における発現
プロファイルを比較検討する。臨床効果判定
は、RECIST に基づいた腫瘍縮小効果判定、
再発あるいは後発転移の有無、生存率を評価
することにより予後に関連する免疫関連バ
イオマーカーの検索を行う。(5) 制御不能口
腔癌患者 (5 名) を対象として、個別化免疫
化学療法 (同定された口腔癌において有用
な癌抗原を標的とした樹状細胞ワクチン療
法＋分子遺伝子学的診断に基づいて選択し
た免疫アジュバント製剤および樹状細胞の
活性をを誘導できる抗癌薬) を実施し、本治
療法の有用性 (RECIST による治療効果判定
および腫瘍倍加時間)、免疫モニタリング
（ELISPOT）、安全性 (CTCAE Ver.3 による有
害事象および治療完遂率) を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト口腔癌細胞 12株を用いて TLR4 およ
びMD-2遺伝子発現をリアルタイム定量化PCR
法での検索にて TLR4 発現細胞は全株、MD-2
発現細胞は 5株であった。次に、各癌細胞を
OK-PSA で処理し、生細胞数を MTT 法、アポト
ーシスを TUNEL 法、Caspases 活性を Caspase 
assaykit にて検索した結果、これらの細胞株
において OK-PSA は増殖抑制効果を示し、さ
らにCaspase-1および-8を活性化しアポトー
シスを誘導する結果を得た。これらの結果よ
り、OK-432 はヒト口腔癌細胞に対する直接的
な抗腫瘍活性が期待できるため、口腔癌治療
に有用な免疫アジュバント製剤であること
が示唆された。(2) 口腔癌細胞株におけるヒ
ト口腔癌細胞株を用いたマイクロアレイ解
析にて既知の癌抗原として Wilms tumor 1 
(WT1)、 Aurora kinase A、Mucin 1 (MUC1)、
Survivin の発現が明らかとなった。また同時
に、ヒト口腔癌細胞および口腔癌組織におけ
る Human leukocyte antigen の発現を確認し
た。WT1 および MUC1 は固形癌における有用
な癌抗原として報告されており、有用な癌抗
原としての可能性が示唆された。続いて、口
腔扁平上皮癌組織 50 検体、ヒト口腔扁平上
皮癌細胞 5 株を対象に定量化リアルタイム 
RT-PCR 法で WT1、MUC1 mRNA の発現を検討
し、さらに口腔扁平上皮癌組織 14 検体、ヒ
ト口腔扁平上皮癌細胞 5 株を用いて
Western blotting 法、免疫組織化学染色に



 

 

より MUC1 の蛋白質発現を確認した。口腔扁
平上皮癌 50 検体中 1 例(2.0%)にのみ WT1 
mRNA の発現が認められたが、ヒト口腔扁平
上皮癌細胞株全てにおいて WT1 mRNA の発現
は検出されなかった。一方、MUC1 mRNA は口
腔扁平上皮癌組織および細胞株全てにおい
て そ の 発 現 が 確 認 さ れ た が 、 Western 
blotting 法においては MUC1 蛋白質の発現は
口腔扁平上皮癌組織 14 検体中 7 例(50 %)
に、免疫組織化学染色法では 14 検体中 11 
例(78.5%)認められ、口腔癌に対する有用な
癌抗原として MUC1 が同定された。(3) 未熟
DC を OK-432 で成熟させることにより
SOCS-1,-2,-3 の遺伝子発現が増強した。この
成熟 DCを 5-FU あるいは Docetaxel で処理す
ることにより、増強された SOCS-1,-2 の発現
は抑制されたが、CDDP または Gemcitabine で
処理した場合は SOCSs発現の低下は認められ
なかった。未熟 DC 誘導後、OK-432 と同時に
これらの抗癌剤で処理した場合も同様の結
果が得られた。未熟 DC とアロ T 細胞との混
合培養により IFNγが誘導され、成熟 DC によ
り IFNγ誘導の増強が認められたが、成熟 DC
を 5-FU あるいは Docetaxel で処理すること
により、さらなる IFNγ産生の増強が認めら
れた。(4) サイトカインアレイの結果、血清 
interleukin-6 値と口腔癌患者の relapse 
free survival との相関が有意差をもって認
められ、かつ、腫瘍局所の IL-6 濃度との相
関が認められた。また、リンパ節転移との相
関においては interleukin-8 との相関が認
められた。(5) 現在、IRB 承認のもと、MUC1 
蛋白質陽性の口腔癌再発ハイリスク症例に
対する術後補助療法として人工抗原 MUC1 パ
ルス樹状細胞ワクチン療法の臨床研究を行
っている。 
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