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研究成果の概要（和文）：　肝がん治療後の再発（二次発がん）を抗腫瘍免疫によって制御する目的で、樹状細胞と新
規ケモカイン製剤を併用する手法を開発した。樹状細胞の誘導についてOK-432と亜鉛を用いる方法の有用性、ケモカイ
ン製剤についてがん免疫の賦活化作用が示唆された。さらに、組換技術を用いて本製剤の生物学的安定性を向上した。
これより、樹状細胞とケモカイン製剤の併用によって肝がんの二次発がんが抑制される可能性が示された。      

研究成果の概要（英文）：  The current study was designed to develop the combination methods with dendritic
 cells and novel chemokine products for preventing the recurrence of hepatocellular carcinoma following th
e treatments. The methods of dendritic cell induction were modified using OK-432 and zinc, and the chemoki
ne products were evaluated for the activation of the cancer immunity. Furthermore, the biological stabilit
y of the products was improved by recombinant technology. Collectively, the results indicated that the mod
ified methods using both dendritic cells and the chemokine products may contribute to the reduction of hep
atocellular carcinoma recurrence.
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１．研究開始当初の背景 
 
【肝がん治療における免疫療法の必要性】

肝細胞がん（肝がん）は早期病変に対して現
行の治療法を駆使しても３年以内に約７
０％が再発（二次発がん）するという予後不
良の悪性疾患である。そして、がんに対する
標準治療の限界を打破する手法としてこれ
まで多くの免疫療法が試みられてきた（Adv. 
Cancer Res. 99:363,2008; Immunity 
29:372,2008）。 
 
【樹状細胞治療の開発における問題点】

我々は肝がんに対する肝動脈塞栓療法
（TAE）と併用して樹状細胞を投与する免疫
療法を独自に開発し安全性、有効性について
確認した（Nakamoto et al.；Clin. Exp. 
Immunol. 147:296,2007 & 2010,in press）。
そして再発率の改善も認められたが満足の
行くものではなく、その要因として、１）樹
状細胞の調整過程（ex vivo）や、２）投与し
たがん組織の微小環境（in vivo）において十
分に免疫が賦活されなかった可能性が考え
られた（Nature Rev. Immunol. 7:790,2007; 
Nature 449:419,2007）。 
 
【新規のケモカイン製剤】国内で開発され

産学共同研究を進めていた免疫増強技術で
あ る ア ジ ュ バ ン ト （ ケ モ カ イ ン
MIP-1/CCL3；ECI301）製剤に関して、肝
がんの経皮的ラジオ波焼灼療法（RFA）の際
に用いることによって、優れた免疫賦活（ア
ブスコパル）効果が発揮されることを発見し
た（Iida, Nakamoto et al.；Cancer Res. 
70:6556,2010）。本剤の安全性は米国 FDA に
お い て 肺 が ん に 対 す る 第 Ｉ 相 試 験
（IND:#100263）により確認されている。 
 
 そこで、肝がんに対する RFA と併用する
樹状細胞治療の際にケモカイン製剤を投与
することによって抗腫瘍免疫を増強し二次
発がんを制御する治療法を開発する研究計
画を立案した。 
 
 
２．研究の目的 
 
肝がんの再発を抗腫瘍免疫によって制御

する目的で、樹状細胞を用いた免疫治療と新
規のケモカイン製剤を併用することによっ
てがん組織の微小環境で免疫賦活（アブスコ
パル）効果を発揮する手法を開発する研究を
展開した。 
予備実験において、国内で開発され産学共

同研究を進めていた免疫増強技術であるア
ジュバント（ケモカイン MIP-1/CCL3；
ECI301 など）製剤に関して、肝がんの経皮
的ラジオ波焼灼療法（RFA）の際に用いるこ
とによってアブスコパル効果が発揮される
ことを観察していた。 

 そこで、以下の手順で肝がんに対する RFA
と併用する樹状細胞治療の際にアジュバン
トを投与する治療法を開発した。 
１）肝がん患者における至適な樹状細胞の誘

導法（ex vivo）を確立した。 
２）肝がんモデル（in vivo）でのアジュバン

トの併用に関する前臨床試験を施行した。 
３）アジュバント製剤の生物学的安定性を向

上するために改良を加えた。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では GMP グレードの免疫学的手法

を駆使して樹状細胞の誘導培養法（ex vivo）
を改良するとともに、新規のアジュバント製
剤を併用する手法を検討した。 

 
（１）樹状細胞の誘導培養法（ex vivo）の検
討：肝がん患者および健常者から得られる樹
状細胞の表面マーカー、機能的特徴に関して
比較検討した。具体的には、末梢血単核球か
ら得られた CD14(+)接着細胞を分離して、
GM-CSF、IL-4 を含む培養液中で７日間培養
する。誘導培養の過程で、以下の刺激を用い
た。 

a)GM-CSF/IL-4、+ b)IL-1/IL-6/TNF、
+ c)PEG2、+ d)OK-432、e)[Zn] 

誘導された CD14(-)HLA-DR(+)樹状細胞分
画に対して、以下の項目を検討した。 

A) 細胞表面マーカー、B) サイトカイン
産生、C) 抗原取込み能、D) ＭＬＲ試験 

健常者と比較して、肝がん患者において、a) – 
e)の誘導培養法において A) – D)の解析で機
能的に高い活性化を示す方法を確立した。 
 
（２）肝がん再発モデルにおけるアジュバン
ト製剤の前臨床試験（in vivo）：肝がんモデ
ルにおいてがん組織（皮下、肝内）へのラジ
オ波焼灼療法（RFA）とともに、樹状細胞、
アジュバント製剤（ケモカインなど）を投与
して抗腫瘍免疫、再発抑制効果を観察した。
肝がん再発マウスモデルはすでに確立して
おり（Tsuchiyama, Nakamoto et al.；J. 
Immunol. 178:574,2007）、皮下または肝内
（経門脈的）に形成した肝がん結節（BNL、
MM45T、Hepa1-6 株）を以下の方法で治療
した後に、再度肝がん細胞株（再発腫瘍）を
移植して経過を観察した。 

a) 肝がんへの RFA 施行後にマウス樹状
細胞（CD11c+）を投与した。b) a に加え
てアジュバント製剤を全身性（静脈内、腹
腔内）に投与した。c) a, b を併用する。 

治療後に、移植した再発腫瘍に対する抗腫瘍
免疫、再発抑制効果を評価した。 

A) 再発腫瘍径の経時的変化・免疫組織学
的検討、B) 末梢血、脾細胞に由来する
NK、NKT、T リンパ球、樹状細胞の抗腫
瘍免疫能（B-1. サイトカイン産生、B-2. 
細胞障害アッセイ）、C) 体重、活動性の



観察 
a) – c)において投与量・回数・期間を工夫す
ることによって、A), B)での高い活性を示し、
C)において副反応、有害事象が最小となる方
法、至適量を確立した。 
 
（３）アジュバント製剤の改良：当初計画
されていた安全性臨床研究の実施前にさら
なる治療効果を向上させる目的で、アジュ
バント製剤のひとつであるケモカイン
CCL2/MCP-1 について生物学的安定性を
改良した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）樹状細胞の誘導培養法（ex vivo）の検
討 
 Ａ）細胞表面マーカーについて、樹状細胞
の活性化を示す CD83、T 細胞への補助刺激
分子である CD86 の発現に関しては、誘導法
(a)と比べてOK-432(d)やOK+Zn(e)で亢進を
認めたが、樹状細胞の遊走能を示す CCR7 の
発現は、OK+Zn 刺激(e)で低下傾向を示した。
Ｂ）サイトカイン産生について、OK-432 刺
激(d)によって誘導された樹状細胞は著明な
IL-12、IFN産生能を示した。Ｃ）樹状細胞
の貪食能（FITC dextran uptake）の評価に
ついて、OK-432 刺激(d)では樹状細胞の活性
化に伴い低下傾向を示したが、OK+Zn 刺激
(e)では回復（増加）を認めた。Ｄ）樹状細胞
の細胞障害活性（51Cr-release assay）につい
て、誘導法(a)と比べて OK-432 刺激(d)で亢
進を認め、 
OK+Zn 刺激(e)ではさらに増強することが観
察された。これより、OK-432 と亜鉛を用い
る新たな樹状細胞の誘導法が示唆され、抗腫
瘍免疫を賦活化する治療法に発展する可能
性が示された。 
 
（２）肝がん再発モデルにおけるアジュバン
ト製剤の前臨床試験（in vivo） 
 アジュバント（ECI301 製剤）をマウス肝
がんモデルに用いて、RFA との併用による効
果を検討したところ、RFA を施行したがん腫
の消失に加えて RFA を施行していない他部
位のがん腫の増殖が著明に抑制された。また
作用機序として、末梢血中に多くの抗原提示
細胞が誘導され、これらの細胞が RFA 部位
において活性化されることによって、所属リ
ンパ節を介して他部位のがん腫に効果を発
揮することが示唆された。これより、アジュ
バント製剤による局所での感作が全身のか
ん免疫を賦活しているものと考えられ、この
活性は肝がん局所治療後の二次発がんの制
御に有望であると考えられた。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）アジュバント製剤の改良 
 アジュバント製剤であるケモカイン
CCL2/MCP-1 について、他のケモカイン
CX3CL1 の細胞膜結合ドメインを融合した
組換タンパク mMCP-1 を作製した。その結
果、mMCP-1 は高い生物学的安定性を発揮し
マクロファージ、CD4・CD8(+)Ｔリンパ球の
活性化を介して強い抗腫瘍効果を発揮した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の基礎的・前臨床的検討の結果は、肝

がんに対する RFA 併用樹状細胞治療に用い
るアジュバント製剤の開発に寄与するとと
もに、治療後の二次発がんの制御に有望であ
ると考えられた。 
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