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研究成果の概要（和文）：革新的な免疫細胞治療法を開発するために、東大病院で実施された橋渡し研究で得られた患
者検体と臨床情報をフィードバックして、治療モデルマウスを用いた免疫動態の解析と機能的に統合し、免疫細胞治療
に於ける症例選択と治療効果判定に重要なバイオマーカーの同定を試みた。がんワクチン治療、樹状細胞治療、γδT
細胞移入治療のTRにおいて、臨床効果が得られた症例を経験する一方で、抗腫瘍免疫応答が誘導されたにもかかわらず
、十分な治療効果が得られない症例も数多く存在する。B16メラノーマ担癌マウスの免疫治療モデルでは、腫瘍に対す
る免疫応答が、免疫抑制性の環境を誘導しており、その制御が重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To develop novel effective cancer immunotherapy, we performed‘Reverse TR’ study 
using clinical samples and information from patients who received cancer immunotherapy at the University 
of Tokyo Hospital. To identify the biomarkers that can help us select patients who are expected to have 
benefit from immunotherapy, we integrate clinical study and basic immunological study. Many clinical 
samples were collected by NY-ESO-1 peptide or dendritic cell vaccines and γδ T cell transfer therapy. 
While some good clinical responses were obtained in certain patients, others did not show such clinical 
responses despite the induction of anti-tumor immune response. In murine model, we demonstrated that CTLs 
produce IFN-γ and mediate anti-tumor activity, but they simultaneously induce counter-regulatory 
immunosuppressive mechanisms in the tumor. These results suggest that strategies to regulate CTL-induced 
immunosuppressive microenvironment would improve the efficacy of cancer immunotherapy.

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： CTL　免疫抑制　PD-1　γδ T細胞　抗腫瘍免疫応答

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我々は東大病院において、橋渡し研究/ト
ランスレーショナルリサーチ（TR）として、
がん患者に対する NY-ESO-1 ペプチドまたは
樹状細胞を用いたワクチン治療と、自己γδ 
T 細胞移入治療の臨床試験を実施していた。
まず標準治療に抵抗性の進行がんに対する
臨床試験から開始し、安全性が確認されたも
のは術後の再発予防を目指した治療、術後補
助療法との併用治療として実施した。がんワ
クチン治療とγδT細胞移入治療の Proof of  
Concept (POC)を得るために、96 例全ての症
例において詳細な免疫モニタリングを実施し
た。患者末梢血を採取し、単核細胞（PBMC）
と血漿を分離し、ワクチン治療においては、
抗原特異的な T 細胞の誘導を抗原刺激に対す
る IFN-γ Capture Assay 法を用いて検出した
(Int J Cancer. 2011;129(12):2836-46.)。
γδT 細胞治療では、末梢血中の γδT 細胞
の蓄積と、刺激に対する IFN-γの産生や、細
胞傷害顆粒の放出機能を CD107assay で検出
した(J Immunother. 2011; 34 (2):202-11.)。
NY-ESO-1f ペプチドの投与を受けた肺癌患者
では、末梢血中に NY-ESO-1 特異的 CD8T 細胞
反応が認められ腫瘍の増殖が抑制されていた
が、反応の消失とともに腫瘍の増大が認めら
れた。しかしながら、すべての症例において、
このように末梢血中の免疫モニタリングの結
果と臨床効果が相関するわけではない。むし
ろ、末梢血 T 細胞の測定だけでは抗腫瘍効果
を予測できないことが問題であった。 
そこで、TR から得られた情報を、改めて基
礎免疫学研究に立ち戻り検討する(リバース
TR)が求められていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「リバース TR（橋渡し研
究）としての腫瘍内免疫応答の解析とバイオ
マーカーの検索」を実施して、革新的な免疫
細胞治療法を開発することである。がんワク
チン治療や細胞移入治療の TR において、臨
床効果が得られた症例を経験する一方で、抗
腫瘍免疫応答が誘導されたにもかかわらず、
十分な治療効果が得られない症例も数多く
存在する。東大病院において実施している TR
で得られた患者検体と臨床情報をフィード
バックした解析と、治療モデルマウスを用い
た免疫動態の解析を機能的に統合し、免疫細
胞治療に於ける症例選択と治療効果判定に
重要なバイオマーカーを同定する。研究成果
に基づき、臨床試験のデザインや対象患者の
設定を効率化し、免疫応答のより正確な評価
を開発し、免疫増強法や免疫抑制状態是正法
を統合した複合的がん免疫治療を確立する
ことを目的とする。TR の経験から、効果的な
免疫治療の開発には、がん組織における抗腫
瘍免疫応答・環境を理解し、それに合わせて
制御することが重要であるが、末梢血 T細胞
の測定や血清中の既存の因子の測定だけで
は抗腫瘍効果を予測することができないこ

とが明らかになった。そこで、本研究におい
ては、TR で明らかになった課題をあらためて
腫瘍免疫学の基礎的研究で検討し解決を探
るリバース TR を実践する。ヒトの臨床研究
において、治療前後のがん組織の検討は困難
であること、末梢血にしても、採取量、採取
のタイミングが制約され、ダイナミックな免
疫動態を理解するために十分な試料を得る
ことが困難である。そこで、本研究では、限
られた貴重な臨床検体を詳細に解析するこ
とに加えて、担癌マウスモデルを用いてがん
ワクチン治療や細胞移入治療に於ける免疫
動態を解析し、その制御技術を検討して新し
い免疫治療の開発を試みる。経時的に腫瘍と
末梢血、リンパ節、脾臓などのリンパ組織、
肺、肝臓などの臓器を採取し、遺伝子発現の
解析とマルチカラーフローサイトメーター
を用いた免疫細胞ネットワークの解析、サイ
トカインやケモカインなどの液性因子の測
定を実施し、腫瘍局所の免疫応答/環境を反
映するバイオマーカーの検索と、測定評価法
の開発を検討し、より効果的な免疫細胞治療
法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）臨床研究 
東京大学医学部附属病院において、以下の臨
床研究を実施した。 
①NY-ESO-1f ペプチドを用いた進行がんに対
するがんワクチン療法（第 IIa 相臨床試験、
臨床試験審査委員会承認番号 P2012061-11X、
UMIN 試験 ID：UMIN000001260 
②（先進医療）標準治療抵抗性の非小細胞肺
がんに対するゾレドロン酸誘導γδ T 細胞
を用いた免疫細胞治療、臨床試験審査委員会
承認番号 P2011018-11Z、UMIN 試験 ID： 
UMIN000006128  
③ゲムシタビン（GEM）化学療法と免疫細胞
（活性化自己γδT 細胞）治療の併用による
膵癌術後補助療法の安全性および有効性の
評価、倫理委員会承認番号 1810、UMIN 試験
ID:UMIN000000931 
④免疫細胞（活性化自己γδT 細胞）治療を
用いた肝内胆管癌・胆道癌に対する術後補助
療法の有効性および安全性の評価、倫理委員
会承認番号2177、UMIN試験ID:UMIN000001417 
⑤食道癌に対する活性化自己γδT 細胞治療
の有効性および安全性に関する研究、倫理委
員 会 承 認 番 号 2120 、 UMIN 試 験
ID:UMIN000001419  
⑥腎細胞がんに対する樹状細胞ワクチン治
療の安全性と有効性の評価、倫理委員会承認
番号 2492、UMIN 試験 ID:UMIN000002136 
⑦分子標的薬時代の転移性腎癌治療におけ
る樹状細胞ワクチン併用の安全性と有効性
の評価、臨床試験審査委員会承認番号
P2014007-11Z、UMIN 試験 ID:UMIN000014703
⑧食道癌 StageⅡA（T2N0,T3N0）に対する術
後樹状細胞ワクチン治療の安全性と有効性
の評価 、倫理委員会承認番号 2759、UMIN



試験 ID:UMIN000002837 
⑨食道癌 StageⅡA（T2N0,T3N0）に対する術
後γδT 細胞治療の有効性および安全性の評
価、倫理委員会承認番号 2760、UMIN 試験
ID:UMIN000002839  
⑩腹水貯留胃癌に対するγδT細胞治療 、臨
床試験審査委員会P201019-11Z、UMIN試験ID: 
UMIN000004130 
⑪食道癌に対する 5-FU、シスプラチン、ドセ
タキセル 3 剤併用（DCF）治療と活性化自己
γδT 細胞治療の併用に関する研究 （DCFγ
治療 第 I 相試験）臨床試験審査委員会
P2012016-11Z、UMIN 試験 ID: UMIN000008097 
⑫治療抵抗性肝細胞癌に対するγδT 細胞肝
動注治療、臨床試験審査委員会 P2012053-11Z、
UMIN 試験 ID:UMIN000011184 
⑬固形がんに対する抗CCR4抗体療法第Ia/Ib
相医師主導治験、臨床試験審査委員会
2013040-11DX、UMIN 試験 ID: UMIN000010050 
これらの臨床試験に参加した患者から末
梢血の提供を受け末梢血単核細胞（PBMC）と
血漿を分離して免疫モニタリングを実施し
た。PBMC は、フローサイトメーターを用いて
免疫パラメーターを測定した。血漿を用いて
各種のサイトカインと抗体産生を解析した。 
 
（２）担癌マウスモデルを用いた基礎免疫学
研究 
B16 メラノーマ細胞に発現する gp100 抗原を
特異的に認識する CTL(Pmel-1 細胞）由来の T
細胞受容体（TCR）を持った TCR トランスジ
ェニックマウスのリンパ球をgp100ペプチド
で刺激して CTL を活性化する。マウスの皮下
に 1×106個の B16 細胞を接種し、9日間で腫
瘍塊を形成させた担癌マウスの尾静脈から 1
×10７個の CTL を投与する。Thy1.1 コンジェ
ニックマーカーによって、フローサイトメー
ターでの CTL の直接的な検出を可能にする。
抗原特異的T細胞の腫瘍局所に加えて末梢血
や全身の臓器への分布を経時的に測定し免
疫動態を明らかにする。ex vivo で抗原特異
的 T細胞を可視化できることから、マルチパ
ラメーター測定が可能になり、サイトカイン
産生や、メモリー細胞への分化、免疫不応答
への変化の過程を詳細に解析可能である。 
 
４．研究成果 
（１）臨床試験の検体を用いた解析 
平成24年度はNY-ESO-1fペプチドワクチン1
例、HSP105 樹状細胞ワクチン 8例、腫瘍ライ
セート樹状細胞ワクチン（腎癌 3例、食道癌
1 例）、γδT 細胞治療（膵癌 13 例、胆管が
ん 4 例、胃がん 3 例、食道癌 11 例、肺癌 2
例）合計 46 例の癌患者に対して 240 回の免
疫治療を実施した。治療経過中に末梢血を採
取しリンパ球と血漿・血清を採取して免疫モ
ニタリングを実施した。特にγδT 細胞治療
において、投与されたγδT細胞は IL-2 の追
加投与を受けることなく長期間患者の末梢
血に存在し、刺激に対して速やかに IFN-γを

産生し、細胞傷害活性のマーカーとなる
CD107a を発現することから、エフェクター活
性を保持していることを証明した。体内でγ
δT細胞はIL-2受容体β鎖とγ鎖を発現して
いることから、生体内で IL-15 がγδT 細胞
の生存に関与していると考えられた。この結
果を Cytotherapy. 2013 Apr;15(4):481-91
に報告した。 
平成 25 年度は、胃がんによる癌性腹膜炎の
ため腹水が貯留している7名の患者に対して、
末梢血中のγδT細胞をゾレドロン酸とIL-2
を用いて選択的に培養増殖させ、得られたγ
δT 細胞を腹腔内に投与し（試験名：腹水貯
留胃癌に対するγδT 細胞治療、臨床試験審
査 委 員 会 ： P201019-11Z 、 UMIN-CTR ：
UMIN000004130）その結果を Cancer Med 誌に
報告した（Wada et al. Cancer Med 2014 Feb 
7. doi: 10.1002/cam4.196）。投与したγδT
細胞は免疫抑制分子Tim-3を強発現していた。
Tim-3 のリガンドであるガレクチンの血清中
の濃度は、癌患者では健常者より上昇してお
り（3.3±1.4 ng/ml vs 0.8±0.4 ng/ml）、
腹腔内のガレクチン濃度は更に高値
(7.8±5.3 ng/ml)であった。癌性腹膜炎患者
の腹腔内（腹水中）は、免疫抑制性の環境で
あり、ガレクチン/Tim-3 を制御することで更
なる抗腫瘍効果が得られる可能性が示唆さ
れた。 
平成 26 年度は、術後再発予防を目的にγδT
細胞治療を受けた膵がん患者17例において、
MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4, CT7, CT10, CT45, 
CT46, NY-ESO-1, XAGE-1b, WT-1, Hsp105, 
gp100, Survivin-2B, SOX2, SSX2, BORIS を
抗原に用いて、それらに対する抗体産生をマ
ルチプレックスビーズアッセイで検討した。
1400 日の観察期間の無再発生存期間をカプ
ランマイヤー法で解析した。γδT 細胞治療
前と治療後の血漿中の抗体価を比較し、抗
CT10 抗体の抗体価の上昇が認められなかっ
た 10 例のうち 8 例で再発を認めた（中央値
209 日）が、抗体価の上昇を認めた 7 例では
3 例のみが再発（中央値 1038 日）した。抗
SSX2 抗体の抗体価の上昇が認められなかっ
た9例のうち8例で再発を認めた（中央値231
日）が、抗体価の上昇を認めた 8例では 3例
のみが再発（中央値に至らず）した。抗 BORIS
抗体も同様に抗体価の上昇が認められなか
った9例のうち8例で再発を認め（中央値231
日）、抗体価の上昇を認めた 8 例では 3 例の
みが再発（中央値に至らず）した。膵癌の免
疫治療において、CT10、SSX2、BORIS に対す
る抗体価が、膵がん術後の免疫治療のバイオ
マーカーとなりうることが示唆された。免疫
応答の詳細な解析が、最も有効なバイオマー
カーであると考えられた。 
（２）免疫細胞治療モデルマウスを用いた免
疫動態の解析  
平成 24 年度は、B16 メラノーマ細胞を皮下に
接種した担癌マウスに対して、CTL を尾静脈
から投与し CTL 治療モデルを構築した。投与



されたCTLは腫瘍だけでなく全身の臓器にも
分布するが、腫瘍内に浸潤した CTL だけが、
腫瘍の認識により CD137 分子を発現する。そ
こで、抗 CD137 抗体を投与して CTL の活性化
を試みたところ、全身に分布する CTL は活性
化されず、臓器障害などの有害事象を起こす
ことなく、腫瘍内の CTL のみが抗 CD137 抗体
で活性化され、IFN-γの産生と細胞傷害活性
の増強を認め、抗腫瘍効果を増強することに
成功した。この結果を J Immunother. 
2012;35(6):460-72.に報告した。 
平成 25 年度は、同じマウスに対する CTL の
抗腫瘍効果を解析するモデルにおいて、腫瘍
内に浸潤したCTLにより腫瘍の増殖は抑制さ
れるものの、同時に腫瘍内には CD11b+Gr-1+
の骨髄性抑制細胞(MDSC)が浸潤してきた。特
に Ly6G-Ly6C+ Monocytic MDSC が浸潤するこ
とを明らかにした。NO、ROS、Arginase 等の
抑制性分子を発現し、CTL の増殖を抑制する
ため、CTL の抗腫瘍効果を阻害していること
を 明 ら か に し 、 Int J Cancer. 
2014;134(8):1810-22 に報告した。MDSC の制
御がCTL治療の抗腫瘍効果の増強につながる
と考えられた。 
平成 26 年度は、さらにこのモデルマウスを
発展させ、生体の免疫応答が腫瘍の増殖を抑
制するメカニズムを明らかにした。CTL は投
与後 1日目から腫瘍内に浸潤し、3～5日後に
もっとも多くのCTLが腫瘍に浸潤しがん細胞
を認識しそのエフェクター機能を発揮して
腫瘍の増殖を抑制する。この時の腫瘍内の遺
伝子発現を網羅的に解析したところ、腫瘍内
では、CD8、抗原提示、細胞傷害分子、アポ
トーシス関連遺伝子、IFN-γシグナルにかか
わる遺伝子の発現が亢進していた。一方、細
胞周期にかかわる分子の遺伝子発現が抑制
されていた。そこで、腫瘍細胞の細胞周期を
可視化するため、B16メラノーマ細胞にfucci 
(fluorescence ubiquitination-based cell 
cycle indicator)遺伝子を導入し、細胞増殖
を示すがん細胞は緑、細胞周期が停止する細
胞は赤い蛍光を発するシステムを構築した。
担癌マウスに CTL を投与すると、増殖中の緑
色の蛍光を呈していたがん細胞が、一気に赤
い蛍光に変化していた。腫瘍に浸潤する CTL
からの IFN-γ によって、がん細胞の細胞周
期が G1 期で停止していることを明らかにし
た。CTL による腫瘍の増殖抑制は、細胞傷害
活性による腫瘍細胞のアポトーシスの誘導
だけでなく、それ以上に、IFN-γによる細胞
周期の停止が深く関与していることを明ら
かかにした。この成果は Cancer Immunol Res. 
2015;3(1):26-36.に報告し、高く評価された。 
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