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研究成果の概要（和文）：能動免疫療法である樹状細胞療法はあらゆる癌に適用されるが，自家の単球由来で作製され
る成熟型の樹状細胞と腫瘍抗原によりがんワクチンとして機能する。臨床応用では樹状細胞作製技術，腫瘍抗原の選択
，免疫モニタリング法の確立，抗がん剤や放射線治療との最適化が重要となる。既評価の作製法とは異なるインターフ
ェロンを用いた新規の樹状細胞作製技術を構築した。こうした成果は本邦のがん免疫療法に発展に寄与すると考える。

研究成果の概要（英文）：Dendritic cell (DC)-based immunotherapy has been developed against various types 
of cancers as an active immunotherapy. Cancer vaccination therapies with autologous monocyte-derived 
mature DCs are principally attributed to the presence of tumor-associated antigens.
The following issues for clinical use may be raised: 1) Manufacturing of DCs; 2) Peptides that target 
cancer-associated antigens for any cancer patient; 3) Quality of immunological analyses as proof of 
concept; and 4) Optimization of DC vaccines as add-ons to chemotherapeutic drugs and/or radiotherapy.
Different from the conventional adherent system for GM-CSF and IL-4, the new technology has been 
progressed to generate DCs induced by interferon (IFN) with natural killer cell activity (killer-DC). 
This would contribute to the development of future cancer vaccination technology in Japan.

研究分野：がん免疫療法
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１．研究開始当初の背景 
樹状細胞 dendritic cell (DC)および腫瘍
抗原ペプチドを用いたがんワクチン療法は，
標準治療と組み合わせた第4のがん治療とし
て期待されるが，治療用樹状細胞の加工技術
と最適な腫瘍抗原の選択，臨床的な効能とし
てのバイオマーカーの評価法の確立は課題
であった。DCには大きく二つのサブタイプが
存在し，優れた抗原提示能を示す myeloid DC 
(mDC)と，ウイルス感染に応答し大量の IFN-
αを産生する plasmacytoid DC (pDC)に分け
られる。 Granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF) と
interleukin-4 (IL-4)を用いて単球を培養し
て得られる IL-4-DC (mDC に属する)の作製法
は古典的に確立され，臨床研究に用いられて
いる。マウスにおいては，mDC と pDC の特徴
を合わせ持つ Interferon-producing Killer 
DC (IKDC)が報告されている。NK 細胞と DC の
表現系を示し，がん細胞を直接攻撃する細胞
傷害性を有することから，高い抗腫瘍効果を
示すと考えられている。細胞傷害性を示すヒ
トの DC では，GM-CSF interferon-α (IFNα)
または IL-15 を用いて，単球を培養して得ら
れる DC の報告がある。未成熟 IL-4-DC の成
熟化を促す LPS や，本邦で抗悪性腫瘍剤とし
て用いられている OK432（A 群溶血性連鎖球
菌の弱毒の自然変異株（Su株）をペニシリン
で処理した製剤）の刺激により，細胞傷害性
を誘導することが確認されている。 
ヒトの DC ワクチン作製において，IL-4-DC
の培養系とは異なる作製工程を開発し，細胞
傷害性を有する新規の DC[を用いた免疫療法
として，癌治療，癌再発予防，放射線被爆に
よる発癌予防から感染症治療につながると
期待されている。 
 
２．研究の目的 
近年，抗 PD-L1 抗体，抗 CTLA-4 抗体に代
表される免疫チェックポイント阻害薬およ
び遺伝子改変型 T細胞療法の登場により，が
ん免疫療法は大きな発展を遂げている。一方
で特異的能動免疫療法の一つに DC ワクチン
療法がある。優れた抗原提示能を示す DC と
がん抗原ペプチドを用いた DC ワクチン療法
は，がん抗原に特異的な細胞傷害性 T 細胞
(CTL)を誘導し，免疫記憶される特徴がある。
したがって，がんの進行抑制と再発予防に効
果があり，放射線療法や化学療法，免疫チェ
ックポイント阻害薬との相乗効果が期待さ
れる。 
本研究の目的は，臨床において実用化でき
る細胞傷害性を有する樹状細胞（killer-DC）
ワクチンの加工技術を開発することである。
1）細胞傷害活性の最も強い高品質な
killer-DC ワクチンの作製技術を確立する。
2) 発がんモデル動物を適用した前臨床試験
により有効性および安全性を確認する。3) 
臨床応用に向けて新規のkiller-DCワクチン
の最適な作製プロセスを明らかにする。 

また，臨床応用を前提とした killer-DC ワク
チンの機能解析法として，抗原提示能の評価
系を構築，キラー活性評価法の標準化，簡便
にして高感度で特異的な一連の機能解析法
を確立する必要がある。 
 
３．研究の方法 
(1) DC 作製法：先進医療として実施してい
る DC および腫瘍抗原ペプチドを用いたがん
ワクチン療法の適格患者においてインフォ
ームド・コンセントを得て，成分採血(アフ
ェレーシス)より採取した末梢血単核球 
(Peripheral Blood Mononuclear Cells: 
PBMC)を原料とし，GM-CSF と IL-4 を用いた接
着法の培養により得られる未成熟IL-4-DCに 
OK432，prostaglandin E2 (PGE2)を用いて成
熟化したIL-4-OK-DCを作製した(信州大学医
学部医倫理審査番号: 2107)。 
一方で，PBMC から CD14 マイクロビーズ
(Miltenyi Biotec)で純化した単球(純度 95%
以上の純度)を用いて，非接着性の培養皿
HydroCell (CellSeed)を適用し，IFNαと
GM-CSF存在下で3日間の培養で得られる未成
熟な killer-DC と，未成熟な killer-DC から
OK432，PGE2 で 1 日培養してあらえる成熟化
した killer-DC を作製した。 
以下の(2)-(5)の解析を行った(信州大学医
学部医倫理委員会承認臨床研究 承認番号：
2107）。 
 
(2) 細胞傷害性試験：慢性骨髄性白血病株
K562 (ATCC)，あるいはヒト膵臓癌由来細胞
株 MIA PaCa2 (RIKEN BRC)を用いて，5×105 の
DC (Effector)と CFSE で染色したがん細胞 
(Target)を E:T = 50:1の割合で混合し，37℃，
18 時間反応させ，PI 染色によりフローサイ
トメーター（FACS）を用いて死細胞の検出を
行った。 
 
(3) DC 表現系の解析：作製した DC 用いて，
FITCまたはPEで付加された抗体CD11c, CD80, 
CD86 and HLA-ABC (BD Pharmingen), CD14, 
CD40, CD83 and HLA-DR (eBioscience), CD197 
(R&D Systems)で染色を行った。NK 細胞の表
現系の指標には APC-conjugated CD56 (BD 
Pharmingen)を用いた。FACS CantoII (BD 
Bioscience)を用いて解析した。 
 
(4) 抗原提示能：HLA-A*02:01 のがん患者か
ら作製したDCと，末梢血リンパ球を用いて，
in vitro CTL 誘導を行った。合成ペプチド
MART-1, 26-35 A27L (ELAGIGILTV)を DC に混
合して37℃で1時間パルスしDCを調製した。
IL-2 (Shionogi)，IL-7 (R&D Systems)，IL-15 
(PeproTech)を添加培地として，DC と末梢血
リンパ球を 1:10 で混合し，3－5 日間の培養
を行った。回収した細胞を T-select 
HLA-A*02:01 MART-1 tetramer- 
ELAGIGILTV-PE (MBL)で染色し，MART-1 特異
的な CTL の検出を行った。 



 
(5) 発がんモデル動物を適用した前臨床試
験： ヒト膵臓癌細胞株(Mia Paca2)を用いた
担癌モデルマウス（NOD.CB17-Prkdcscid/J）
を作製する予備試験を行い（信州大学動物実
験計画承認， 承認番号 No. 250052），腫瘍
増殖曲線により Mia Paca2 接種後 7日目から
作製キラーDC ワクチンを投与とした。
MiaPaCa-2 を NOD.CB17-Prkdcscid/J マウス
の腹部皮下に移植後，killer-DC 投与群およ
び無処置群を対照として，それぞれ 1群を 10
匹に設定した。1回 1×E6 細胞のキラーDC ワ
クチンをマウスの腋窩部，鼠径部の皮下に投
与し，投与間隔は毎週とした。本学動物実験
等実施規程に従い，人道的に腫瘍径 2cm をエ
ンドポイントとした前向き本試験を実施し
た（信州大学動物実験計画承認， 承認番号 
No. 250078）。ワクチンの抗腫瘍効果を判定
するために，腫瘍体積の増減，生存割合，完
遂率を評価項目として，3～5週間を観察期間
とした。観察期間終了後，全ての動物は炭酸
ガス吸入により安楽死処置し，腫瘍の摘出を
行なった。 
 
４．研究成果 
(1) IL-4-DC の製造工程：IL-4-DC を用いた
「樹状細胞及び腫瘍抗原を用いたがんワク
チン療法（先進医療 A, 公知番号 26）」の細
胞作製工程では，DC 数は成分採血で回収され
る原料の単球数に依存しているが，後方視的
評価により，喫煙者では疾患を問わず作製効
率が低下することを明らかにした。また，抗
がん剤治療の経過で使用される G-CSF 
(granulocyte-colony stimulating factor：
顆粒球コロニー刺激因子）が，DC 作製数に有
意な影響を与えていたことが判った。そこで
接着因子の DNA マイクロアレイの検討（信州
大学医学部医遺伝子解析倫理委員会，承認番
号 303）により，成分採血の 16～18 時間前
に低用量 G-CSF (Filgrastim 75μg)を投与す
ることにより，単球数は 1.5 倍に増加，単球
の Matrix metalloproteinase-9 （MMP-9）を
増幅させ，接着法による IL-4-DC の作製数お
よび CD83 など HLA 関連機能分子を高める薬
効があった。さらに後方視的な臨床評価によ
り成分採血 16～18 時間前に低用量 G-CSF 
（Filgrastim 75μg）が投与された群では非
投与群に比較して，WT1 を腫瘍抗原とする特
異的能動免疫の誘導割合が，それぞれ 70 例
中 28 例（40%）および 25 例中 5例（20%）と
有意に高かった。MMP-9 高発現の DC ワクチン
の投与は，臨床的に特異的能動免疫の誘導性
（獲得性）が高い効能を認め，G-CSF を用い
た樹状細胞の調製方法（国際出願番号：
PCT/JP2014/053676 国際出願日 17.02.2014，
優先日15.02.201）のPCT出願が受理された。 
 
(2) Killer-DC の製造工程：Killer-DC は，
非接着法による培養系において，従来の 7日
間から 4日間に培養期間が短縮でき，収率お

よび生細胞率もIL-4-DC より改善した（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
K562 を標的とした細胞傷害活性(killer 活
性)として natural killer(NK)細胞を 100%と
した場合，30%の機能を有する killer-DC の
調製方法を構築するため，医薬品 IFNα製剤
の中で至適な IFNα（peginterferon alfa-2b
製剤）を見出した。killer 活性は NK 細胞マ
ーカーの一つである CD56 抗原と相関してお
り，免疫賦活剤である OK-432 を用いて成熟
型 DC に改変すると，さらに killer 活性は増
強した。古典的な接着法による IL-4-DC の
killer 活性は 5%未満であった（図 2）。IFN
αおよび GM-CSF の至適サイトカイン濃度を
確定させ，免疫賦活剤（OK-432）との最適化
を検証し，作製工程を決めた (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
(3) FACS 分析では，樹状細胞マーカーの表
現系を調べた結果，共刺激分子 CD40，CD80，
CD86，また HLA-DR の発現は，OK432 刺激を加
えた場合，増強していた。一方， CD83 及び
CD197 の発現は極めて低値であった。OK432
刺激による CD14, CD11c, HLA-A,B,C の発現
に大きな変動は認められなかった。killer 活
性は CD56 と相関していた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



(4) 共刺激分子の発現増強を認めたことか
ら，MART-1 抗原を用いた in vitro CTL 誘導
試験により抗原提示能の評価を行った。
HLA-A*02:01 MART-1 に特異的な CTL誘導を調
べたところ，誘導開始前と比較し，killer-DC
との共培養において CD3及び CD8陽性細胞中
に，1.9%の CTL の誘導を示したのに対して，
killer-DC は 4.9%に上昇し，約 2.6 倍の増加
を認めた。図 5 は同一検体から作製された
IL-4-DC と killer-DC との比較例を示す。同
等な抗原提示能があることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の成果に基づき，非接着法により単球か
らの DC 改変率は有意に向上し，生細胞率も
改善した新規性，進歩性に基づき，特許出願
（特願 2015-53804）を行った。また，日本再
生医療学会総会において，「再生医療等の安
全性の確保等に関する法律に対応した樹状
細胞製剤の評価に関する検討」として提示し
た。 
 
(5) 発がんモデル動物を適用した前臨床試
験:無処置群と比較して，killer-DC ワクチン
投与群では第3週目の時点で有意に腫瘍増殖
を抑制することが判った。ワクチン投与累計
5～7回において，動物に目立つ異常は認めな
かった事から，ワクチン自体の安全性を支持
する有用な結果が得られた。 
 
（今後の推進方法） 
総括に至っていない発がんモデル動物に
おける病理学的な評価・分析を継続している。 
平成 26 年 11 月 25 日施行の「再生医療等
の安全性の確保等に関する法律」に対応して，
治療用製剤として開発したkiller-DCワクチ
ンを臨床研究に提供するために，成分採血で
回収された単核球から単球を精製する細胞
培養容器の開発，培地を最適化するための非
臨床試験を継続的に行う。国産の容器および
培地を適用したkiller-DCワクチンの製品標
準を定め，第 3種認定再生医療等委員会の審
査を経て厚生局への届出，ヒトの安全性試験
として第Ⅰ相臨床試験に備える。 
蓄積された知見および産業財産権に基づ
き，「医薬品，医療機器等の品質，有効性及
び安全性の確保等に関する法律｣の早期承認
制度により，産官学連携を推進して医薬品化
を視野により安価な治療製剤として薬事承
認あるいは医療機器の追加効能承認を得る
ことを目標とする。 
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