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研究成果の概要（和文）：37例の悪性骨軟部腫瘍患者に対し、樹状細胞療法を行なった。患者から得た単核球をG-CSF
とIL-4により成熟させ、OK-432、液体窒素処理した腫瘍組織から得られたtumor lysateによって樹状細胞を刺激した。
得られた樹状細胞を患者に皮下注射するという治療を6回くり返した。結果として、樹状細胞療法による重篤な副作用
は見られなかった。また、OK-432、tumor lysateにより樹状細胞の成熟度は上昇した。効果として、6例でSD、1例でPR
であり、3年生存率は42.3%、3年無増悪生存率は2.9%であった。

研究成果の概要（英文）：Thirty seven patients with metastatic or recurrent sarcomas were enrolled in this 
study. Peripheral blood mononuclear cells obtained from the patients were suspended in media containing 
IL-4 and GM-CSF. These cells were treated with tumor lysate, TNF-α, and OK-432. One treatment course 
comprised weekly DC injection for 6 times. Toxicity, clinical response (tumor volume, serum IFN-γ, and 
serum IL-12), and oncological outcomes were observed. DC therapy were performed in 37 patients. No severe 
adverse event and death associated with the DC injections were observed in the study patients. Increased 
serum IFN-γ and IL-12 were observed 1 month after DC injection. 6 cases had stable disease, and 1 case 
showed partial response 3 months after DC therapy. Of the 37 patients, 13 patients were alive and 1 
patient was progression free at the time of the final follow-up. Overall survival rates and progression 
free survival rates of the patients at 3 years were 42.3% and 2.9%, respectively.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
悪性骨腫瘍の外科的治療は他の癌腫のよ

うに腫瘍を切除するだけでなく、切除した骨
を何らかの方法で補わないと（再建術）もと
の機能を得られない。再建術の一つに切除し
た腫瘍を含む骨を処理して腫瘍を不活化さ
せた後、処理骨として利用する方法がある。
腫瘍を不活化させる方法としてこれまで熱
処理（オートクレーブ、パスツール）や放射
線処理があったが、申請者らは 1999 年に悪
性骨腫瘍の手術で切除した腫瘍罹患骨を
-196 度の液体窒素で凍結処理し、元の場所に
戻して骨の再建に利用する液体窒素処理骨
移植を世界で初めて行い、先進医療として臨
床で行ってきた。（Yamamoto N et al. J 
Orthop Sci 2003, Tsuchiya H et al. J Bone 
Joint Surg [Br] 2005. Tsuchiya H et al. J 
Orthop Sci 2010）。 
一方、凍結した腫瘍組織を生体内に戻すと

凍結壊死組織から多量の癌抗原が溶出し、こ
れを免疫系細胞が認識、活性化して腫瘍特異
的な抗腫瘍効果を認める凍結免疫（Sabel MS 
et al. Breast Cancer Res Treat 2005)が報告
されている。凍結免疫は基礎実験として、大
腸がん、乳がん細胞で表在性の腫瘍に対し凍
結処理後に免疫活性、転移の抑制が証明され 
(Urano et al. Cryobiology 2003、Sabel MS 
et al. Breast Cancer Res Treat 2005) 、臨床
では肝がんで生体内に直接凍結プローベを
挿入して凍結手術を行うと免疫活性の上昇
が報告されているが(Osada S et al. J Surg 
Oncol 2007)、肉腫に関して凍結免疫の報告
はない。 
申請者らはマウス骨肉腫モデルを用いて

液体窒素処理移植後にサイトカイン(IFN-γ, 
IL-12)、細胞障害活性（CTL activity）を測
定しそれぞれ上昇を認め、肉腫においてはじ
めて凍結免疫の活性を証明した (Nishida H 
et al. J Bone Joint Surg [Br] 2008)。さらに、
肉腫の凍結処理組織に強力な抗原提示細胞
である樹状細胞を併用すると相乗的に抗腫
瘍効果と肺転移の抑制を確認した（Kawano 
M et al. Clin Orthop Relat Res. 2010）。 
また、癌腫と異なり骨肉腫などの肉腫は一

般的に抗原性が低いといわれている。従って
肉腫に対する免疫療法の成功例の報告はほ
とんどない。今回、液体窒素処理を行うこと
で腫瘍組織から多量の腫瘍抗原が溶出され
抗原性が上がり、これらの腫瘍抗原を抗原提
示細胞（樹状細胞など）が取り込み、成熟し、
他の免疫系細胞を活性化して抗腫瘍効果が
増強する、免疫療法により効果的な凍結免疫
の活性と液体窒素処理骨移植に免疫療法の
併用療法の臨床試験を行うことでこれまで
困難といわれていた肉腫において免疫療法
を可能にする凍結免疫療法という新たな治
療法となる。 
 
２．研究の目的 
 主目的は悪性骨腫瘍に対し液体窒素処理

した腫瘍組織が生体内に戻ると体内で腫瘍
特異的な凍結免疫の活性を誘導し、結果とし
て腫瘍の再発や転移の抑制を導くか追求す
ることである。また、免疫賦活剤や免疫系細
胞の併用を行い凍結免疫が最も活性化する
方法を開発する。これらの基礎実験をもとに
臨床で悪性骨腫瘍に対する液体窒素処理骨
移植術による凍結免疫の活性を確認する。さ
らに液体窒素処理骨移植術に免疫賦活剤や
免疫系細胞（樹状細胞）の併用を行うことで
凍結免疫と新たな悪性骨腫瘍に対する凍結
免疫療法の治療体系を確立する。 
 
３．研究の方法 
研究１．腫瘍ライセートを用いた骨軟部腫瘍
に対する樹状細胞療法の臨床試験 
標準治療に抵抗性を示す骨軟部肉腫患者

の腫瘍組織を凍結処理し、腫瘍ライセートを
作成した。それぞれの患者から血液を採取し、
LymphoprepTM を用いて単核球を集める。単核
球を IL-4、GM-CSF を含む培養液（GMP CellGro 
DC medium）で培養することにより樹状細胞
へ分化・成熟させた。この樹状細胞を腫瘍ラ
イセート、TNF-α、OK-432 で刺激したのちに
回収し、患者のリンパ節近くの皮下に注射し
た。この治療を 6回くりかえすことで 1コー
スの治療とした。 
 評価方法として、副作用（肝機能障害、腎
機能障害、骨髄抑制、アレルギー反応）の有
無と程度、治療前後の免疫反応（IFN-γ、
IL-12）、抗腫瘍効果、全生存率、無増悪生存
率により治療の有用性を評価した。 
 
研究２．転移性骨腫瘍モデルを用いた凍結治
療による免疫活性変化 
Balb/c マウスの脛骨内にマウス乳癌細胞株
MMT を注射し、生着を確認した後に腫瘍を切
除した。マウスを 2 つのグループに分類し、
一方は切除のみ、もう一方は切除した腫瘍を
液体窒素処理して元の位置に戻すというし
よりを行った。液体窒素処理は-196℃の液体
窒素に 20 分間腫瘍を入れた後、大気中で 20
分、その後蒸留水に 15 分入れることで解凍
した。5 週後にマウスを安楽死させ、脾臓か
ら PBMC を採取した。PBMC の一部を培養して
3 日後に ELISA により IL-12、IFN-γを測定
した。残りの PBMC を癌細胞を共培養し、
ELISPOTアッセイによりIFN-γのスポット形
成により腫瘍特異的免疫活性化を評価した。 
 
４．研究成果 
研究１．腫瘍ライセートを用いた骨軟部腫瘍
に対する樹状細胞療法の臨床試験 
37 例の骨軟部肉腫患者に対して樹状細胞

療法を行なった。骨原発肉腫 17 例（骨肉腫
14 例、軟骨肉腫 3例）、軟部肉腫 20 例（MFH5
例、明細胞肉腫 4例、平滑筋肉腫 3例、滑膜
肉腫 2 例、ユーイング肉腫 1 例、脂肪肉腫 1
例、胞巣状軟部肉腫 1例、血管肉腫 1例、上
衣腫 1例、悪性末梢神経腫瘍 1例）であった。



すべたの患者で再発または転移性腫瘍を認
めた。樹状細胞療法後、明らかな副作用は認
められなかった。血液中の IFN-γ、IL-12 は
いずれも樹状細胞療法後1ヶ月の時点で上昇
していた。37 例中 35 例で腫瘍の変化を評価
でき、28 例が PD、6 例が SD、1 例が PR であ
った。3年無増悪生存率は 2.9％、3年全生存
率は 42.3％であった。 
 
研究２．転移性骨腫瘍モデルを用いた凍結治
療による免疫活性変化 
腫瘍を切除したマウスと、切除した腫瘍を

液体窒素処理して戻したマウスのいずれに
おいてもELISAで検出可能なサイトカインの
放出は認めず、両グループ間に有意差を認め
なかった。 
 各グループから採取した PBMC と MMT を共
培養し、ELISPOT アッセイにより IFN-γのス
ポットを形成させ、腫瘍特異的免疫の活性化
を評価したが、両群間のスポット形成に優位
さは認められなかった。 
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