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研究成果の概要（和文）：先行研究で、免疫共刺激因子OX40を用いた脳腫瘍免疫治療法の開発を行った。本研究では、
共刺激因子併用によるOX40ワクチン治療の増強を目指すとともに、新規LAK療法の開発を目指した。しかし、研究を進
めると併用共刺激因子として使用したCD40刺激がより強い抗腫瘍免疫を誘導することが判明した。そこで、特にCD40に
注目して新規免疫治療法の開発を目指した。臨床検体でCD40, CD40Lの遺伝子発現に相関して生存が改善することが示
された。さらにCD40刺激抗体を腫瘍ワクチンに添加することによりマウス脳腫瘍モデルのみならず脳腫瘍幹細胞モデル
に対しても強い抗腫瘍効果を示すことが確認された。

研究成果の概要（英文）：In the preceding study, we attempted to develop the new immunotherapeutic 
strategy using one of the costimulatory molecule, OX40. In the present study, we attempted to augment the 
efficacy of OX40 stimulation by adding it to subcutaneous tumor vaccination therapy. However, during our 
effort to augment the efficacy by adding similar costimulation molecule, CD40, we realized that CD40 
evokes stronger antitumor effect than OX40. Therefore, we concentrated on CD40 and tried to develop 
effective immunotherapeutic strategy using this molecule. From analyses of clinical tumor samples, we 
demonstrated that gene expression of CD40 and CD40L (ligand) corresponded with the patients’ 
progression-free and overall survival. Subsequently, we demonstrated the efficacy of CD40 stimulation by 
adding CD40 agonistic antibody to subcutaneous tumor vaccines. This strategy prolonged the survival of 
intracranial tumor models in both glioma model and glioma initiating cell derived glioma models.
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１．研究開始当初の背景 
膠芽腫を代表として悪性神経膠腫の治療成
績は、現時点でのあらゆる治療手段を用い
ても絶対的に不良であり、新規治療法の開
発は急務である。私達は、東北大学で単離
された免疫関連タンパク OX-40（免疫の共
刺激因子として T細胞活性化に関与）を用
いた免疫治療の開発を目指して研究を進め
てきた。この研究の中で、私たちは OX-40
分子の持つ新しい役割を見出し、さらに腫
瘍環境内外での働きの違いに関する興味深
い知見を得た。OX40 は膠芽腫において相
反する役割果たすことが分かってきた。私
たちは、これまで免疫機構に関わる細胞の
みに発現していると考えられていた
OX40L が膠芽腫に発現していることを同
定した。この発現の意味を詳細に検討する
と、膠芽腫は、OX40 シグナルを介して低
酸素環境下で IL10 を誘導することにより
宿主免疫を逃れていることが判明した。一
方で、低酸素環境を解除すると従来知られ
ているようにT細胞を活性化することが分
かり、このように腫瘍の酸素状態により相
反する働きを示すことが分かった。この結
果から免疫を賦活化する作用は腫瘍内の低
酸素環境ではなく、皮下などの酸素化に問
題ない部位で得られやすいと考えられ、皮
下ワクチンとしてOX40シグナルを用いる
治療法の開発に取り組んできた。当初、本
研究では２つの課題を設定した。一つは
OX-40 シグナルを基礎とした皮下ワクチ
ン治療の確立である。これまでの研究で
OX-40は、皮下でのワクチンとしての投与
により強い免疫賦活効果を発揮することが
示された。この方法論による免疫治療法の
確立を目指す。また、免疫の共刺激因子は
通常の免疫誘導においては、いくつかが共
同して働いており、この酸素状態を考慮し
た皮下でのワクチン治療として共刺激因子
を併用することでさらに効果的な抗腫瘍免
疫を誘導することを目的とする。また第二
として、リンパ球は低酸素下では OX40シ
グナルを受けても、抗腫瘍免疫活性が低下
することが分かった。本研究ではHIF-1の
ような低酸素応答シグナルを阻害したリン
パ球を作製し新規養子免疫療法(LAK療法)
を開発することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、予定どおり OX40刺
激を皮下ワクチン投与とともに使用する治
療法開発を行い、同じ共刺激因子である
CD40 もしくは樹状細胞と併用することに
よる効果の増強を確認した。しかしこの中
で、CD40 刺激がより強い抗腫瘍効果を示
すことを確認し、CD40 刺激を皮下腫瘍ワ
クチンと併用する治療法開発に主眼を絞っ

て研究を進めた。本研究の成果としては主
にOX40刺激を応用した治療法開発を行っ
た論文(Shibahara I, Saito R, et al. Mol 
Cancer, doi: 10.1186/s12943-015-0307-3)
とCD40刺激を応用した治療法開発を行っ
た 論 文 (Chonan M, Saito R, et al. 
Neuro-Oncology, in press)に報告したが、
ここでは本研究において主眼とした CD40
研究を中心に報告する。 
 まず CD40 もしくは CD40L の発現が持つ意
味を明らかなするために東北大学脳神経外
科で手術を実施した悪性神経膠腫検体を用
いて CD40, CD40L の発現を遺伝子レベル、タ
ンパクレベルで検討した[実験 1]。また、そ
の発現と患者の生存期間の相関を検討した
[実験 2]。続いてマウス脳腫瘍モデル[実験
3]、脳腫瘍幹細胞モデル[実験 4]に対する
CD40 刺激抗体添加腫瘍ワクチン皮下投与の
効果を検討した。また、そのワクチンに同様
な共刺激因子である OX40 を刺激する抗体も
しくは樹状細胞を添加した際の抗腫瘍効果
の増強を検討した。 
 
３．研究の方法 
[実験 1] 東北大学脳神経外科で手術を実施
した悪性神経膠腫検体（grade III 36 例、
grade IV 86 例）の凍結腫瘍検体から RNA を
抽出し、RT-PCR 法にて CD40, CD40L の遺伝子
発現を解析した。また、高発現している検体
の組織切片を作製して免疫組織化学法によ
り CD40, CD40L タンパクの発現を検討した。 
[実験 2] 実験 1で確認した遺伝子発現量と
患者生存の関連性を検討した。CD40 発現は
RT-PCRにおいて内部標準としたactinの発現
比で 0.01 以上を高発現群、以下を低発現群
として検討した。また CD40L においては同様
に 0.001 以上を高発現群、以下を低発現群と
して検討した。 
[実験 3] GL261 神経膠腫培養細胞をマウス
脳内に移植した脳腫瘍モデルに対して腫瘍
ワクチンに CD40 刺激抗体を追加した際の抗
腫瘍効果を以下のプロトコールで検討した。 
 
 
 
 
 
 
さらに各治療群におけるリンパ球の局所浸
潤の差を免疫染色で検討した。 
[実験4] 引き続いて脳腫瘍幹細胞NSCL61細
胞をマウス脳内に移植して作製した脳腫瘍
幹細胞モデルを用いて同様の検討を実施し
た。この検討に際しては、同じ共刺激因子の
一つである OX40 に対するアゴニスト抗体、
また樹状細胞との併用も検討した。さらにこ
れらの併用による治療効果増強の機序の解
明を目指して、治療施行後の組織切片を
TUNEL 染色で検討することによりアポトーシ
スを調べた。 
 



４．研究成果 
[実験 1] 悪性神経膠腫臨床検体を用いて
CD40, CD40L の遺伝子発現を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
ともに Grade IV に比して Grade III で発現
が高い蛍光が認められた。また、CD40, CD40L
ともに遺伝子発現が高い症例で組織切片を
作製してタンパクの発現を検討したが、とも
に腫瘍が染色されることが判明した。 
[実験 2] 実験 1 で確認した遺伝子発現量と
各症例の生存を progression free survival 
(PFS)と overall survival (OS)の比較で検討
した。CD40 発現が高い症例ほど、生存が長い
ことが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
同様に CD40L に関しても高発現群で PFS,OS
ともに良好であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
[実験 3] GL261 脳腫瘍モデルに対して、腫
瘍ワクチンに CD40 刺激抗体を追加した際の
抗腫瘍効果を検討した。コントロール群、
IgG(コントロール IgG)+腫瘍ワクチン治療群、
CD40 アゴニスト抗体(FGK45)+腫瘍ワクチン
治療群を作製し、生存を Kaplan-Meier 法で
検討した結果、CD40 刺激により腫瘍ワクチン
の効果が増強することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この抗腫瘍効果増強の機序として、CD40 刺激
群において腫瘍局所へCD4/CD8陽性リンパ球
の浸潤が増強されることが免疫染色により
示された。 
[実験 4] NSCL61神経膠腫幹細胞モデルに対
して、腫瘍ワクチンに CD40 刺激抗体を追加
した際の抗腫瘍効果を検討した。また、同時
に樹状細胞(dendritic cells; DCs)免疫治療
との併用、OX40 アゴニストの併用効果を検討
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
樹状細胞免疫治療との併用効果は著明なも
のではなかった。引き続き、OX40 アゴニスト
抗体 OX86 を併用して同様に検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OX40 刺激は CD40 刺激と併用により相乗的に
生存延長効果を示すことが判明した。抗腫瘍
効果増強の機序としては、組織切片を用いて
TUNEL 染色を行った結果、併用治療群におい
てアポトーシスが有意に増加していること
が示された。 
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