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1.序論

1973 年に Steinman らによりマウスのリンパ組織で発見された樹状細胞

(Dendritic Cells, DC)は、免疫の獲得で中心的な役割を担う抗原提示細胞である 

(Steinman et al., 1973)。体内に侵入した病原体やウイルスは、Natural Killer (NK) 

細胞、好中球、マクロファージなどに認識をされ、攻撃を受けて暴露された情

報(抗原)は樹状細胞などに取り込まれる。皮膚、肺、胃、腸などに存在する樹

状細胞は、抗原の貪食と分解を経て、リンパ管を通って近傍のリンパ節に移動

し、リンパ節に局在する T 細胞に抗原を提示する(抗原提示)。樹状細胞の主要

組織適合性複合体 HLA-Class Iと HLA-ClassIIを介して病原体やウイルスの抗原

を T 細胞に提示することで、抗体の産生や、病原体等に感染した細胞を排除す

る細胞傷害性 T 細胞を誘導する。この様に、樹状細胞は外来の病原体やウイル

スへの免疫の獲得で中心的な役割を担っている(Banchereau and Steinman, 1998)

(図 1)。

興味深いことに、樹状細胞は病原体やウイルスへの免疫の獲得に寄与する一

方で、体内で生じたがん細胞を排除するがん免疫の誘導に関与する。体内で日

常的に発生するがん細胞は、第一に NK 細胞などに発見をされて攻撃を受ける。

攻撃により暴露されたがん細胞に特異的な抗原(がん抗原)は樹状細胞に取り込

まれ(Iyoda et al., 2002)、樹状細胞はがん抗原を T 細胞に提示することで、がん

細胞を特異的に攻撃する細胞傷害性 T細胞を誘導する(図 2)。がん細胞を特異的

に認識し、傷害する作用機序から、副作用が少ないと考えられており、樹状細

胞によるがん免疫の獲得を活用したがん治療法として、樹状細胞ワクチン療法

の開発研究が進められている(Anguille et al., 2014; Kuwabara et al., 2007; Nagayama 

et al., 2003)。 

樹状細胞ワクチンとは、医薬品の製造と品質の管理基準の下で、in vitro で大

量に樹状細胞を作製し、人工的に合成したがん抗原を取り込ませた免疫細胞製

剤である。患者さんの腋窩、鼠径部に投与された樹状細胞ワクチンは、周辺の

リンパ管を通ってリンパ節に移動し、リンパ節に局在する T 細胞にがん抗原を

提示することで、がん細胞を特異的に攻撃する細胞傷害性 T 細胞を誘導する。

樹状細胞ワクチンを投与することで、がん免疫を生体内で能動的に誘導する技

術により、副作用が少なく、がん細胞の増殖や転移に抑制効果が期待されてい

る。がん細胞を攻撃する細胞傷害性 T 細胞の誘導には、樹状細胞の抗原提示能

が重要である。体内に存在する樹状細胞は大きく二つのサブセットが存在し、

骨髄系樹状細胞(myeloid dendritic cells, mDC: 表現型 CD11c+HLA-classIIhi)と形質

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anguille%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24872109
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細胞様樹状細胞(plasmacytoid dendritic cells, pDC: 表現型 CD11c－HLA-classIIint

CD123+)に分類される(Ganguly et al., 2013)。形質細胞様樹状細胞はウイルスに応

答して大量の IFN-を産生し、抗ウイルス作用に優れるが抗原提示能は低く、

一方で、骨髄系樹状細胞は高い抗原提示能を介して、効率的に細胞傷害性 T 細

胞の誘導を行う。体内に存在する樹状細胞は末梢血中に僅か数%の細胞であり、

がん治療に用いるには困難であった。1996年に Akagawaらにより、Granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)と Interleukin-4 (IL-4)を用いてヒト

の単球より未成熟な IL-4-樹状細胞(immature IL-4-DC, imIL-4-DC)を作成し、

Tumor necrosis factor- (TNF-)を用いて高い抗原提示能を有する成熟型に改変す

る手法が報告された (Akagawa et al., 1996)。その後、TNF-に加えて、

Lipopolysaccharide (LPS)、CD40 リガンド、ピシバニール(溶連菌の乾燥菌体製剤、

別称: OK-432) 等の免疫賦活剤を用いて、成熟型の樹状細胞に改変する手法が登

場した。In vitro でヒトの単球より作製される樹状細胞は、骨髄系樹状細胞と同

様の表現型 CD11c+HLA-classIIhi を示し、高い抗原提示能を有することが報告さ

れている(Lakomy et al., 2011; Lu et al., 2002; Sato et al., 2003) (図 3)。特に樹状細

胞ワクチン療法では、既に臨床で使用され、安全性の確認されているピシバニ

ールを用いた樹状細胞ワクチンの製造手法が適用されている(Koid et al., 2014; 

Saito et al.,2015; Sakai et al., 2015)(図 4)。はじめに、患者さんから樹状細胞の原

料となる単球を分取するために、白血球を標的とした成分採血を実施する。成

分採血により得られた単球とリンパ球を含む単核球を培養皿に播種し、数時間

の培養後、非接着性のリンパ球を除去し、培養皿に接着した単球を培養に用い

る(接着培養法)。GM-CSF と IL-4 の存在下で未成熟な imIL-4 樹状細胞へ分化誘

導した後、ピシバニールと炎症性サイトカイン Prostaglandin E2 (PGE2)を用いて、

成熟型の樹状細胞に改変する。HLA-ClassI に結合する人工的に合成したがん抗

原を取り込ませて、樹状細胞ワクチンとして出荷される。これらの一連の製造

作業は、医薬品の製造と品質の管理基準の下で行われ、製造に用いる原料、培

養試薬等は臨床に応用可能な安全性が求められている。 

樹状細胞ワクチンの製造で用いられるピシバニールは、ストレプトコッカ

ス・ピオゲネス Streptococcus pyogenes（A群 3型）Su株（溶連菌の一種）をペ

ニシリン処理し、増殖不能にした凍結乾燥の菌体製剤である。1975年に抗悪性

腫瘍剤として国内で承認され、20 年以上にわたり臨床で使用され、安全性が確

認されている(Kikkawa et al., 1993; Kitahara et al., 1996; Maehara et al., 1994; Sato et

al., 1984 Torisu et al., 1983; Watanabe et al., 1987)。ピシバニールの皮下注射によ

り、体内の NK 細胞、好中球、マクロファージ、樹状細胞、細胞傷害性 T 細胞

などの免疫細胞が活性化され、抗腫瘍効果を発揮すると考えられている。未成

熟な imIL-4-樹状細胞 にピシバニールを与えることで、T細胞へ抗原を提示する
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HLA-Class I、HLA-ClassII の発現や、抗原提示を促進する共刺激分子 CD80、

CD86、樹状細胞の成熟マーカーCD83 発現が亢進され、高い抗原提示能を示す

成熟型の樹状細胞に改変される(Hill et al., 2008; Nakahara et al., 2003; Sato et al., 

2003)。ピシバニールで成熟した樹状細胞は、細胞傷害性 T細胞の誘導を亢進さ

せる IFN-、IL12p70 などの産生を促進し、誘導に抑制的な IL-10, TGF-の産生

に影響はなく(Hovden et al., 2011)、細胞傷害性 T細胞の誘導に優れたサイトカイ

ンの産生バランスが確認されている。また、ピシバニールと PGE2 を併用し、

未成熟な IL-4-樹状細胞に刺激を与えることで、リンパ節への移動を促進する

CD197 (CCR7)の発現が上昇し、効率的な細胞傷害性 T 細胞の誘導を発揮する

(Sato et al., 2003)。さらに、興味深いことに、ピシバニールで成熟した樹状細胞

は、正常細胞を傷つけることなく、樹状細胞自身が直接的にがん細胞を攻撃す

る細胞傷害性を発揮することが報告されている(Hill et al., 2008)。がん細胞の傷

害の機構には、CD40と CD40リガンドを介したシグナル伝達が重要と考えられ

ているが、細胞傷害に直接的に関与する細胞傷害性因子は未だ特定されていな

い(図 5)。

1990年代より樹状細胞の特徴の一つとして、ある種のサイトカインや Toll like 

receptor (TLR)の刺激に応答し、がん細胞を攻撃する細胞傷害性が報告されてい

る (Tel et al., 2014)(図 6)。末梢血中の骨髄系樹状細胞は、Interferon- (IFN-) ま

たは IFN-に応答し、TNF--related-apoptosis-inducing ligand, TRAIL 依存的にヒ

ト急性 T 細胞性白血病細胞由来細胞株 Jurkat、ヒト卵巣がん由来細胞株 Ovcar-

3、ヒト前立腺がん由来細胞株 PC-3 、ヒト悪性黒色腫由来細胞株 WM793 に対

する細胞傷害性を示す(Fanger et al., 1999)。形質細胞様樹状細胞は、ヒト免疫不

全ウイルス Human Immunodeficiency Virus (HIV) やダニ媒介性脳炎 Tick-born

Encephalitis (TBE)のワクチンに応答し、ヒト T リンパ球性白血病 SupT1 や、

K562, バーキットリンパ腫 Daudi に対する細胞傷害性を発揮する(Hardy et al.,

2007; Tel et al., 2012)。また、in vitroでヒトの単球より分化誘導される未成熟な

IL-4樹状細胞に対し、Lipopolysaccharide (LPS)、CD40 リガンド、ピシバニール

などの免疫賦活剤(アジュバント)の刺激は、がん細胞に対する細胞傷害性を誘

導する (Hill et al., 2008; Lakomy et al., 2011; Lu et al., 2002)。がん細胞を攻撃する

樹状細胞の細胞傷害機構として、細胞表面の TNF family (TNF-, Fas リガンド,

TRAIL)や、ペルオキシ亜硝酸、一酸化窒素 NO などの関与が報告されている。

一方で、GM-CSF と IL-4 を用いた古典的な樹状細胞の作製方法ではなく、GM-

CSF と Interleukin-15 (IL-15)や Interferon- (IFN-)の存在下で、ヒトの単球より

分化誘導される IL-15-樹状細胞や、Interferon--樹状細胞(IFN-樹状細胞, IFN-DC)

でも、がん細胞に対する細胞傷害性が報告されている。既に IFN-樹状細胞は臨

床で使用され、安全性と一部で有効性が示唆されている(Korthals et al., 2007;
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Papewalis et al., 2008)。これらの樹状細胞の示すがん細胞への細胞傷害性は、NK

細胞や細胞傷害性リンパ球の混入によるものと考えられたが、以下の観点から

NK 細胞の影響が否定されている。第一に、NK 細胞やリンパ球の混入による細

胞傷害性が影響するには、少なくとも細胞傷害の試験系に 10%以上の混入が必

要であると報告されている(Stary et al., 2007)。これまでの樹状細胞の細胞傷害性

の測定では、NK 細胞やリンパ球の混入は 1%以下であり、これらの細胞による

細胞傷害性の可能性は否定されている(Anguille et al., 2012; Hill et al., 2008; 

Papewalis et al., 2008)。また、NK 細胞が細胞傷害性を示すヒトリンパ腫由来細

胞株 U937に対し、樹状細胞の細胞傷害性は全く効果を示さない点や(Anguille et 

al., 2012)、NK細胞や細胞傷害性リンパ球による細胞傷害性に関与しない一酸化

窒素 Nitric oxideや(Salyucci et al., 1998)、ペルオキシ亜硝酸などを介して、樹状

細胞はがん細胞に対する細胞傷害性を発揮する(Lakomy et al., 2011)。これらの

報告により、NK 細胞等の混入による細胞傷害ではなく、樹状細胞の特徴の一

つとして、がん細胞を攻撃する細胞傷害性が認知されている。 

樹状細胞の細胞傷害性を誘導するサイトカインやアジュバントの中でも、既

に臨床で使用され安全性の確認されているピシバニールと IFN-樹状細胞を用い

た樹状細胞ワクチンは、抗原提示能を介した細胞傷害性 T 細胞の誘導と、がん

細胞を自ら攻撃する細胞傷害性から、優れた抗腫瘍効果が予測される。しかし

ながら、IFN-樹状細胞に与えるピシバニールの影響や、ピシバニールで成熟し

た樹状細胞によるがん細胞の傷害機構は十分に解明されていない。本研究では、

IFN-樹状細胞の成熟と細胞傷害性に与えるピシバニールの役割を検討し、ピシ

バニールを用いた樹状細胞によるがん細胞の傷害機構の解明を目的とした。 
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2.材料と方法

2-1. 樹状細胞の作製

患者のインフォームド・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)を原料として、樹

状細胞 (dendritic cell: DC)の作製を行った(医倫理審査番号: 2107)。Interferon--樹

状細胞(IFN-樹状細胞, IFN-DC)、mature IFN-樹状細胞(mIFN-樹状細胞、mIFN-

DC)の作製では、CD14 マイクロビーズ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Germany)を用いて単核球から純化した単球を用いた。日常的に 95%以上の純度

で単球を精製し、 GM-CSF (1,000 U/ml; Miltenyi Biotec)と IFN-製剤の

PEGINTRON (1 μg/ml; MSD, Tokyo, Japan) を含む AIM-V medium (Gibco, 

Gaithersburg, MD, USA)に 2‒4×106 cells/ml で懸濁し、非接着性の培養皿 

(Hydrocell, Cell Seed, Tokyo, Japan)に播種し、3 日間の培養を行って IFN-樹状細

胞を作製した。続いて、作製した IFN-樹状細胞にピシバニール  (10 μg/ml; 

streptococcal preparation, Chugai Pharmaceutical Co, Ltd, Tokyo, Japan) と

Prostaglamdin E2 (10 ng/ml; Daiichi Fine Chemical Co, Ltd, Toyama, Japan)を用いて

18‒24 時間の培養を行って mIFN-樹状細胞を作製した。一方で、未成熟な

immature IL-4-樹状細胞 (imIL-4-樹状細胞、imIL-4-DC)の作製は、これまでの古

典的な接着培養法を用いた(Koid et al., 2014; Saito et al., 2015; Sakai et al., 2015)。

AIM-V 培地を用いて単球の割合で 2–4×106 cells/ml に単核球を懸濁し、培養皿

BD Primaria™ Cell Culture Dish (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)に播種し、30

分後に非接着細胞を除去し、翌日に GM-CSF (50 ng/ml; Gentaur, Brussels, 

Belgium)および IL-4 (50 ng/ml; R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)を添加し

たAIM-V培地に交換し、5日間の培養を行って未成熟な imIL-4-樹状細胞を作製

した。続いて、成熟化のために、10 μg/mlのピシバニールと 50 ng/mlの PGE2を

含む AIM-V 培地に懸濁し、さらに 18－24時間の培養を行って mature IL-4-樹状

細胞(mIL-4-樹状細胞, mIL-4-DC)を作製した。 

2-2. 樹状細胞の表現型解析

FITCまたは PEの付加された CD11c, CD80, CD86 と HLA-ABC (BD Pharmingen,

San Diego, CA, USA)、CD14, CD40, CD83 と HLA-DR (eBioscience, San Diego, 

CA,USA), CD197 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)の抗体を樹状細胞の指標

として用いた。NK細胞の表現型の指標に APC-conjugated CD56 (BD Pharmingen)
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を用いた。細胞表面の細胞傷害性因子の検出では、PEの付加された TNF-, Fas

リガンド (eBioscience)と TRAIL (BD Phamingen) 抗体を用いて細胞を染色し、フ

ローサイトメーター BD FACSCant II flow cytometer (BD Biosciences)を用いて解

析を行った。

2-3. In vitro 混合培養試験

HLA-A*02:01 の患者から作製した樹状細胞を用いて、MART-1 26-35 A27L

(ELAGIGILTV)ペプチド(MBL, Medical & Biological Laboratories Co., Ltd., Nagoya, 

Japan) 20 μg/mlを 37℃で 1時間パルスし、洗浄後に mitomycin C (MMC; 25 μg/ml; 

Kyowa Hakko Kogyo Co, Ltd, Tokyo, Japan)で 1時間処理し、AIM-V培地で 2回洗

浄を行った。調製した樹状細胞  1×106 と末梢血リンパ球 (Peripheral Blood 

Lymphocytes: PBL)を 1:10 の割合で混合し、IL-2 (2.5 U/ml; Imunace, Shionogi, 

Pharmaceutical, Osaka, Japan)、 IL-7 (5 ng/ml; R&D Systems)、 IL-15 (10 ng/ml; 

PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA)を添加した AIM -V培地で 3－5日間の培養を行

った。続いて、細胞の増殖に応じて、 FBS (Thermo Fisher Scientific K.K., 

Yokohama, Japan)10%含有の AIM-V培地を補充し、さらに 2-3日の培養を行って

細胞を回収した。 CD8-FITC (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA), CD3-APC 

(eBioscience), T-select HLA-A*0201 MART-1 tetramer-ELAGIGILTV-PE (MBL)で細

胞を染色し、フローサイトメーターを用いて MART-1特異的な細胞傷害性 T細

胞の検出を行った。 

2-4. 抗原貪食能と抗原分解能の測定

抗原貪食能を調べるために、FBS (Thermo Scientific)10%含有の AIM-V 培地を

用いて、FITCで標識された dextran (M.W. = 40,000, Molecular Probes, Eugene OR, 

USA)を 250 μg/ml に調製し、1×106 cells/ml の細胞と混合して、37℃で 3 時間反

応を行った。AIM-V 培地で 2回洗浄を行った後、フローサイトメーターを用い

て細胞の蛍光強度の測定を行った。抗原分解能を明らかにするために、FBS 

10%含有の AIM-V 培地に DQ Ovalbumin (Molecular Probes)を 10 ug/mlの濃度で

添加し、37℃で 30分間の反応を行って、AIM-V 培地で 2回洗浄し、フローサイ

トメーターを用いて細胞の蛍光強度の測定を行った。それぞれの試験において、

4℃で反応させた細胞を negative control に使用し、37℃で得られた mean

fluorescent intensity (MFI)から差し引いた値 (MFI)を、抗原貪食能、抗原分解能

の値として用いた。
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2-5. 産生サイトカインの測定

AIM-V 培地を用いて樹状細胞を 2×105 cells/mlに懸濁し、24 well pateに播種し、

24時間の培養を行った。培養上清を回収し、500×g で 5分の遠心を 2回行って、

サイトカインの測定に用いた。IL-12 (p70) , IFN-γ (R&D Systems)と TNF-α, IL-6

と IL-10 (BD Bioscience)の ELISA kitを用いて商業のプロトコル通りに反応を行

って、MULTISKAN FC (Thermo Scientific) 分光光度計を用いてサイトカインの

測定を行った。

2-6. 細胞傷害性試験

がん細胞を蛍光標識し、フローサイトメーターを用いて死細胞を測定する手

法を基本として(Korthals et al., 2007)、一部の変更を行って細胞傷害の測定を行

った。がん細胞株の慢性骨髄性白血病株 K562(ATCC, Mianassas, VA, USA)、ヒ

ト卵巣癌由来細胞株 Ovcar-3、ヒト膵臓癌由来細胞株 MiaPaCa2 と Panc-1、ヒト

乳腺癌由来細胞株MCF7、ヒト大腸癌由来細胞株 HCT-116 (RIKEN BRC, Tsukuba,

Japan)を carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE; 5 μM; Molecular Probes)を添加

した FBS 0.1%含有PBSに1×106 cells/mlで懸濁し、37℃で10分反応を行った後、

AIM-V 培地で洗浄を行った。FBS 10%含有 AIM培地を用いて、5×105 の樹状細

胞 (Effector)と CFSEで染色したがん細胞株 (Target)を E:T = 50:1の割合で混合し、

37℃で 18時間の反応を行った。FACS flowで 2回洗浄し、2 μg/mlの propidium

iodide (PI; Sigma-Aldrich Co. LLC., Tokyo, Japan)で 5分間の染色を行って、フロー

サイトメーターを用いて死細胞の検出を行った。自然死細胞を除いた CFSE 陽

性細胞中の PI 陽性細胞の割合を 細胞傷害性(% cytotoxicity)として評価した。

Negative control として、それぞれの未染色のがん細胞株を Effector として、

CFSEで染色したがん細胞株(Target)を E:T = 50:1で混合し、37℃で 18時間の反

応を行った。細胞接触の阻害試験では、0.4 μm 孔径のトランスウェルメンブレ

ンを手順書の通りに用いた(Corning Inc., Corning, NY, USA)。ブロッキング抗体

を用いた細胞傷害試験では、10 μg/ml の抗 TRAIL 抗体または抗 Fas リガンド

(BioLegend, San Diego, CA, USA)抗体を含む 10%FBS含有 AIM-V培地で細胞を 2

時間インキュベーションし、CFSE で標識したがん細胞を混合して、さらに 18

時間の反応を行って、フローサイトメーターを用いて解析を行った。

2-7. 蛍光顕微鏡を用いた細胞傷害の観察

商業の手順書の通りに PKH26 (2 μM; Sigma Aldrich)で染色した IFN-樹状細胞ま

たは mIFN-樹状細胞を用いて、CFSE で染色した K562 細胞に 1:1 の割合で混合
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し、10%FBS 含有 AIM-V 培地で 18 時間の反応を行った後に、DAPI (1.5 μM; 

Molecular Probes)で 5 分間の染色を行って、蛍光顕微鏡下(BZ-9000, Keyence, 

Osaka, Japan)で観察を行った。 

2-8. DNAマイクロアレイ解析

作製した樹状細胞から RNAを抽出し、Affymetrix GeneChip WT PLUS Reagent

Kit User Manual に従ってビオチン標識し、Human Gene 2.0 ST array GenChip 

(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)を用いたハイブリダイゼーション/スキャン/数

値化アルゴリズム解析後、GeneSpring version 13 (Agilent Technologies, Palo Alto, 

CA, USA)を用いて発現変動を分析し、HeatMap上に表示した。 

2-9. 統計解析

グループ間の違いを検証するために、Bonferroni の補正を行った wilcoxon

signed rank test を用いた。CD56 発現と細胞傷害性の相関、有意差の検定では、

Spearman’s rank-order correlation を用いた。統計解析には、IBM SPSS Advanced 

Statistics ver 23.0 (IMB Japan, Tokyo, Japan)を用いた。 
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3.結果

3-1. ピシバニールと IFN-樹状細胞を用いた mIFN-樹状細胞の作製

古典的な IL-4-樹状細胞の作製では、成分採血で分取した単核球を培養皿に播

種し、リンパ球などの非接着性の細胞を除去した後に、GM-CSF と IL-4 を用い

て接着した単球を樹状細胞に分化誘導させる接着培養法が用いられる(Akagawa 

et al., 1996)。しかし、接着培養法を用いた樹状細胞の回収には、スクレーピン

グによる細胞の剥離が必要であり、生細胞率や回収率の低下に課題があった。

そこで、ピシバニールと Interferon--樹状細胞(IFN-樹状細胞, IFN-DC)を用いた

mature IFN-樹状細胞(mIFN-樹状細胞, mIFN-DC)の作製では、抗 CD14 抗体の付

加されたマイクロビーズを用いて、単核球より単球を純化し、GM-CSF および

IFN-製剤(PEGINTRON)を添加した AIM 培地に純化した単球を懸濁し、非接着

性の培養皿で培養を行う非接着培養法を構築した(図 7)。一方で、古典的な IL-

4-樹状細胞の作製には、古典的な接着培養法を用いて、未成熟な imIL-4-樹状細

胞を誘導し、続いてピシバニールを与えて成熟した matureIL-4-樹状細胞 (mIL-

4-樹状細胞、mIL-4-DC)を作製した。位相差顕微鏡による観察の結果、成熟型

の mIL-4-樹状細胞と同様に、mIFN-樹状細胞は細胞が凝集したクラスターを形

成し、典型的な成熟型の樹状細胞の表現型が確認された(図 7、右パネル)。接着

培養法を用いた古典的な mIL-4-樹状細胞の作製では 1 週間の培養期間が必要で

あるが、mIFN-樹状細胞は 4日間で製造が可能であり、mIL-4-樹状細胞と比較し

て、生細胞率、収率が有意に高いことが明らかになった(図 8)。

3-2. ピシバニールは IFN-樹状細胞の成熟を促す

IFN-樹状細胞にピシバニールを与えて作製した mIFN-DC の表現型と機能を調

べるために、IFN-樹状細胞、未成熟な imIL-4-樹状細胞、成熟型のmIL-4-樹状細

胞を用いた比較解析を行った。フローサイトメーターを用いた表現型解析の結

果、IFN-樹状細胞と比較して、mIFN-樹状細胞は、T細胞への抗原提示を亢進さ

せる共刺激分子 CD40、CD80、CD86 や、リンパ節への移動を促進させる

CD197(CCR7)、抗原を提示する HLA-DR で発現の上昇が認められた(図 9)。ま

た、以前の報告の通りに(Mohty et al., 2003; Tosi et al., 2004)、IFN-樹状細胞は

imIL-4-樹状細胞と同等に CD40、CD80、CD86、CD197 の発現が低く、未成熟

な樹状細胞の表現型が観察された。これらの結果より、ピシバニールは IFN-樹

状細胞の表現型を成熟型に移行させることが明らかになった。mIL-4-樹状細胞
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と mIFN-樹状細胞の表現型を比較した場合、mIFN-樹状細胞の CD80、CD86、

HLA-ABC 発現は mIL-4-樹状細胞と同等であり、T細胞に抗原を提示する HLA-

DR に高い発現が確認された。一方で、CD40、CD197 および CD83 は、mIL-4-

樹状細胞が有意に高く、これらの表現型の違いが、抗原提示能、抗原貪食能、

抗原分解能や、サイトカインの産生に与える影響を以下の実験系を用いて検討

を行った。抗原提示能を調べるために、MART-1 ペプチドと樹状細胞を用いた

in vitro 混合培養試験を行った。ヒト悪性黒色腫細胞に特異的ながん抗原である

MART-1 抗原を取り込ませた樹状細胞を作製し、T 細胞を含む末梢血リンパ球

と一週間の混合培養を行って、それぞれの樹状細胞で誘導される Mart-1 特異的

な細胞傷害性 T 細胞の割合を検討した(図 10)。パネル内の数値は、CD3 および

CD8陽性細胞中の MART-1特異的な細胞傷害性 T細胞の割合を示す。IFN-樹状

細胞の 1.9%と比較して、IFN-樹状細胞にピシバニールを与えた mIFN-樹状細胞

の細胞傷害性 T細胞の誘導は 4.9%に増加を示し(図 10A)、成熟型の mIL-4-樹状

細胞と同等の細胞傷害性 T 細胞の誘導が確認された(図 10B)。また、FITC-

dextran の取り込みから抗原貪食能を検討し、DQ-Ovalbumin を用いた解析から

抗原分解能を検証した。図 11Aに示すように、IFN-樹状細胞と未成熟な imIL-4-

樹状細胞で見られる高い抗原貪食能と抗原分解能は、ピシバニールを与えた

mIFN-樹状細胞とmIL4-樹状細胞で顕著に低下し、成熟型の樹状細胞の機能が観

察された。続いて、細胞傷害性 T 細胞の誘導に関与するサイトカイン（IL-12 

p70、IFN-γ、TNF-、IL-10および IL-6）の産生を調べるために ELISA法を用い

た産生サイトカインの測定を行った(図 11B)。細胞傷害性T細胞の誘導を亢進さ

せる IL-12p70 および IFN-γ は、mIFN-樹状細胞と mIL-4-樹状細胞で同等の産生

を示し、腫瘍壊死因子である TNF-α の産生に変動は見られなかった。また、細

胞傷害性 T細胞の誘導を抑制する IL-10は、mIFN-樹状細胞とmIL-4-樹状細胞で

同等の産生を示した。興味深い点に、炎症性サイトカイン IL-6 は、mIFN-樹状

細胞で有意に高い産生が確認された。さらに、DNA マイクロアレイを用いてサ

イトカインの遺伝子発現を調べたところ (図 12)、IFN-樹状細胞と比較して、

mIFN-樹状細胞では、細胞傷害性 T 細胞の誘導を促進する Th1 サイトカインの

IL-12(p40)や、IFN-の発現が上昇し、反対に IL-4, TGF-などの細胞傷害性 T細

胞の誘導を抑制する Th2 サイトカインの遺伝子発現に減少が認められ、細胞傷

害性 T 細胞に適した Th1/Th2 のサイトカインの遺伝子発現のバランスが観察さ

れた。これらの表現型と機能解析より、ピシバニールは IFN-樹状細胞の成熟を

促し、IFN-樹状細胞にピシバニールを与えて作製した mIFN-樹状細胞は、古典

的な成熟型の mIL-4-樹状細胞と同等の抗原提示能、抗原貪食能と抗原分解能を

示すことが明らかになった。
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3-3. ピシバニールは IFN-樹状細胞の細胞傷害性を亢進させる

未成熟な imIL-4-樹状細胞にピシバニールを与えることで、がん細胞を攻撃す

る細胞傷害性を発揮すると報告されている(Hill et al., 2008)。しかしながら、ピ

シバニールが IFN-樹状細胞の細胞傷害性に与える影響は未だ検討されていない。

ピシバニールを用いて樹状細胞を作製し、K562細胞株を標的とした細胞傷害性

試験を行った。IFN-樹状細胞の 17.1%の活性に比べて、IFN-樹状細胞にピシバ

ニールを与えた mIFN-樹状細胞の細胞傷害性は 40.3%に上昇を示した(図 13A)。

未成熟な imIL-4-樹状細胞にピシバニールを与えた場合は、mIL-4 樹状細胞の細

胞傷害性と比較して僅かに上昇が観察されたが、有意な差は得られなかった。

これまでに報告のある作製方法との違いとして(Hill et al., 2008)、ピシバニール

を用いた培養期間や、PGE2 の併用の有無があり、これらが細胞傷害性に影響

した可能性が考えられる。興味深いことに、mIL-4-樹状細胞と比較して、

mIFN-樹状細胞は、顕著に高い細胞傷害性が明らかになった(mIFN-DC 40.3%,

mIL-4-DC 10.3%) (図 13B)。種々のがん細胞株で検証を行ったところ、K562 細

胞株と同様に、卵巣がん Ovcar-3、膵がん MiaPaCa2、Panc-1 でも、mIFN-樹状

細胞は mIL-4-樹状細胞より有意に高い細胞傷害性を示した(図 14)。一方で、乳

癌(MCF-7)や大腸がん(HCT-116)由来のがん細胞株に対しては、mIFN-樹状細胞

と mIL-4-樹状細胞による細胞傷害性は認められなかった。これらの結果より、

ピシバニールは IFN-樹状細胞の細胞傷害性を亢進し、mIFN-樹状細胞は mIL-4-

樹状細胞より優れた細胞傷害性を示すことが明らかになった。

3-4. mIFN-樹状細胞は CD56発現と相関する細胞傷害性を示す

IFN-樹状細胞は細胞接着に関与する CD56の発現を示し(Hamerman et al., 2005;

Moretta et al., 2002)、CD56陽性の IFN-樹状細胞では高い細胞傷害性が報告され

ている(Korthals et al., 2007; Papewalis et al., 2008)。また、ピシバニール刺激で成

熟した IL-4-樹状細胞は、がん細胞上の CD40と IL-4-樹状細胞上の CD40リガン

ドの結合を介しシグナルを伝達することで細胞死を誘導すると考えられている 

(Hill et al., 2008)。作製した樹状細胞の CD56発現を調べたところ、imIL-4-樹状

細胞や mIL-4-樹状細胞の CD56 発現は極めて低く大きな変動は認められなかっ

た。しかし、IFN-樹状細胞の CD56 発現は、ピシバニールを与えた mIFN-樹状

細胞で有意な上昇を示した(図 15A)。また、mIFN-樹状細胞の CD56 発現の強度

(MFI )と細胞傷害性に弱い相関が認められた(図 15B, r = 0.477)。細胞接着に関

与するCD56発現を示し、ピシバニール刺激後にCD56発現の上昇を認めたこと

から、mIFN-樹状細胞の細胞傷害性に細胞接触が重要であるのか検討を行った。

細胞傷害性試験の開始から 18時間後に、蛍光顕微鏡を用いて細胞の状態を観察
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したところ、CFSE で緑色に標識した K562 は、赤い蛍光を示す PKH26 陽性の

mIFN-樹状細胞と混在して、顕著にクラスターを形成し、クラスター内部には、

青色の DAPIで染色された複数の K562 の死細胞が観察された(図 16A、白矢印)。

一方で、IFN-樹状細胞と K562 細胞によるクラスター形成は小さく、DAPI 陽性

細胞が僅かに観察された。さらに、トランスウェルを用いて細胞接触を阻害し

た場合(図 16B)、K562 に対する mIFN-樹状細胞の細胞傷害性は有意に減少し

(median, 10.8%)、IFN-樹状細胞と同等の割合を示した(median, 9.5%)。MiaPaCa2

でも同様の傾向が認められ  (IFN-樹状細胞 : median, 17.0%; mIFN-樹状細胞 : 

median , 19.7%)、mIFN-樹状細胞の細胞傷害性には細胞接触が重要であることが

明らかになった。 

3-5. mIFN-樹状細胞は TRAIL、Fasリガンド経路を介した細胞傷害性を示す

樹状細胞の細胞傷害性に関与する因子として、TNF family (TNF-, Fas リガンド,

TRAIL)(Chapoval et al., 2000; Liu et al., 2001; Lu et al., 2002; Raftery et al., 2001; 

Vidalain et al., 2000; Yang et al., 2001), パーフォリン/グランザイム(perforin/granzymeB) 

(Kim et al., 2013), 一酸化窒素, Nitric Oxide, NO (Huang et al., 2005; Nicolas et al., 

2007), ペルオキシ亜硝酸、peroxynitrites (Fraszczak et al., 2010) などが報告されてい

る。ピシバニールで成熟した IL-4 樹状細胞の細胞傷害の機構として、がん細胞上の

CD40 と IL-4-樹状細胞上の CD40 リガンドの結合によるシグナルを介した細胞

死の誘導が示唆されている(Hill et al., 2008)。IFN-樹状細胞にピシバニールを与え

て作成した mIFN-樹状細胞の細胞傷害性には、がん細胞との接触が重要であること

から、細胞表面の TNF family の発現に変動が見られるのか検討を行った。IFN-樹状

細胞、imIL-4-樹状細胞にそれぞれピシバニールを与えた mIFN-樹状細胞と mIL-4-

樹状細胞では、細胞表面の TRAIL、FAS リガンドの発現に上昇が認めれた(図 17A)。

また、興味深いことに、mIFN-樹状細胞の TRAIL発現は、mIL-4-樹状細胞より有意に

高く、Fas リガンドは同等の発現が観察された(図 17A)。続いて、TRAIL, Fas リガンドが

mIFN-樹状細胞の細胞傷害性に関与するのかを明らかにするために、K562 (TRAIL 

感受性)(Hill et al., 2008), MiaPaCa2(Fas リガンド感受性)(Yuan et al., 2011)を標的とし

て、TRAIL、Fas リガンドのブロッキング抗体を用いた細胞傷害性試験を行った。K562

を標的とした場合、抗 TRAIL 抗体で処理した mIFN-樹状細胞の細胞傷害性は有意

に低下し(図 17 B左)、MiaPaCa2を標的とした細胞傷害性試験では、抗 Fasリガンド抗

体で処理した mIFN-樹状細胞の細胞傷害性に有意な低下が認められた(図 17B右)。

これらの結果より、mIFN-樹状細胞は TRAIL, Fas リガンドを介して細胞傷害性を発揮

することが明らかになった。 
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4.考察

4-1. mIFN-樹状細胞と mIL-4-樹状細胞の表現型と機能の比較

GM-CSFと IFN-を用いてヒトの単球より分化誘導される IFN-樹状細胞に対し

て、ピシバニールを与えて作製した mIFN-樹状細胞の表現型と機能をまとめて

示した(表 1)。古典的な成熟型の樹状細胞として、未成熟な imIL-4-樹状細胞に

ピシバニールを与えて作製した mIL-4-樹状細胞を対照に用いた。単球を培養皿

に接着し樹状細胞への分化誘導を行う古典的な mIL-4-樹状細胞と比べて、

mIFN-樹状細胞の培養期間は短縮され、非接着性の環境下で培養することで、

生細胞率、収率が向上し、NK細胞の指標となる CD56発現に特徴的な表現型が

認められる。細胞傷害性 T細胞の誘導を促進させる共刺激分子 CD80、CD86の

発現は、mIFN-樹状細胞と mIL-4-樹状細胞で同等である一方で、抗原提示能を

促進させる共刺激分子 CD40やリンパ節への移動に重要な CD197 (CCR7)や、成

熟した樹状細胞の指標とされる CD83 は mIFN-樹状細胞で低い発現を示す。In 

vitro 種々の実験系を用いて、これらの表現型の違いが機能的に影響を与えるの

か検討を行った結果、mIFN-樹状細胞と mIL-4-樹状細胞は同等の抗原貪食能と

抗原分解能を有し、また、mIFN-樹状細胞は成熟型の mIL-4-樹状細胞と同等の

抗原提示能を発揮する。細胞傷害性 T細胞の誘導を促進させる IL-12p70、IFN-

の産生や、誘導を負に制御する IL-10 の産生に違いはなく、mIFN-樹状細胞と

mIL-4-樹状細胞は同様に細胞傷害性 T 細胞の誘導に適したサイトカインの産生

を示す。一方で、mIL-4-樹状細胞と比較して、mIFN-樹状細胞はがん細胞株を

直接的に攻撃する細胞傷害性に優れており、mIFN-樹状細胞の細胞傷害性と

CD56 発現に弱い相関が認められる。樹状細胞の指標である CD86、HLA-DR に

加えて(Butterfield et al., 2011)、mIFN-樹状細胞に特徴的な表現型として、CD56

は有用なマーカーになると考えられ、臨床提供への出荷基準として有用である

ことが示された。 

4-2. mIFN-樹状細胞の細胞傷害性と作用機序

未成熟な imIL-4-樹状細胞にピシバニール刺激を与えることで、がん細胞を攻

撃する細胞傷害性を獲得すると報告されているが(Hill et al., 2008)、IFN-樹状細

胞に与えるピシバニールの影響は明らかではなかった。IFN-樹状細胞と比較し

て、IFN-樹状細胞にピシバニールを与えた mIFN-樹状細胞では、細胞傷害性が

有意に上昇し、ピシバニールは IFN-樹状細胞の細胞傷害性を亢進させることを
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明らかにした。これまでに樹状細胞によるがん細胞の傷害機構として、TNF 

family、NO、グランザイム、peroxynitritesなどが報告されている(Chapoval et al., 

2000; Liu et al., 2001; Lu et al., 2002; Raftery et al., 2001; Vidalain et al., 2000; Yang et 

al., 2001; Kim et al., 2013; Huang et al., 2005; Nicolas et al., 2007; Fraszczak et al., 

2010)。mIFN-樹状細胞はがん細胞と混在してクラスターを形成し、細胞傷害性

に細胞接触が重要であることから、細胞表面の細胞傷害性因子の関与が予測さ

れた。IFN-樹状細胞または imIL-4-樹状細胞にピシバニールを与えることで、

mIFN-樹状細胞と mIL-4-樹状細胞の細胞表面の TRAIL, Fas リガンドの発現が上

昇し、そららのブロッキング抗体を用いた試験から、mIFN-樹状細胞は TRAIL, 

Fas リガンドを介して細胞傷害性を発揮することを見い出した。単核球をピシ

バニールで刺激することで、Fasリガンド発現の上昇の報告があるが(Toda et al., 

1996)、IFN-樹状細胞にピシバニールを与えた mIFN-樹状細胞の TRAIL、Fas リ

ガンドの発現の上昇の報告は初めてである。また、IFN-樹状細胞と imIL-4-樹状

細胞でともに TRAILと Fasリガンドの発現の上昇を認めたことから、ピシバニ

ールはこれらの細胞傷害性因子の発現を亢進させる作用が明らかになった。一

方で、mIL-4-樹状細胞と比較して、mIFN-樹状細胞の細胞表面の TRAIL 発現は

有意に高く、がん細胞と混在してクラスターを形成し、がん細胞を傷害をする

際に、有意に働くと推察される。また、mIFN-樹状細胞の細胞傷害性は、トラ

ンスウェルを用いた細胞接触の阻害や、抗 TRAILや抗 Fasリガンドのブロッキ

ング抗体を用いた場合でも完全に抑制をされない。mIFN-樹状細胞による細胞

傷害の機構として、TRAIL および Fas リガンド経路を介した細胞傷害だけでな

く、IFN-樹状細胞で報告されているグランザイム B などの可溶性因子を介した

傷害機構が存在すると考えられる(Korthals et al., 2007)。これらの複合的な細胞

傷害の機序により、mIFN-樹状細胞は mIL-4-樹状細胞よりも優れた細胞傷害性

を発揮すると考えられる。

4-3. mIFN-樹状細胞の細胞傷害性と CD56発現

mIFN-樹状細胞の細胞傷害性は CD56 発現と弱い相関を示し、TRAIL、Fas リ

ガンドを介して細胞死を誘導する。体内に存在する形質細胞様樹状細胞では、

ヒト免疫不全ウイルス Human Immunodeficiency Virus (HIV)の刺激により TRAIL

発現が上昇し、TRAIL を介した細胞傷害性を発揮することが報告されている

(Hardy et al., 2007)。また、ダニ媒介性脳症炎 Tick-born Encephalitis (TBE)ワクチ

ンに応答した形質細胞様樹状細胞では、CD56 および TRAIL を含む細胞傷害性

因子の発現が亢進し、細胞接触に依存的な細胞傷害を発揮する(Tel et al., 2012)。

IFN-樹状細胞にピシバニールを与えて作製した mIFN-樹状細胞による細胞傷害



17 

性の獲得では、形質細胞様樹状細胞が病原体に応答する際と同様の現象による

ものと推察される。これらの現象は mIL-4-樹状細胞では認められないことから、

IFN-樹状細胞にピシバニールを与えることが、CD56発現と相関を示すmIFN-樹

状細胞の細胞傷害性に重要と考えられる。 

mIFN-樹状細胞は mIL-4-樹状細胞より優れた細胞傷害性を発揮するが、

mIFN-樹状細胞が TRAIL, Fas リガンドを介した細胞傷害性をどのように獲得す

るのか、そのメカニズムの解明は課題である。特に、mIFN-樹状細胞は、mIL-

4-樹状細胞と比較して、TRAIL発現が有意に高い(図17A)。形質細胞様樹状細胞

の HIV応答による TRAIL発現の上昇では、TLR7を介したシグナル伝達が重要

であり(Hardy et al., 2007)、IFN-樹状細胞では、imIL-4 樹状細胞と比較して有意

に高い TLR7の発現が報告されている(Mohty et al., 2003)。IFN-樹状細胞は TLR7

を介してピシバニール刺激を伝達し、TRAIL 発現を亢進させる作用が働いてい

ると推察される。

4-4. mIFN-樹状細胞の臨床応用に向けて

In vitroの細胞傷害性 T細胞の混合培養試験や、がん細胞に対する細胞傷害性

試験から、mIFN-樹状細胞はmIL-4-樹状細胞と同等の抗原提示能を有し、かつ、

がん細胞を直接攻撃する高い細胞傷害性を示し、臨床応用で優れた抗腫瘍効果

が期待される。しかしながら、個体に投与された mIFN-樹状細胞がリンパ節へ

移動し、効率的に細胞傷害性 T 細胞を誘導出来るのかは検証が必要である。

imIL-4-樹状細胞にピシバニール刺激を与えた mIL-4-樹状細胞は、細胞傷害性 T

細胞の誘導に必要なリンパ節への移動を促進する CD197(CCR-7)に高い発現を

示すが、mIFN-樹状細胞はピシバニール刺激による CD197 発現の上昇は僅かで

あり、mIL-4-樹状細胞より低い発現を示す(図 9)。IFN-樹状細胞と imIL-4-樹状

細胞は、ピシバニールの刺激を伝達する TLRの発現に違いがあると推察され、

それぞれの樹状細胞で異なった表現型と機能が獲得されたと推察される。また、

細胞傷害性 T 細胞の誘導に加えて、mIFN-樹状細胞を担癌モデルマウスに投与

することで、腫瘍の増殖と転移に抑制効果が認められるのか検証が必要である。

個体に投与された mIFN-樹状細胞がリンパ節に移動するのか、または腫瘍局所

に浸潤するのかなどの生体内の挙動を明らかにするために、レポーター遺伝子

を導入した mIFN-樹状細胞を投与し、動物内での動きのモニタリングが必要と

考えられる。 

mIFN-樹状細胞が抗腫瘍効果を発揮する上で重要な機能として、腫瘍局所に移

動し、がん細胞を直接的に攻撃する細胞傷害性と、がん細胞を攻撃する細胞傷

害性 T 細胞を誘導する抗原提示能がある。ここで、期待される抗腫瘍効果のモ
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デル図を示す(図 18)。mIFN-樹状細胞はリンパ節に移動するのではなく、投与

後に腫瘍局所に移動し、TRAIL および Fas リガンドを介してがん細胞を傷害し

た後に、がん抗原を取り込んで、CD8 T 細胞を介して、細胞傷害性 T 細胞を誘

導する可能性が考えられる。 IFN-樹状細胞の産生する IP-10/CXCL10 は、

CXCR3陽性の活性化した CD8 T細胞を誘引し、細胞傷害性 T細胞を誘導する作

用が報告されている(Padovan et al., 2002)。また、形質細胞様樹状細胞を用いた

実験では、がん細胞を攻撃した後に、暴露されたがん抗原を取り込むことで、

がん細胞を特異的に攻撃する細胞傷害性 T 細胞を誘導する作用が報告されてい

る(Tel et al., 2013)。また、mIFN-樹状細胞は IL-6の高い産生を示すが、IL-6は制

御性 T細胞 regulatory T cell (T-reg)を抑制する ことで(Pasare et al., 2003)、細胞傷

害性 T 細胞の誘導を亢進させる。T-reg の混在する傾向にある腫瘍局所でも

(Woo et al., 2001)、mIFN-樹状細胞の IL-6産生により T-regの作用を抑制し、細

胞傷害性 T 細胞の誘導に有意に働くと推察される。担癌モデルマウスや、ヒト

の免疫を有するヒト化免疫マウス等を用いた in vivo における mIFN-樹状細胞の

抗腫瘍作用のモデルの検証が必要である。 

ピシバニールで成熟した mIFN-樹状細胞の細胞傷害性には、TRAILおよび Fas

リガンドを介した細胞死が関与する。TRAIL による細胞傷害は正常細胞への影

響が少ない一方で(Griffith et al., 1998, 1999; Walczak et al., 1999)、Fasリガンドを

介した細胞傷害は、肝細胞や (Lacronique et al., 1996)、免疫細胞の恒常性、免疫

寛容に関与することから(Askenasy et al., 2005)、自己免疫疾患などの副作用を引

き起こす可能性があり、mIFN-樹状細胞の投与には適切なレジメが必要と考え

られる。また、がん細胞の TRAILおよび Fasリガンドの感受性を高める抗がん

剤の併用は(Iwase et al., 2003; Zhu et al., 2004)、mIFN-樹状細胞の細胞傷害性を促

進すると期待される。

4-5. 結論

本研究により、IFN-樹状細胞に与えるピシバニールの役割として、IFN-樹状細

胞の成熟と、細胞傷害性を亢進させる役割を明らかにした。IFN-樹状細胞にピ

シバニールを与えて作製した mIFN-樹状細胞は、成熟型の mIL-4-樹状細胞と同

等の抗原提示能を有し、CD56 発現と相関する細胞傷害性を示し、TRAIL およ

び Fas リガンド経路を介した細胞傷害の機構を見出した。モデルマウスを用い

た in vivo の mIFN-樹状細胞の研究の発展により、優れた抗腫瘍効果を示す樹状

細胞ワクチンの開発に繋がと期待される。
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5.図表

図 1. 病原体等への免疫の獲得 

体内に侵入した病原体やウイルスは、①Natural killer (NK)細胞、好中球、マク

ロファージなどに認識をされて攻撃を受ける。②攻撃によって暴露された病原

体の情報(抗原))は、樹状細胞に取り込まれて分解される。③抗原を取り込んだ

樹状細胞は、近傍のリンパ管を通って、リンパ節に移動する。④樹状細胞は主

要組織適合性複合体 HLA-Class I、HLA-Class IIを介して、細胞傷害性 T細胞と

ヘルパーT細胞に病原体の情報を提示する(抗原提示)。細胞傷害性 T細胞は、

病原体に感染した細胞を排除し、ヘルパーT細胞が B細胞を活性化することで

で、病原体を認識する抗体が産生される。⑤樹状細胞を中心として獲得した免

疫により病原体を排除する。
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図 2. がん免疫の獲得 

①生体内で生じたがん細胞は、第一に NK細胞の攻撃を受ける。②樹状細胞

は、NK細胞の攻撃により暴露されたがん細胞に特異的な抗原(がん抗原)を貪食

する。③リンパ節に移動した樹状細胞は、がん抗原を細胞傷害性 T細胞に提示

し、細胞傷害性 T細胞の活性化と増殖を促す。⑤がん抗原を特異的に認識する

細胞傷害性 T細胞は、正常細胞を傷つけることなく、がん細胞を特異的に傷害

する。 
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図 3. 樹状細胞の種類 

ヒトの体内に存在する樹状細胞は大きく 2種類に分類される。病原体等に応

答して IFN-などのサイトカインを産生し、抗原提示能の高い骨髄系樹状細胞

と、ウイルスに応答し大量の IFN-を産生する形質細胞様樹状細胞がある。 

抗原提示能に優れた骨髄系樹状細胞は、CD11c+(陽性) HLA-Class II hi(高い発

現)を示し、形質細胞様樹状細胞は CD11c―(陰性) HLA-Class II int (中間の発現)を

示し、CD123+(陽性)の特徴的な表現型を示す。In vitroでヒトの単球を用いて、

GM-CSFと IL-4の存在下で分化誘導されるヒト単球由来樹状細胞は、骨髄系樹

状細胞と同様の表現型とサイトカイン産生を示し、高い抗原提示能を示す。 



22 

図 4. 樹状細胞ワクチン療法の流れ 

①患者さんより白血球を標的とした成分採血を実施し、単球とリンパ球を含

む単核球を採取する。②単核球を接着用の培養皿に播種し、浮遊した非接着性

のリンパ球を除去し、接着により分離した単球を培養に用いる(接着培養法)。

③GM-CSFと IL-4存在下で 5日間の培養により、単球から未成熟な IL-4樹状細

胞に分化誘導を行う。④ピシバニールと PGE2を添加し、成熟型の IL-4-樹状細

胞に改変し、人工的に合成したがん抗原を取り込ませて、樹状細胞ワクチンを

作製する。⑤患者さんのリンパ節の近傍の腋窩、鼠径部付近に樹状細胞ワクチ

ンの投与を行う。
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図 5. 未成熟な imIL-4-樹状細胞に与えるピシバニールの働き 

GM-CSFおよび IL-4を用いて、ヒトの単球より分化誘導される未成熟な imIL-

4樹状細胞に対し、ピシバニールは成熟を促す。抗原を提示する HLA-Class I、

HLA-Class IIや、細胞傷害性 T細胞の誘導を促進する共刺激分子 CD80、CD86

の発現を亢進させる。また、ピシバニールと PGE2の併用の刺激は、リンパ節

への移動を促進する CD197 (CCR-7)発現を上昇させる。成熟した mIL-4-樹状細

胞は抗原提示能が高く、細胞傷害性 T細胞の誘導を促進する IL-12, IFN-の産

生が高い。近年、ピシバニールで成熟した IL-4-樹状細胞は、がん細胞に対する

細胞傷害性を発揮することが報告されている。細胞傷害性にはがん細胞上の

CD40と IL-4-樹状細胞上の CD40リガンドを介したシグナル伝達が重要と考え

られているが、詳細な機構は明らかではない。 
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図 6. がん細胞に対する樹状細胞の細胞傷害性 

体内に存在するヒト骨髄系樹状細胞と形質細胞様樹状細胞は、INF-/IFN-な

どのサイトカインや、HIV、TBEワクチンに応答し、がん細胞を攻撃する細胞

傷害性を獲得する。また、in vitroでヒトの単球より誘導される未成熟な imIL-

4-樹状細胞は、LPS、C40リガンド、ピシバニールなどの刺激により、がん細胞

を攻撃する細胞傷害性を獲得する。また、ヒトの単球を GM-CSFと IL-15や

IFN-存在下で 3日間の培養を行って得られる IL-15-樹状細胞や、IFN-樹状細胞

も、がん細胞を攻撃する細胞傷害性が報告されている。これらの樹状細胞に

よる細胞傷害の機構として、TNF-family(TNF-, TRAIL, Fas リガンド)や、ペル

オキシ亜硝酸、GranzymeBなどが確認されている。

(※) ダニ媒介性脳症炎: Tick-born Encephalitis (TBE)
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図 7. 樹状細胞の作製 

IFN-樹状細胞の作製では、抗 CD14 抗体の付加されたマイクロビーズを用いて

単核球より精製した単球を原料として GM-CSF および IFN-製剤である

PEGINTRONを添加した AIM-V培地を用いて 3日間の培養を行った。続いて、

ピシバニールと PGE2 を添加し、さらに 1 日の培養を行って mIFN-樹状細胞を

作製した。一方で、古典的な imIL-4-樹状細胞、mIL-4-樹状細胞の作製では接着

培養法を用いた。単核球を培養皿に播種し、12-18時間後にリンパ球を含む非接

着細胞を除去し、接着した単球を用いて GM-CSFと IL-4の存在下で 5日間の培

養を行って、未成熟な imIL-4-樹状細胞に分化誘導を行った。続いて、ピシバニ

ールとPGE2を併用し、さらに1日の培養を行ってmIL-4-樹状細胞を作製した。

位相差顕微鏡で回収直前の細胞形態の観察を行った(右パネル)。黒のスケール

バーは 50 mを示す。 
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図 8. mIL-4-樹状細胞と mIFN-樹状細胞の生細胞率と収率の比較 

imIL-4-樹状細胞または IFN-樹状細胞にそれぞれピシバニールを与えて作製し

た mIL-4-樹状細胞と mIFN-樹状細胞の生細胞率、収率の比較を行った(N = 6)。

培養開始時の播種単球数に対して、最終的に得られた生細胞の樹状細胞数から

収率を算出した。* p < 0.05 
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図 9. 樹状細胞の表現型の比較 

作製した樹状細胞を用いて、樹状細胞の指標となる抗体で染色し、フローサ

イトメーターによる解析から得られた蛍光強度を示した(N = 8)。MFIは各サン

プルからアイソタイプコントロールを差し引いた蛍光強度の値を示す。

* p <0.05; NS, not significantを示す。
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図 10. 樹状細胞の抗原提示能の比較 

(A) MART-1ペプチドを取り込ませた樹状細胞を用いて in vitro 混合培養試験を

行った。CD3、CD8、MART-1 tetramer-PE を用いて細胞を染色し、フローサイ

トメーターにより MART-1特異的な細胞傷害性 T細胞を検出した。N=6の代表

データを示す。パネル内の数値は CD8 T細胞中のMART-1特異的な細胞傷害性

T細胞の割合を示す。(B) それぞれの樹状細胞により誘導されたMART-1 特異的

な細胞傷害性 T細胞のまとめを示した(N = 6)。
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図 11. 樹状細胞の抗原貪食能、抗原分解能、産生サイトカインの比較 

(A) 抗原貪食能を調べるために、樹状細胞と FITC-dextranを 37℃でインキュベ

ーションし(図左、N=6)、抗原分解能を明らかにするために、樹状細胞を DQ-

ovalbumin と混合し 37℃で反応を行って、フローサイトメーターを用いて解析

を行った(図右、N = 6)。4℃で反応を行ったネガテイブコントロールの値をサン

プルから差し引いたMFIの値をプロットした。(B) 作製した樹状細胞を AIM-V

培地に懸濁し、24時間の培養を行った上清をサンプルとして、ELISA kitを用い

て表記のサイトカインの産生を調べた(N = 8)。 
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図 12. IFN-樹状細胞と mIFN-樹状細胞の Th1/Th2サイトカインの遺伝子発現の

比較 

IFN-樹状細胞と mIFN-樹状細胞から RNA を抽出し、Human Gene 2.0 ST array 

GenChip を用いた DNA マイクロアレイ解析を行った。GeneSpring version 13 を

用いて Th1/TH2 サイトカインの遺伝子発現パターンを分析し、HeatMap 上に示

した(N=1)。 
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図 13. 樹状細胞の細胞傷害性の比較 

(A)CFSEで標識した K562細胞株と未染色の樹状細胞を 1:50の割合で混合し、

37℃5%CO2の条件下で 18時間の反応を行った。AIM培地で洗浄後、PI染色を

行って、フローサイトメーターで K562の死細胞の測定を行った。FSC、SSCの

値からシングルセルをゲーティングし、CFSEと PIで展開した代表例を示し

た。パネル内の数値は K562の死細胞の割合を示す。(B)それぞれの樹状細胞の

K562に対する細胞傷害性のボックスプロットを示す(N = 11)。 

* p<0.05, ** p<0.01を示す。
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図 14. がん細胞株に対する mIL-4-樹状細胞と mIFN-樹状細胞による細胞傷害性

の比較 

mIL-4-樹状細胞または mIFN-樹状細胞と CFSEで標識を行ったそれぞれのがん

細胞株を 50:1の割合で混合し、18時間の反応後にフローサイトメーターを用い

て細胞傷害性の検出を行った(N = 6)。 
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図 15. mIFN-樹状細胞は CD56発現と相関する細胞傷害性を示す 

(A)フローサイトメーターを用いて、樹状細胞の CD56発現の蛍光強度を測定

した(N = 12)。(B) mIFN-樹状細胞の CD56発現と細胞傷害性の相関を示した(N 

= 12)。 
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図 16. mIFN-樹状細胞の細胞傷害性には可溶性因子と細胞接触が関与する 

(A) CFSE (緑)で染色を行った K562細胞株と、PKH 26 (赤)で染色した樹状細胞

を 1:1 の割合で混合し、18 時間の反応後に DAPI で染色を行った。白い矢印は

死細胞の K562細胞株を示す。白のスケールバーは 50 mを示す。(B) IFN-樹状

細胞または mIFN-樹状細胞を用いて、K562 細胞株または MiaPaCa2 細胞株を標

的とした細胞傷害性試験を行った。樹状細胞とがん細胞株を 50:1 の割合で混合

し、細胞接触を阻害するインサートメンブレンの有無で 18時間の反応を行って、

細胞傷害性の検出を行った(N = 6)。 
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図 17. mIFN-樹状細胞の細胞傷害性には TRAILと Fas リガンド経路が関与する 

(A) 樹状細胞の細胞表面の TRAILまたは Fasリガンドの発現強度のまとめを示

した(TRAIL, N = 9; Fas リガンド, N = 8)。(B) 抗 TRAILまたは抗 Fasリガンドの

ブロッキング抗体と樹状細胞を 2 時間インキュベーションし、K562 または

MiaPaCa2 と 50:1 の割合で混合し 18 時間の反応後、細胞傷害性の検出を行った 

(N = 7)。 
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図 18. mIFN-樹状細胞の抗腫瘍作用(モデル図) 

①細胞表面の TRAILおよび Fasリガンドを介して、mIFN-樹状細胞はがん細

胞を攻撃する。②mIFN-樹状細胞の攻撃により、がん細胞から暴露されたがん

抗原は取り込まれて分解される。③がん抗原を取り込んだ mIFN-樹状細胞はリ

ンパ節に移動または腫瘍局所に局在し、④がん抗原を細胞傷害性 T 細胞に提示

し、細胞の増殖と細胞傷害性の活性化を促す。⑤がん抗原を覚えた細胞傷害性

T細胞は、がん細胞への攻撃を行う。
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表 1. ピシバニールを用いた樹状細胞の比較 

1.培養方法 非接着培養法 接着培養法 

2.培養期間 4日 7日 

3.表現型 CD11c+, CD14+, 

CD40+, CD56+, 
CD80+, CD83+,  
CD86+, CD197+, 

HLA-ABC+, 

HLA-DR++ 

CD11c+, CD14－, 

CD40++, CD56－, 

CD80+, CD83++, 

CD86+, CD197++, 

HLA-ABC+, 

HLA-DR+ 

4.生細胞率 中央値: 95.7% 中央値: 81.8% 

5.収率 中央値: 16.3% 中央値: 9.5% 

6.抗原貪食・抗原分解 同等の成熟型の樹状細胞の機能を有する。 

7.抗原提示 同等の成熟型の樹状細胞の機能を有する。 

8.サイトカイン産生 IL-12p70, TNF-, IFN-, IL-10産生は同等  

(mIFN-樹状細胞の IL-6産生は有意に高い) 

9.細胞傷害性 中央値: 30.0% 中央値: 6.9% 

10. CD56と細胞傷害性 弱い相関 Not determined 

11.細胞傷害の機構 TRAIL, FAS リガンド 

可溶性因子 

Not determined 
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