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緒　言

　従来悪性腫瘍に対する抗がん化学療法は患者自体の
免疫防御機構を抑制するため腫瘍免疫学的観点からは
不利と考えられていた．しかし，ある種の腫瘍に対し
特定の抗悪性腫瘍薬が作用すると免疫学的に有利な効
果を誘導する現象が知られるようになった．近年その
現象の効果やメカニズムの詳細が徐々に解明されつつ
ありchemoimmunotherapyとして注目されている1, 2)．
　抗がん化学療法により誘導される免疫修飾効果は，
腫瘍細胞に対する効果と宿主の免疫機構への効果の2
種に大別できる．まず腫瘍細胞に対する作用を介して
機能するメカニズムとして，腫瘍細胞表面への腫瘍抗
原発現の促進，Co - stimulatory moleculesの細胞表
面での発現促進，免疫寛容を誘導する細胞表面分子

（Immune checkpoint molecules; B7-H1/PD-L1やB7-H4
等）の発現抑制，CD8 陽性リンパ球による腫瘍細胞溶
解効果に対する感受性の促進の報告がある．これら
の効果は，悪性腫瘍の種類（病理組織学的差異や生物
学的特異性）と使用する薬剤の種類に依存している．
また宿主の免疫機構に対する作用のメカニズムと
し て， 調 節 性 リ ン パ 球（Regulatory T cell）の 誘 導
または機能抑制を介して腫瘍細胞の寛容機構を調節
する経路，helper Tリンパ球による免疫反応の惹起，
Myeloid - derived suppressor cells（MDSC）の誘導また
は抑制作用とこれを介したCD8 ＋ T cellのexpansion
の促進，樹状細胞（Dendritic cell: DC）の機能の促進
が報告されている（図 1）．これらの効果は抗悪性腫
瘍薬の量および投与のタイミングが重要で，特にワ
クチン療法との併用では重要な要因となると考えら
れている．これらの報告のほとんどが前立腺がん，
乳がん，大腸がん，非小細胞性肺がんや悪性黒色腫な
どでの試みが多く進行神経芽腫に関した報告は非常
に少ない1)．
　小児固形腫瘍は集学的治療の発達により短期生存

率は明らかに改善したものの，寛解後の再発や治療
の部分的効果しか得られず最終的には死亡に至る例
もいまだ後を絶たない．さらに，完治できる場合でも
治療後の長い人生をおくる小児の場合，治療後遺症や
新たな発癌の問題等克服すべき多くの問題が残存し
ており，より効果的で，より負担の軽度な質の高い治
療法の開発が望まれる 3)．自己の免疫機構の有効利用
が重篤な副作用を軽減し，より高い効果を得ること
に繋がる．従来の集学的治療を基礎に免疫学的知見を
取り入れた新しい治療法の開発が期待される．
　我々はこれまでにchemoimmunotherapyのconcept
に着目し，各種抗がん剤特にdoxorubicinがマウス
神 経 芽 腫 細 胞 にApoptosisを 誘 導 す る こ と を 確 認
した 4)．さらに，この死細胞を抗原提示細胞が貪食
するとCD8α＋ リンパ球の分裂増殖反応がより誘
導 さ れ る か を 評 価 5, 6)し た．さ ら にdoxorubicinの
chemoimmunotherapyによる効果を応用し，自己の
免疫細胞を用いたcell therapyと融合させることで低
侵襲かつ効果の高い新しい治療法の開発を試みた．
Immunogenic cell deathを誘導した神経芽腫細胞が樹
状細胞を中心とした貪食細胞に貪食され免疫反応を誘
導するメカニズムを解析し，神経芽腫細胞治療効果の
高い貪食細胞の作製と，この細胞を用いた新しい治療
プロトコールの開発を目指した．

材料と方法

・マウス神経芽腫細胞株
　 マ ウ ス 由 来 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 株 n e u r o - 2 a

（ATCCTM/ 住商ファーマインターナショナル）を，
10％FBS（ATCCTM），1％Penicillin-Streptomycin 

（GIBCOTM）を添加したMinimum Essential Medium 
Eagle（ATCCTM）中 で37.0 ℃・5 ％ CO2 下 で 培 養
した．培養 dishに接着したneuro -2a 細胞はTrypsin

（0.25 ％）-EDTA（1 mmol）（ 和 光 純 薬 ）を 添 加 し て
遊離し細胞懸濁液とした．
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・実験動物
　8 ～ 12 週齢雌 A/J mouse（日本 SLC）を埼玉医科
大学総合医療センター研究部動物実験施設において固
形飼料および水を自由に摂取できる状況下で飼育管理
を行い実験に使用した．

・薬剤および各種抗腫瘍薬による細胞死誘導
　Doxor ubicin hydrochloride（Sigma-Aldrich），
Cisplat in:  CDDP（ シ ス プ ラ チ ン 注 ）[マ ル コ]R

（ヤクルト）を用いて先に我々が報告した方法 4)を
用いて細胞死を誘導した．

・骨髄由来樹状細胞（Bone marrow-derived dendritic 
cell）の誘導
　マウス骨髄由来樹状細胞（Bone marrow - derived 
dendritic cell）は先に報告した方法を用いて骨髄細胞
から培養系で誘導した（癌と化学療法）．マウス両側大
腿骨・腓骨を採取，RPMI1640（Invitrogen, Carlsbad, 
CA）で骨髄を洗浄した後赤血球溶血して骨髄細胞浮
遊液を作成した．細胞浮遊液を20 ng/ml recombinant 
GM-CSF（R and D Systems, Inc. Minneapolis, MN）を
添加したRPMI 1640で37℃，5％ CO2 下で培養した．
培養開始後 7 日目にTrypsin（0.25％）-EDTA(1 mmol)
を用いて接着性細胞を回収した．マウス細胞表面

抗原 CD11c 及びMHC class IIの発現をFACSVerse flow 
cytometer（BD, Franklin Lakes, NJ）で確認した．

・リンパ球混合培養におけるCD 8α＋リンパ球増殖反
応の誘導効果の確認
　リンパ球混合培養におけるResponderとしてマウス
脾臓及び腸間膜リンパ節からCD8α陽性リンパ球を分
離した 6)．マウス脾臓・腸間膜リンパ節を用いMACS 
running buffer（Miltenyi Biotec GmbH）で細胞浮遊液
とした．得られた細胞はanti -mouse CD8α＋ magnetic 
beads（Miltenyi Biotec）を加え4℃で15分間 incubateし，
Auto MACS Pro separator （Miltenyi Biotec）を 用いて
CD8α＋細胞を単離し混合培養に使用した．
　細胞死が誘導された腫瘍細胞がDM-DCに貪食さ
れ抗原提示される際に引き起こされる抗腫瘍免疫反
応を，リンパ球の増殖反応及びIFN-γ産生を指標
に評価した．単離したCD8α＋リンパ球を10 mMの
CFSE（Enzo Life Science）で染色した後，RPMI 1620 
medium（和光純薬）に懸濁した．hamster anti -mouse 
CD3/CD28 antibody（BD Pharmingen）でcoatingした
Flat bottom 24 well Plate にリンパ球，BM-DC，細胞死
を誘導したneuro -2a 細胞を加え混合培養した．37℃，
5 ％ CO2 下で培養し，リンパ球の分裂増殖による

図 1.	 悪性腫瘍に対する免疫学的効果に着目した化学療法–Chemoimmunotherapyのconcep t–．
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CFSE 輝度の減弱をFACSで確認した．さらに混合培養
中のIFN-γ濃度をmouse IFN-γ kit（BD Biosciences）
を用いてELISA法で測定した．
・抗腫瘍効果を増幅させた骨髄由来樹状細胞（Bone 
marrow-derived dendritic cell）の誘導と抗原提示能
の評価
　上記方法にてマウス骨髄より誘導したBM-DC 培養
系にdoxorubicinで細胞死を誘導したneuro -2a 細胞を
添加した．AdjuvandとしてToll - like receptor（TLR）- 4 
agonistであるlipopolysaccharide（LPS）（100 ng/ml; 
Sigma -Aldrich）を添加した．得られた細胞における
CD11c ＋ MHC class II ＋ double positive cellの誘導効率
をFACSで評価した．さらにこの細胞を抗原提示細胞
としてCD8α＋リンパ球，UV 照射したneuro -2a 細胞
とともにリンパ球混合培養を施行し，リンパ球増殖反
応を確認しIFN-γ産生を評価した（図3）．

結　果

　細胞死を誘導したneuro -2aとともにBM-DC 及び
CD8α＋リンパ球を混合培養すると，リンパ球増殖
反応が誘導された．細胞死を誘導する薬剤として
doxorubicinを用いると，CDDPを用いた場合に比べ

混合培養にてよりIFN-γ産生が強く誘導された．従来
から他の癌腫で報告されていた結果と同様マウス神経
芽腫細胞においてもdoxorubicinは immunogenic cell 
deathを誘導することが判明した（図3）5)．
　細 胞 培 養 系 で d o x o r u b i c i n を 作 用 さ せ て
immunogenic cell deathを誘導したneuro -2a 細胞とと
もに，マウス骨髄細胞から誘導したBM-DCを適切な
adjuvandとしてTLR agonistを添加することでBM-DC
細胞表面にMHC class II moleculeを発現し，CD11c ＋ 
MHC class II＋ double positive cellを誘導できることが
判明した（図4）．
　さらにこのCD11c ＋ MHC class II ＋ double positive 
cellを多数含むBM-DCをantigen presenting cellとし，
UV 照射で増殖能を抑えたneuro-2a 細胞をstimulator，
CD8α＋リンパ球をresponder として混合培養すると，
こ のCD11c ＋ MHC class II＋ double positive cellを 多
数 含 むBM-DCをantigen presenting cellと し て 培 養
した際に最も強くIFN-γ産生を誘導することがで
きた（図 5）．Doxorubicinを培養系で貪食させ，より
腫瘍細胞に対するリンパ球増殖を誘導するDCへの
分化を“educate”した．本稿ではこの細胞を“Educated 
BM-DC”とした．

図 2.	 Immunogenic cell death 誘導効果：DoxorubicinとCDDPの比較 （Inoue, et al. Exp Ther Med. 2014 より．一部改編し引用）．
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図 3.	 Educated DC作成と効果判定（Schema）．

図 4.	 Educated DCにおけるMHC class II分子の細胞表面発現．
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考　察

　小児神経芽腫において腫瘍抗原を用いて自己のDC
による抗原提示を誘導するいわゆる腫瘍ワクチン療
法が臨床試験や動物を用いた実験の報告があるが 7 -9)

広く臨床に普及するまでの効果は得られていない．
一方，進行神経芽腫の遠隔転移や，寛解導入後原発巣
における局所コントロールがなされているにも関わら
ず遠隔再発に苦しむ患児における腫瘍進展メカニズ
ムにcirculation tumor cellの存在に注目が向けられて
おり，その生物学的特性が原発巣と再発腫瘍で異なる
可能性が指摘されている 10, 11)．腫瘍の免疫学的特性
も治療経過や投与薬剤に影響を受ける可能性がある．
従来の2 年生存率を改善させた外科手術，抗癌化学
療法，放射線療法を組み合わせた集学的治療をさらに
改善し，QOL 改善も含めた患児の長期治療成績向上
には化学療法における神経芽腫の腫瘍免疫学的知見の
解明とその知見に立脚した新しい治療法の開発が不可
欠である．Chemoimmunotherapyの観点から神経芽腫
治療を検討することは遠隔転移や再発などの進行神経
芽腫の予後に大きな影響を与える病態に対する新しい
治療の開発に寄与する可能性がある．
　我々は他癌種で報告されていた通り，doxorubicin
は神 経 芽 腫 細 胞に immunogenic  cel l  deathを誘
導することを報告し（図 2）5) 神経芽腫においても

chemoimmunotherapyに立脚した新しい治療法の開
発が可能であることを確認した．さらに immunogenic 
cell deathを誘導した神経芽腫細胞を貪食し抗原提示
する際に，CD11b ＋脾細胞（macrophageを主体とする
と想定）と比較し骨髄細胞をGM-CSFを添加して培
養することで得られたCD11c ＋細胞（BM-DC 主体と
する）がよりCD8α＋リンパ球増殖とIFN-γ産生を
誘導することを確認した．BM-DCを死細胞と混合培
養し適切なToll Like Receptor刺激を添加することでこ
のBM-DCがより免疫反応を誘導する細胞へと分化で
きるかを評価した（図3）．DCには抗原細胞を貪食する
と抗原提示を介して免疫応答を誘導するものと，免疫
寛容を誘導するものがあり，特に未熟なDCほど免疫
寛容を誘導しやすく，分化が進むほど拒絶を誘導する
ことが知られている．図 5に示したようにdoxorubicin
処理したneuro -2a 細胞とLPSを用いて“educate”した
BM-DCはその後の混合培養でCD8α＋リンパ球による
IFN-γ産生を促進する効果を示した．このeducated 
BM-DCをFACS 解析するとよりMHC class II 分子が
細胞表面に発現しており（図 4）より分化した状態に
あると考えられた．この点も今後腫瘍免疫を誘導する
メカニズムの解析の一環として分析を進める方針で
ある．さらに，これらの結果をもとに，より免疫反応
を誘導しやすいBM-DCをex -vivoで作成し，最終的に
この細胞を用いたcell therapyの開発と，化学療法と

図 5.	 Educated DCによる腫瘍免疫反応誘導効果（in vitroでの検討）．
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cell therapyを組み合わせた新しい治療プロトコール
の確立を目指して今後も研究を展開していきたいと考
えている．
　最後に本実験を遂行するにあたり平成 25 年度埼玉
医科大学学内グラントが多大な援助となったことを
ここにご報告し，採択頂いたことを感謝申し上げます．
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