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研究要旨  

高齢化社会の中で、がんによる死亡は増加し続けており、難治性がん患者に対する現行の

抗がん治療（手術、化学療法、放射線治療）に代わるあるいは補完するような新規治療法の開

発が求められている。近年のがん分子生物学の急速な進歩とともに、がんに対する免疫応答

やそのメカニズムを応用した新規治療が非常に注目されている。我々は卵巣がんにおいて、免

疫抑制因子 Programmed cell death 1（PD-1）のリガンド PD-L1 を発現して宿主免疫から逃れる、

免疫逃避機構の存在が、その進展や転移過程において重要な分子であることを示してきた。さ

らに PD-L1 シグナルを阻止することでがん免疫の再活性化を目指す全く新しい概念に基づい

た免疫治療の研究開発を行ってきた。このような、分子シグナルを標的とする治療法の開発に

おいては、従来のように縮小効果のみを指標にした開発プロセスでは不十分であり、より詳細

な解析に基づいた作用メカニズム、副作用の発現機序、治療効果予測を確立することで、はじ

めて効率的な臨床導入が可能になる。一方、このような研究は、企業単独で行うことは難しく、

大学のような学術的な役割をもつ研究機関が主体となって複合体を形成し、有機的に研究を

進めることが必要である。 

本研究は、平成 23 年度から開始した、プラチナ製剤耐性の進行・再発卵巣がんに対して完

全ヒト型抗 PD-1 抗体を用いた臨床第 II 相医師主導治験の実施と同時に、臨床・基礎両面から

包括的な免疫学的解析を行い、治療効果予測や効果判定、有効患者選択、副作用などのバ

イオマーカーを同定し、得られた成果により迅速な薬剤承認申請に結び付けることを目的とす

る。すなわち、企業から薬剤と治験に必要な安全性情報の提供を受け、臨床部門としての産婦

人科と大学内トランスレーショナルリサーチ部門を中心に治験を行うと共に、さらに免疫基礎部

門が協力して治療前後の検体を用いた基礎・臨床両面から免疫学的解析を行って、新規がん

免疫療法における有効性や安全性に関するバイオマーカーの開発を同時に行う。これにより、

将来的に卵巣がんのみでなくあらゆるがん腫において、抗体療法の安全な臨床適用が可能と

なる。またメカニズム解析に基づき、既存の治療法との相乗効果を期待した併用療法による新

規治療法の開発も並行して行うことも期待できる。 
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以上から、当研究によって、我が国が米国などに遅れをとっているがんの免疫療法が新たな治

療モダリティーとして広く受け入れられ、また単に薬剤のみでなく、有用なバイオマーカーをとも

に提供するという新しい薬剤・医療開発のかたちをもたらし、国内・外問わずその学術的影響は

大きいと考えられる。 

 

A. 研究目的 

  がんによる死亡は年々増加しており、卵

巣癌を含む難治性がんに対する早急な対

応が求められている。このような背景の中で、

免疫療法は有望な新規治療の一つとして考

えられているが、現在まで期待通りの臨床効

果を得られていない。その最大の理由として、

癌細胞がみずから免疫を抑制し、宿主免疫

から逃れる『免疫逃避機構』の存在がある。

我々は、これを司る代表的な免疫抑制因子

の Programmed cell death 1（PD-1）およびそ

のリガンド PD-L1・L2 に関する研究を継続し

ており、その同定から機能解析、さらにマウ

スにおける癌治療実験での有効性を明らか

にした。特に卵巣癌の多くが PD-L1 を発現

し腫瘍局所での免疫能を低下させ、患者の

予後を不良にしていることを示してきた。そこ

で現在、我々はこの PD-1/PD-L1 経路を阻

害して免疫の再活性化を誘導するという、免

疫療法では全く新しい概念に基づいたがん

治療の臨床応用を目指している。 

 本研究における第１の目的は、本研究期

間内に当科で行う卵巣癌患者を対象にした

抗 PD-1 抗体を用いた臨床第 II 相医師主導

治験を行う過程で、これまで当科で治療して

きた卵巣癌腫瘍検体や採血検体を用いた

PD-1/PD-L1 経路にかかわる網羅的遺伝子

解析による患者選択マーカーの探索および

動物実験を用いた検証だけでなく、実際の

治験薬投与前後での被験者検体を用いて、

直接的に新規治験薬のバイオマーカーを探

索することである。すなわち、治験薬の有効

性を検証するだけでなく、有効な患者を選

択するためのマーカーや早期に有効性を予

測するサロゲートマーカーの検索が極めて

重要であると考え、治験と同時に治験者の

検体を用いて、オーミクス解析による詳細か

つ網羅的な免疫学的解析を行ない、治療上

有効なバイオマーカーを同定する。これらに

よって得られた解析データーから、単に薬剤

の治験にとどまらず、薬剤を有効に臨床導

入するためのコンパニオン診断薬に資する

マーカーを探索することにより、新たな診断・

治療プラットフォームの一括した提供を目指

す。 

 

B. 研究方法 

＜ヒト卵巣癌細胞株および臨床検体を用い

たバイオマーカー探索＞ 

腫瘍組織の PD-L1 発現が治療効果予測の

バイオマーカーの一つであることが示唆され

ており、卵巣癌における（１）PD-L1 発現メカ

ニズム解明、（２）発現測定の精度管理方法

を検討することとした。 

（１）卵巣癌の PD-L1 発現誘導のメカニズム

解明：ヒト卵巣癌細胞の PD-L1 遺伝子発現

とがんゲノム変異との相関解析について、ヒ

ト卵巣癌細胞株のマイクロアレイおよびゲノ

ムシークエンスデーター解析の結果、PD-L1

を高発現している細胞株のうち既知のゲノム

変異を評価した。一方で卵巣癌患者の半数

以上の症例で PD-L1 高発現しているため、

ヒト卵巣癌の PD-L1 発現は、生体内でガン

進展やがん治療の経過中に誘導されている



 

可能性が示された。そこで、今年度は抗が

ん剤治療の経過における PD-L1 発現変化

を以下のように解析した。すなわち抗がん剤

治療による卵巣癌細胞の PD-L1 発現変化

の解明を目的に、抗がん剤治療の経過中の

卵巣癌癌性腹水中の腫瘍細胞の PD-L1 発

現を解析し経時的変化を解析した。さらに in 

vitro での卵巣癌細胞株への抗がん剤添加

培養のマイクロアレイデーターから優位に上

昇する遺伝子、遺伝子群をピックアップし

た。 

 

（2）免疫組織染色による PD-L1 発現解析・

評価の精度管理法の確立 

腫瘍組織の PD-L1 発現が治療効果予測の

バイオマーカーであることが示唆されており、

免疫染色による PD-L1 発現解析・評価法を、

臨床的に「研究 grade」から「診断グレード

grade」への精度管理向上を目指した。 

 

＜医師主導治験の被験者検体を用いたバ

イオマーカー探索の開始＞ 

「再発・進行卵巣癌に対する抗 PD-1 抗体

（Nivolumab）を用いた免疫療法の臨床第 II

相、医師主導治験」（UMIN000005714；現在

症例登録中）の治験薬投与前後や治療効

果を認めた症例について、（１）血清サイトカ

インや血球分画解析および（２）末梢血単核

球の網羅的遺伝子発現解析を行った。 

 

C. 研究結果 

＜ヒト卵巣癌細胞株および臨床検体を用い

たバイオマーカー探索＞ 

（１）卵巣癌の PD-L1 発現誘導のメカニズム

解明として、抗がん剤治療の経過中の卵巣

癌癌性腹水中の腫瘍細胞の PD-L1 発現を

解析した結果、抗がん剤投与前には PD-L1

が発現していなかったが、投与直後に再度

腹水を採取できた症例において PD-L1 発現

が誘導していた。そこで in vitro での卵巣癌

細胞株の抗がん剤添加培養実験を行い、網

羅的遺伝子発現解析を行った結果、ある種

の転写因子経路活性が増強しかつ PD-L1

発現が増強していた。これらは NF-ｋB-p65

の siRNA を行うことにより反証できた。すな

わち卵巣癌では抗がん剤治療の経過中にも

ダイナミックに PD-L1 発現が変化している可

能性が示唆された。本知見は現在論文報告

の準備をしている。 

 

（３）免疫組織染色による PD-L1 発現解析・

評価の精度管理法の確立 

腫瘍組織の PD-L1 発現が治療効果予測の

バイオマーカーである可能性が示唆されて

おり、従来の研究室での免疫染色による

PD-L1 発現解析・評価法を、より臨床的に

「診断グレード grade」へ近づけるべく、今後

は某検査会社と基礎研究室との共同研究に

よって精度管理確立を進める予定にしてい

る。また本治験腫瘍検体や次相試験（現在

未定）においても検証できる準備を始めてい

る。 

 

＜医師主導治験の被験者検体を用いたバ

イオマーカー探索の開始＞ 

「再発・進行卵巣癌に対する抗 PD-1 抗体

（Nivolumab）を用いた免疫療法の臨床第 II

相、医師主導治験」（UMIN000005714）の治

験薬投与前後や治療効果を認めた症例で

被験者採血検体を用いた解析をおこなった

（現在被験者登録中であるため、一部のみ

の解析）。 



 

（１）採血検体を用いて、血清サイトカイン測

定および血球分画解析 

被験者検体の治験経過中に、血清サイトカ

イン測定および血球分画解析を行った結果、

治験薬投与前後でサイトカインが有意に変

化した症例はなかった。 

 

（２）末梢血単核球の網羅的遺伝子発現解

析 

被験者検体の末梢血単核球の網羅的遺伝

子発現解析を行った結果、治験薬の投与前

後において、既報の免疫抑制関連の遺伝

子群が有意に変化することがわかった。一

方で、T cell gene signature や Bcell gen 

signature については、有意な変化はなかっ

た。すなわち抗 PD-1 抗体投与により、新た

に別の免疫抑制因子が発動もしくは顕在化

し、新たながん免疫抑制が働く可能性が示

唆された。また、まだ数例ではあるが有効例

を認めており、それらと治療に反応しなかっ

た無効例との比較によって、有効例で、サイ

トカイン gene signature が上昇していることが

わかった。まだプレリミナリーな結果であるが、

有効例では末梢血における末梢血単核球

分画におけるサイトカイン gene signature を

検出することにより、治療効果予測ができる

可能性が示唆されており、今後追試していく

予定である。またさらに登録終了後に全症

例を対象に有効性と安全性（有害事象）に

ついて、末梢血を用いた網羅的解析を行う

予定にしており、上記だけでなくさらなる新

規 細 胞 分 画 、 遺 伝 子 、 遺 伝 子 群 gene 

signature を探索していく予定である。 

 

D. 考察 

 本治験で用いられている抗 PD-1 抗体は、

阻害抗体であり、卵巣癌よりも先行して他種

のがんで臨床試験が先行しており、世界中

で革新的な変化を与える治療法であると期

待されている。 

 しかしながら、先行している国外の治験同

様、当科での検討にても、本治験薬が、全て

の患者に対して有効性を示すわけではない。

そこで今回、単一遺伝子の動きだけでなく、

複 数 個 の 共 通 し た 遺 伝 子 変 化 （ gene 

signature）を、新たなバイオマーカーとしてと

らえる、という全く新しいコンセプトを見出す

ことができた。 

 またさらに PD-1 のノックアウトマウスでは、

多種の自己免疫疾患が認められることもあり、

今後想定していないような有害事象が発生

することも危惧される。そのため、効果だけ

でなく、特に重篤や、頻度が高い有害事象

については、それらを規定するようなバイオ

マーカーも同時並行で今後検討する必要が

あると考えられる。 

 治験後半開始にあたり、被験者検体から

の比較オミクス解析が可能となるため、より

多くの情報が今後抽出できる可能性があり、

今回得られた解析方法を駆使してさらなる

バイオマーカー探索と検証を行っていく。 

 

E. 結論 

 卵巣癌における PD-L1 を軸とした腫瘍局

所の免疫環境は、発がん課程から、さらに腫

瘍細胞の宿主免疫への働きかけから変化す

ることが示唆され、さらにその変化が卵巣癌

の抗がん剤治療にも関与していることが新た

に示すことができた。今後は、実際の被験者

検体を用いて、免疫環境の変化をより詳細

にとらえ、新規治療や現行の抗がん剤治療

の補完を念頭に病態解明から治療開発をす



 

すめることは非常に重要であると考えられ

る。 
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分担研究報告書 

 

がん免疫逃避機構を標的にした次世代型免疫治療の臨床応用と新規バイオマーカーの探

索に関する研究 

 

研究分担者  清水 章  京都大学 教授 

研究要旨 抗 PD1 抗体の投与によりがん細胞の免疫逃避を阻止する次世代型免疫治療を実

用化することを目指し、治療効果の判定、治療効果の予測に有用な新規バイオマーカー

を探索する。プラチナ抵抗性の再発卵巣がんを対象に、遺伝子発現を含む免疫反応の指

標となる多数のマーカーを検索し、抗 PD1 抗体を投与された被験者と投与を受けていない

患者のおける差、予後および治療効果との相関など検討することで新規バイオマーカーの

探索を試みる。このような解析の前提となる抗 PD1 抗体を投与された被験者を抗 PD1 抗体

製剤の早期第２相治験を医師主導で行うことによって得る。 

 

A. 研究目的 

がん細胞が、免疫反応を抑制する PD1-PDL1

信号を生成して免疫逃避することを標的とし、

抗 PD1 抗体の投与により免疫逃避を解除す

る、次世代型の免疫治療を実用化することを

目指し、このために必須な治療効果の判定、

治療効果の予測に有用な新規バイオマーカ

ーを探索する。 

 

B. 研究方法 

免疫反応は高度に生物種特異的であるので、

抗 PD1 抗体を投与された被験者と一般的化

学療法を受けた患者にける差を検索すること

で、はじめて臨床的に有用な、ヒトにおけるマ

ーカーの探索が可能となる。解析の前提とな

る抗 PD1 抗体を投与された被験者を得るため

に、抗 PD1 抗体製剤の早期第２相治験を医

師主導で実施し、一般的化学療法を受けた

患者からの試料とともに解析に資する。このた

めに必要な臨床試験への支援を行い、解析

に必要な患者由来試料を蓄積、保管する。 

 

（倫理面への配慮） 

必要な倫理委審査（IRB 審査）などを経て治

験届を PMDA に提出し、受理されている。目

標患者数を達成するための試験期間延長と、

他がん種を対象に我が国ならびに米国にお

いて実施されている臨床試験からの情報等を

もとに臨床試験計画書等の改訂を行い、計画

変更届等必要な手続きを行った。治験参加者

と一般的化学療法を受けた患者からの試料を

解析する研究について、別途倫理審査を受

け承認を得ている。 

 

C. 研究結果 

抗 PD1 抗体を投与する医師主導治験は保の

順調に実施され、抗 PD1 抗体を投与された被

験者および一般的化学療法を受けた患者か

らのマーカー探索用試料が収集されている。

抗 PD1 抗体を投与する医師主導治験におい

ては、低用量群への被験者登録を完了し、安

全性を確認した上で高用量群への移行をお

こない、目標症例数の登録を完了した。 

 



 

D. 考察 

抗 PD1 抗体製剤の早期第２相治験を医師主

導で実施するため、多岐にわたる臨床試験支

援が的確に行われ、目標症例数の被験者登

録を完了、順調に試料の収集が行われてい

る。 

 

E. 結論 

高度に生物種特異的なバイオマーカーの探

索にはヒトを対象とした研究が必須である。そ

の前提となる早期第２相治験を医師主導で実

施するためには、多岐にわたる臨床試験支援

を、時機を逃さず的確に行うことが不可欠であ

る。 

 

Ｆ. 健康危険情報 

なし 

G. 研究発表 

 1. 論文発表 

Annal. Surg. Oncol. 20 巻 , 2213-2218 

(2013) 

Biochem. Biophys. Acta-General Sub. 1830

巻, 4046-4052 (2013) 

Tissue Engineer. Part A 19 巻 , 17-18, 

(2013) 

 2. 学会発表 

（発表誌名巻号・頁・発行年等も記入） 

該当なし 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含

む） 

 1. 特許取得 

 2. 実用新案登録 

 3. その他 

   いずれも該当なし
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がん免疫逃避機構を標的とした次世代型免疫治療における新規バイオマーカーの探索に 

関する研究 

 

研究分担者  岡崎 拓  徳島大学 教授 

 

研究要旨  

がんの免疫療法は難治性がんに対する新規治療法として注目されてきたが、現在まで期待

されたほどの効果は得られていない。我々は、免疫抑制受容体 PD-1（Programmed cell 

death-1）が、がんによる免疫逃避機構に強く関与していることを見出したことから、PD-1 阻害に

よるがん免疫の再活性化を目指した新規治療法の開発を行ってきた。これまでの我々の基礎

検討において、抗 PD-1 阻害抗体による治療効果が、使用するがん細胞株の種類およびマウス

の系統によって大きく異なったことから、本研究では、抗 PD-1 阻抗体による治療効果を予測し

得るバイオマーカーを探索するとともに、抗 PD-1 阻害抗体と組み合わせることにより相乗効果

を示す治療法の開発を目的とする。これにより、抗 PD-1 阻害抗体の効果が期待される患者を

選別するとともに、抗 PD-1 阻害抗体単独では効果が期待されない患者にはより効果的な治療

法を提供することが可能になると期待されるため、その臨床的および学術的意義は大きいと考

えられる。 

 

A. 研究目的 

 がんによる死亡は年々増加しており、難治

性がんに対する早急な対応が求められている。

免疫療法は有望な新規治療法と考えられて

いるが、現在まで期待通りの臨床効果は得ら

れていない。その最大の理由として、癌細胞

がみずから腫瘍免疫応答を抑制し、宿主免疫

から逃れる『免疫逃避機構』の存在があると考

えられる。マウスを用いた実験において、免疫

抑制受容体 PD-1（Programmed cell death-1）

の機能を阻害することによりがん免疫が増強

され、効率的にがんが拒絶されたことから、が

んによる免疫逃避機構において PD-1 が中心

的な役割を果たしていると考えられる。そこで、

PD-1 阻害によるがん免疫の再活性化を目指

した新規治療法の開発を行ってきた。 

 これまでの我々の基礎検討において、抗

PD-1 抗体による治療効果が、使用するがん

細胞株の種類およびマウスの系統によって大

きく異なったことから、本研究では、抗 PD-1 抗

体による治療効果を予測し得るバイオマーカ

ーを探索するとともに、抗 PD-1 阻害抗体と組

み合わせることにより相乗効果を示す治療法

の開発を目的とする。 

 

B. 研究方法 

１）PD-1 による抑制効果を検知するマーカー

の探索 

 これまでに、がん細胞の表面上に PD-1 リガ

ンドが発現している場合には、抗 PD-1 阻害抗

体が治療効果を示す可能性が高いことを示

唆する結果が得られているが、リンパ球側の



 

バイオマーカーについては、ほとんど解析さ

れていない。そこで、PD-1 により抑制を受けて

いる T 細胞を効果的に検出する目的で、T 細

胞の活性化状態を可視化するシステムの構

築を試みている。プロモーター配列、使用す

る細胞株、刺激条件等について、様々な組み

合わせで比較検討を行った。 

 昨年度までに実施したマイクロアレイによる

網羅的発現解析の結果から、抗原受容体刺

激により発現が誘導される遺伝子の全てが

PD-1 によって抑制される訳ではないことを明

らかとした。そこで、PD-1 により効率的に発現

が抑制される遺伝子の転写調節領域を用い

ることにより、PD-1 による抑制を可視化するシ

ステムの構築を試みた。 

 

２）抗 PD-1 阻害抗体と組み合わせることにより

相乗効果を示す治療法の開発 

 PD-1 阻害は、がん免疫を増強する反面、自

己免疫を惹起する可能性がある。PD-1 欠損

マウスが、マウスの系統により異なる種類の自

己免疫疾患を自然発症することから、PD-1 欠

損による免疫応答の活性化には、PD-1 欠損

以外の遺伝要因や環境要因が大きく影響を

与えると考えられる。最近我々は、LAG-3

（Lymphocyte activation gene-3）という別の免

疫抑制受容体が PD-1 と協調的に自己免疫を

制御していることを見出した。他のグループに

よって、がん免疫応答の制御においても PD-1

と LAG-3 が協調的に働くと報告されているが、

そのメカニズムについてはほとんど分かってい

ない。DO11.10 細胞株を用いて、LAG-3 によ

る抗原受容体刺激に対する抑制活性を観察

できる実験系をこれまでに作製するとともに、

PD-1 と LAG-3 を同時に介在させることにより、

相加相乗的な抑制効果を観察できることを見

出している。昨年度までに実施した発現解析

の結果から、抗原受容体刺激による各種遺伝

子の発現誘導に対する PD-1 と LAG-3 の抑制

は、遺伝子によって抑制の程度が異なること

を見出した。そこで、LAG-3 により効率的に発

現が抑制される遺伝子の転写調節領域を用

いることにより、LAG-3 による抑制を可視化す

るシステムの構築を試みた。これにより、細胞

の活性化状態、PD-1 による抑制、LAG-3 によ

る抑制を同時にモニターできるシステムの構

築を試みた。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験にあたっては「動物の愛護及び管

理に関する法律」を遵守するとともに、徳島大

学動物実験委員会において許可を得た後、

徳島大学動物実験管理規則に則って行っ

た。 

 遺伝子改変動物の使用等、組換え遺伝子

実験にあたってはカルタヘナ議定書、遺伝子

組換え生物等の使用等の規制による生物の

多様性の確保に関する法律を遵守するととも

に、徳島大学遺伝子組換え実験安全管理委

員会において許可を得た後、徳島大学遺伝

子組換え実験安全管理規則に則って行っ

た。 

 

C. 研究結果 

１）PD-1 による抑制効果を検知するマーカー

の探索 

 これまで、レポーターの蛍光タンパク質とし

て EGFP を使用して来たが、同時に複数の条

件で細胞の状態を評価するためには、EGFP

とは異なる特性を有する蛍光タンパク質を使

用する必要がある。そこで、BFP、AmCyan、

mCherry 、 tdTomato 、 Crimson 、 Dimer2 、

dsRed2 を検討した。その結果、蛍光強度と検

出器の観点から、EGFP、BFP、Crimson およ



 

び Dimer2 の４種類の蛍光色素を同時に使用

することにより、最大４種類の条件で細胞の状

態を同時に評価できるようになった。 

 昨年度、DO11.10 細胞株において、抗原刺

激により発現量が 2 倍以上上昇し、かつ、

PD-1 により 50％以上、発現誘導が抑制される

遺伝子を 1,465 個、PD-1 による抑制効果が

10％以下の遺伝子を 406 個、同定している。

その中で、PD-1 による抑制効果が特に強い

遺伝子及び弱い遺伝子を 4 個選別し、それら

の転写調節領域をクローニングして、検討し

た。その結果、遺伝子 A の転写調節領域を用

いたレポーター（以下レポーターA）が、PD-1

による抑制を鋭敏に検出し得ることを見出し

た。 

 

２）抗 PD-1 阻害抗体と組み合わせることにより

相乗効果を示す治療法の開発 

 昨年度、DO11.10 細胞株において、抗原刺

激により発現量が 2 倍以上上昇し、かつ、

LAG-3 により 50％以上、発現誘導が抑制され

る遺伝子を 1,431 個、LAG-3 による抑制効果

が 10％以下の遺伝子を 428 個、同定している。

その中で、LAG-3 による抑制効果が特に強い

3 遺伝子、及び上述の 4 遺伝子について、

各々の転写調節領域を検討した。その結果、

レポーターB が、LAG-3 による抑制を鋭敏に

検出し得ることを見出した。一方、レポーター

C は、LAG-3 による影響をほとんど受けなかっ

た。また、PD-1 はレポーターB を抑制したが、

レポーターC は中程度にしか抑制しなかった。

さらに、LAG-3 はレポーターA を抑制しなかっ

た。 

 

D. 考察 

 昨年度までは、抗原受容体刺激により活性

化を受けることが知られている転写因子のモ

デル認識配列を用いてレポーターの作製を

試みていたが、特に標識率が高い条件では、

PD-1 存在下でもレポーター遺伝子の弱い発

現が確認され、PD-1 による抑制を受けた細胞

を明確に分離することが困難であった。今回、

マイクロアレイを用いた網羅的発現解析の結

果を基に、PD-1 により発現誘導が強力に抑

制される遺伝子の転写調節領域を用いること

により、PD-1 による抑制を受けた細胞と受け

ていない細胞を、より明確に分離できるように

なった。しかし、標識率が昨年度までのものよ

りも低いため、縦列化等により、標識効率の向

上を試みている。 

 昨年度の発現解析から、抗原受容体刺激に

よって多くの遺伝子が発現誘導を受けるもの

の、その全てが PD-1 あるいは LAG-3 によっ

て均一に抑制される訳ではないことが明らかと

なったが、今年度は、その特性を利用して、

PD-1 及び LAG-3 による抑制を可視化して判

別できるシステムの構築を試みた。遺伝子 A、

B、C の転写調節領域、及び異なる色の蛍光

色素を用いることにより、PD-1 によって抑制を

受けている T リンパ球（Alow、Blow、Cint）、

LAG-3 によって抑制を受けている T リンパ球

（Ahigh、Blow、Chigh）、両者による抑制を受

けていない T リンパ球（Ahigh、Bhigh、Chigh）、

及び全く抗原刺激を受けていない T リンパ球

（Alow、Blow、Clow）を分離することが可能と

なった。現時点では、レポーターC の標識率

はほぼ 100％であるが、それ以外のものは標

識率が低いため、判定の精度が条件によって

は必ずしも高く無い。また、上述の組み合わ

せでは、PD-1 と LAG-3 の両者によって抑制を

受けている細胞を判別することができないた

め、今後、別の遺伝子の転写調節領域も検討

する予定である。 

 今回作製したレポーターシステムを用いるこ



 

とにより T 細胞の活性化をより鋭敏かつ正確

にモニターできるようになれば、抗 PD-1 抗体

による治療前及び治療中のがん患者におい

てPD-1 が実際にどの臓器のどのような種類の

細胞で、どの程度機能しているかを判定でき

ると期待される。それにより、より効率的な使用

方法の確立に役立つとともに、より効果的な

治療法の開発につながるものと期待される。 

E. 結論 

 抗 PD-1 阻害抗体は、がんの治療に対して

革新的な変化を与えると期待される。しかし、

抗 PD-1 抗体による治療効果は、使用するが

ん細胞株の種類およびマウスの系統によって

大きく異なることから、抗 PD-1 阻害抗体による

T 細胞の活性化レベルを鋭敏かつ正確にモ

ニターし、治療効果を予測する方法を開発す

るとともに、抗 PD-1 阻害抗体の効果をより高

める治療法を開発することが重要である。 
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PD-1 欠損マウスを用いた、バイオマーカー探索の基礎的検討 

 

研究分担者  竹馬 俊介    京都大学 免疫ゲノム医学 助教 

研究協力者  RUI YUXIANG   京都大学 博士課程大学院生 

        

研究要旨 

   がんにおける、PD-1 阻害療法の副作用として起こり得る、アレルギーや自己免疫様症状

の、環境危険因子や早期検出を可能にするバイオマーカーを検討するため、PD-1 欠損マ

ウスに既知の自己抗原を投与し、同時投与でＴ細胞反応に影響するような因子を検討し

た。その結果、結核死菌を投与した PD-1 欠損マウス由来のマクロファージは、炎症性サイ

トカインである IL-6 を大量に産生し、これが T 細胞に作用して IL-17 を産生する炎症性 T

細胞への分化を起こしやすくなる事がわかった。結核の不顕性感染や、それに類する（マ

イコバクテリア属）微生物学的因子が疑われるがん患者においては、思わぬ副作用として

の自己免疫症状が起こり易い可能性があり、このような患者への PD-1 阻害薬投与は、より

慎重に行う必要があること、自己免疫の兆候をいち早く察知するマーカーとして、免疫細胞

から産生される IL-6 の定量が有用である可能性が示唆された。 

 

A. 研究目的 

 ヒト型 PD-1 抗体療法は、がんに対する有効

な免疫増強治療法として国内外で精力的に

開発が進められている。PD-1 阻害による免疫

増強の副作用として、一部の患者には、アレ

ルギーや自己免疫様症状が現れることが予

測され、投与初期に自己免疫疾患の兆候をと

らえるバイオマーカーを得ることが出来れば

有用であると考えられる。また、自己免疫疾患

の危険因子として、患者の先天性因子だけで

なく、基礎疾患や不顕性感染といった環境因

子が考えられる。当研究では、不顕性感染の

代表である、結核菌の菌体抗原が危険性因

子となる可能性を、PD-1 欠損マウスを用いて

検討した。 

 

 

B. 研究方法 

 PD-1 欠損マウスおよび野生型マウスより脾

細胞を調整し、結核死菌を添加して培養を行

った。これを抗原提示細胞として用い、OTII 

TCRトランスジェニックマウスマウスのT細胞を

特異的抗原（OVA323-339）にて刺激した。3

日間培養後、T 細胞を Phorbol 12-Myristate 

13-acetate および ionomycin で 6 時間刺激し、

蛍光標識 CD4 および TCR Vα2 抗体で表面

標識した。4％パラホルムアルデヒド固定後、

0.1％サポニンを含む FACS 緩衝液で洗浄、

細胞内に産生された IL-17 を、特異的抗体で

染色し、結核菌を経験した細胞の T 細胞分化

に与える影響を検討した。培養液中に産生さ

れ る サ イ ト カ イ ン を 、 BD 社 が 提 供 す る

Cytometric Beads Array (CBA)アッセイを用い

て定量した。培養中に、抗 IL-6 レセプター抗



 

体を添加し、IL-6 の作用を中和した状態で、

同様に Th17 分化を評価した。また、野生型マ

ウスに、PD-1 欠損 RAG2 欠損マウスの骨髄お

よび野生型 CD4 陽性 T 細胞を移植し、非リン

パ球でのみ PD-1 を欠損するマウスを作製、こ

こに結核死菌と自己ペプチド（MOG35-55）を

投与して、実験的自己免疫性脳脊髄炎を誘

導した。病勢を観察し、定法によって点数化し

て評価した。 

（倫理面への配慮） 

本研究は、京都大学医学研究科の定める動

物実験実施要綱、および京都大学動物実験

指針を遵守して行った。また、PD-1 欠損マウ

スは、組み換え DNA 技術を用いて作出され

ており、事前に、京都大学組み換え DNA 実

験委員会の承認を得たうえで行った。 

 

C. 研究結果 

  昨年度までに、PD-1 欠損マウスに結核死

菌（250g）を投与すると、同時に投与した脳

由来ペプチドに対し、炎症性サイトカインであ

る IL-17 を産生する T 細胞が多く産生され、

野生型コントロールマウスに比較してはるかに

強い自己免疫性脳脊髄炎が惹起されること、

PD-1 欠損マウスの抗原提示細胞、特に、

CD11b を表現するマクロファージは、野生型

に比べ、Th-17 の分化に必須の IL-6 を多く産

生することを見出している。この IL-6 と Th17

分化亢進の関係を調べるため、PD-1 欠損脾

臓細胞を用いて抗原特異的 T 細胞を分化さ

せる培養系において、IL-6 と、そのレセプター

の結合を阻害する抗体を作用させた。この処

置は、Th17 分化を阻害抗体の濃度依存性に

抑制したため、PD-1 欠損マクロファージから

の IL-6 産生が Th17 分化亢進に直接かかわっ

ていることが明らかになった。また、骨髄移植

法によって、マクロファージなど、非リンパ球系

細胞でのみ PD-1 を欠損するマウスを作製し

た。このようなマウスでは、PD-1 を発現するコ

ントロールマウスに比較して、実験的脳脊髄

炎の早期発症および重症化が観察された。 

 

D. 考察 

 PD-1 欠損下では、マクロファージから通常よ

り多くの IL-6 産生が起こり、自己反応性 T 細

胞に作用して Th-17 細胞を分化させる可能性

が示唆された。IL-6 は、PD-1 欠損マウスと野

生型マウスで結核菌刺激後初期に差が見ら

れた唯一のサイトカインであり、PD-1 抗体治

療開始時の血清 IL-6 を測定すれば、免疫増

強療法の副作用としての自己免疫疾患発症

を予測できる可能性がある。 

 

E. 結論 

 結核菌など、抗原提示細胞からの IL-6 を誘

導する活性をもつ病原体、およびカビなどの

環境因子は、潜在的に自己反応性 Th-17 の

分化も起こす可能性を持っている。ここに

PD-1 阻害を行うと、自己反応性 Th-17 の活性

化を誘導し、思わぬ自己免疫病を発症する可

能性がある。よって、患者における、不顕性感

染などの微生物学的因子は、PD-1 抗体療法

の際に慎重にモニタリングされる必要がある。 
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がん免疫逃避機構を標的にした次世代型免疫治療の臨床応用と新規バイオマーカー

の探索に関する研究 

 

研究分担者 万代昌紀 

所属機関名：近畿大学医学部産婦人科、主任教授 

 

A. 研究目的 

末梢血腫瘍細胞（CTC）の検出は乳癌 

患者を中心に診断のみならず治療効果判

定や予後因子としてその有用性が文献報告

されている。しかし卵巣癌における末梢血腫

瘍細胞の検出については、その診断法や臨

床的な意義について未だ不明である。今回

われわれはテロメレース特異的アデノウイル

スを用いた卵巣癌の新規診断法について検

討を行った。 

 

B. 研究方法 

卵巣癌患者 15 例（漿液性腺癌 7 例、粘 

液性腺癌 4 例、明細胞癌 2 例、類内膜腺癌

2 例）を対象に術前に末梢血 7.5ml を採取し、

hTERT promoter および green fluorescence 

protein (GFP) 遺伝子を組み込んだテロメレ

ース特異的増殖型アデノウィルス OBP-401

を用いて、GFP 陽性細胞の蛍光顕微鏡下確

認から、末梢血註腫瘍細胞(CTC)の検出を

行った。なお本検討は倫理委員会承認を受

け、実施にあたっては被験者全員に事前に

文書同意取得した。 

 

C. 研究結果 

D. 1. 上皮性卵巣癌の術前血液 15 例中 10 

例 ( 67% )に GFP 陽性細胞が検出されたが、

健常人では 1 例も GFP 陽性細胞が検出され

なかった。2.GFP 陽性細胞の検出率は病理

組織型、FIGO 進行期、最大腫瘍径、腹水

の有無、および腹膜播種と有意な関連性を

認めなかった。3. GFP 陽性細胞は CA125 陰

性例 3 例中 1 例、CA199 陰性例 10 例中 6

例で検出可能であった。4. 免疫組織染色を

用いた検討において GFP 陰性と判定された

全症例で原発巣に hTERT の発現をみとめ

た。 

 

E. 結論 

術前末梢血を用いたテロメレース特異的増

殖型アデノウィルスによる CTC の検出は、一

定の臨床条件を有する卵巣癌患者の有用

な術前直接診断法となりうると考えられ、特

に計画的妊孕能温存治療、低侵襲治療、再

発卵巣癌の早期診断等への応用が期待さ

れる。 
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