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厚生労働科学研究費補助金 
がん対策推進総合研究事業（革新的がん医療実用化研究事業） 

 
総括研究報告書 

 
成人T細胞白血病の治癒を目指した病因ウイルス特異抗原を 

標的とする新規複合的ワクチン療法： 
抗CCR4抗体を併用した樹状細胞療法 第I/II相試験 

(H25-実用化(がん)‐一般‐003） 
 

研究代表者：末廣 陽子 国立病院機構九州がんセンター血液内科 医長 
 

研究要旨 
我々は ATL に対する非侵襲的治療の開発を目的とし、病因ウイルス抗原である Tax を標的と
した樹状細胞ワクチンの実用化を目指した治験を計画した。平成 24 年にプロトタイプである既
治療 ATL患者に対する HTLV-I Tax標的樹状細胞ワクチン単独の第 I相臨床研究を実施し、登録
患者 3症例で安全性を確認した。全例で PSの改善を認め一年以上無治療で外来経過観察が可能
であった(2例で 2年以上経過観察中)。これらの症例では、長期的な ATL抑制機構の存在が示唆
された。本研究ではこの樹状細胞ワクチンの効果増強を目的とし、抗 CCR4抗体を併用する複合
的免疫療法の第 Ia/Ib相医師主導治験を推進する。平成 26年度は、治験開始に向けて治験薬概要
書、治験実施計画書の作成、GMP、GCP組織整備とともに関連 SOPを作成し PMDA薬事戦略相
談、施設 IRB承認を経て治験を開始した。 

 
研究分担者 
1. 神奈木真理 東京医科歯科大学  教授 
2. 赤司 浩一 九州大学大学院  教授 
3. 松岡 雅雄 京都大学ウイルス研究所 教授 
4. 石田 高司 名古屋市立大学        准教授 
5. 渡辺 信和  
東京大学医科学研究所（～2月） 特任准教授 
九州がんセンター   （3月～）      医長 

6. 福田 哲也 東京医科歯科大学  助教 
7. 白土 基明 九州大学大学院  助教 
8. 下川 元継 九州がんセンター       研究員 

 
Ａ. 研究目的 
本研究では ATL の新規治療法開発を目的に
既治療 ATL 患者を対象としてウイルス特異抗
原である Taxを標的とした樹状細胞(DC)ワクチ
ン療法の安全性、忍容性の検証を行う。本臨床

試験では、制御性免疫の抑制、残存病変の縮小

効果による効率的な抗腫瘍免疫の誘導を目的と

して、抗 CCR4 抗体を併用する複合的免疫療法
の第 Ia/Ib 相治験を計画した。本年度は、DC ワ
クチンの実用化を目指し、PMDA薬事戦略相談、
施設 IRB承認を経て治験計画届を提出。医師主
導治験を開始した。 

 
 

Ｂ. 研究方法 
1. ATLに対する Tax特異的樹状細胞ワクチン
療法の第 I 相臨床研究追跡調査 
 本研究に先行して平成 24 年度に実施した既
治療 ATL 患者を対象とした Tax 特異的 DC ワ
クチン単独療法の第 I相臨床研究追跡調査を実
施し、長期安全性評価、免疫解析を行い、有効

性を検討した。臨床研究完遂例の追跡調査とし

て臨床経過観察、腫瘍マーカー  (sIL-2R)、
HTLV-1プロウイルス量、Taxテトラマー解析に
よる CTL検出、制御性 T細胞の解析を実施した。 
 
2. 抗 CCR4 抗体を併用した複合的免疫療法第
Ia/Ib 相医師主導治験 

 平成 26 年度は PMDA 薬事戦略相談対面助言
に基づき治験薬製造における生物由来原料を

見直し（培地、試薬変更）、製造手順書、指図

書・記録書を修正した。健常人 3 例のアフェレ

ーシス検体を用いた治験薬製造工程のバリデ

ーション、および治験薬の品質・安全性・安定

性の検証、非臨床試験（マウス毒性試験、造腫

瘍性試験）を実施した。また多施設での治療応

用に向けた製剤の搬送試験を開始した。ワクチ

ン製剤の調製は、九州大学 CAMIの細胞調製施
設で実施された。また治験調整事務局、安全性
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部門を九州がんセンターに設置、モニタリング、

データマネジメント、監査を CROに委託した。 

3. Tax特異的 CTLの解析（神奈木班員） 
臨床研究完遂例の末梢血単核球を用い、Tax テ
トラマー解析を実施。Tax テトラマー陽性
CD8+T細胞の頻度と機能を評価した。 
 
4. HTLV-1プロウイルス解析(松岡班員) 
 HTLV-1 bZIP factor（HBZ）は全ての ATL 症

例で発現しており、免疫療法の標的となること

が期待できる。HBZ を発現するワクチニアウイ

ルスを作製し、マウスに接種後、抗原特異的免

疫反応を解析した。 
 
5. 抗 CCR4抗体による免疫賦活作用の解析 
(石田班員) 
 ATL 患者で抗 CCR4 抗体（モガムリズマブ）
治療による制御性 T細胞および Tax特異的 T細
胞の動態を解析した。 
 
6. マルチカラーFACS 解析システムによる ATL
細胞、制御性 T 細胞および HLA-A 発現の同時解

析 

ATL 細胞、Treg における表面マーカー、および

Foxp3やCTLA-4など細胞内機能分子の同時解析

を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は、治験に関する倫理指針を遵守して行

う。「成人 T細胞白血病の治癒を目指した病因
ウイルス特異抗原を標的とする新規複合的ワ

クチン療法：抗 CCR4抗体を併用した樹状細胞
療法 第 I/II相試験」は、治験実施施設である九
州がんセンター、九州大学の IRB承認が得られ
治験計画届が受理された。特殊検査・付随研究

においては、「Tax に対する CTL の免疫動態」
は東京医科歯科大学の IRBにより承認。「ATL
症例の HTLV-1プロウイルス解析」は京都大学
の倫理審査委員会で承認。「抗 CCR4抗体によ
る免疫賦活作用」は、名古屋市立大学の倫理審

査委員会の承認を得た。 
 
Ｃ. 研究結果 
1. ATLに対する Tax特異的樹状細胞ワクチン
療法の第 I 相臨床研究追跡調査 
 
1-1. 臨床経過 
 樹状細胞ワクチンを単独投与した3症例の被
験者においてgrade3以上の非血液学的毒性を

認めず、接種開始後23-30ヶ月の経過で安全性
は確認された。部分寛解が得られた2症例は, 
いずれも2年以上無治療経過観察で生存中であ
り、内1例は6ヶ月後の評価で完全寛解が得られ、
現在維持ができている。 
 

1-2. Taxテトラマー解析による CTL検出 
 末梢血 CD8+細胞中の Tax 特異的テトラマー

陽性 CTL 解析において、3 症例とも DC ワクチ

ン接種開始から 16-20 週目の末梢血検体で、培

養中に Tax 特異的 CTL の増殖応答が観察された。

しかし CTL の機能（増殖能、IFN産生能）は、

ワクチン接種 6ヶ月以降で次第に低下傾向を示

した。ATL に対する腫瘍ワクチン療法は安全で

有望な治療方法と考えられるが、時間経過とと

もに CTL 機能の低下が認められ、免疫抑制に抗

する工夫が必要と考えられた。 

 
2. 抗 CCR4 抗体を併用した複合的免疫療法第
Ia/Ib 相医師主導治験 
 PMDA薬事戦略相談（事前面談8回、対面助
言4回）、施設IRB承認を経て平成26年12月17
日に治験計画届が承認された。 

 
2-1. 治験実施体制 
・ 治験実施施設  九州がんセンター、九州大
学（追加予定：東京医科歯科大学、名古屋

市立大学） 
・ 治験調整事務局（患者登録・情報管理）              

：九州がんセンター 
・ 細胞調製実施機関：九州大学 
・ 基礎解析機関：東京医科歯科大学 

                 京都大学ウイルス研究所  
 
2-2. 治験骨子 
・ ワクチン療法のデザイン：第 Ia/Ib相 
・ 登録期間：登録開始から 2年間 
・ 対象患者：HLA-A2, A24, A11を有する既
治療の ATL患者 
・ 目標登録数：9-18症例 
・ 主要評価項目：安全性・忍容性の確認 
・ 副次評価項目：奏功率、次治療開始まで

の期間、制御性 T 細胞の抑制効果、抗ウ
イルス効果、腫瘍マーカー(sIL-2R)、血中
Mogamulizumab濃度、 

 
2-3. 治験製剤 

 PMDA薬事戦略相談を通して治験製剤の品
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質・安全性の観点から生物由来原料、最終製品

規格、出荷試験の見直しを行い、培地・試薬の

変更、微生物試験の妥当性を検討した。新たに

健常人ドナーのアフェレーシス検体で細胞調

製工程、規格試験のバリデーション、安定性試

験を実施。非臨床試験としてin vitroでの造腫瘍
性試験(核型試験、軟寒天コロニー形成試験、
延長培養試験)によりサイトカイン非依存性、
足場非依存性の増殖能がないことを確認した。

また免疫不全マウスを用いた反復投与試験 
(GLP準拠)では明らかな毒性を認めず安全性を
確認した。これと並行して治験製剤調製施設に

おけるGMP施設整備、運用管理・組織整備の
ためのGMP関連文書作成を作成した。製剤の
搬送試験では、製剤品質を解析・評価するため

の施設間標準化が進行中である。 

 
2-4. GCP組織整備 
 平成26年度はGCP組織整備を推進し治験調
整委員会、効果安全評価委員会、治験調整事務

局、安全性情報部門を設置し各担当者を選定し

た。GCP運用管理に関するSOP書類の作成、デ
ータマネジメントの一環としてEDCシステム
を導入した。モニタリング、監査部門、統計解

析はCROに委託。治験前GCP監査を終了、治験
実施体制が整った。 
 

4. HTLV-1プロウイルス解析 
HBZ を発現するワクチニアウイルスを作製し、

その免疫原性を解析した。免疫により細胞傷害

性 T リンパ球の誘導が可能であり、その細胞傷

害性 T リンパ球は HBZ 発現細胞の抑制、担がん

マウスの生存延長をもたらした。Tax に加えて

HBZ も免疫治療の標的となることが示され、複

数の標的分子の併用は、ATL に対する免疫療法

の相乗効果が期待できるのみでなく対象拡大

につながることが期待できる。 

           
5. 抗 CCR4抗体による免疫賦活作用 

ATL患者で抗CCR4抗体（モガムリズマブ）治
療による制御性T細胞およびTax特異的T細胞

の動態を解析した。抗CCR4抗体の投与により

機能的制御性T細胞（effector Treg）の比率

が著しく低下しTax特異的CTLの増加を認めた。 

 
6. マルチカラーFACS 解析システムによる ATL
細胞、制御性 T 細胞および HLA-A 発現の同時解

析 

健常人末梢血を用いた予備実験を実施し、Treg

における表面マーカー、および Foxp3 や CTLA-4

など細胞内機能分子の同時解析が可能である

ことが示された。免疫療法における免疫応答と

残存病変のモニタリングの手段として、有用な

ツールとなることが期待された。 

 

Ｄ. 考察 
 ATLに対する Tax特異的 DCワクチン単独の
第 I 相臨床研究（プロトタイプ）を完遂した 3
症例で安全性が確認された。少数例ではあるが、

抗腫瘍効果、Tax特異的 CTLの活性も確認され
たことから、今後、移植非適応の ATL 患者に
対して有望な治療法として期待できる。本研究

では、次世代のワクチン療法として抗 CCR4抗
体を併用した複合的ワクチン療法の実現化を

図る。基礎解析の結果より抗 CCR4抗体による
機能的制御性 T 細胞の排除が認められ、DC ワ
クチンの抗腫瘍免疫を効率よく誘導できるこ

とが期待される。本研究は、国内独自のシーズを

臨床展開する独創的なトランスレーショナルリ

サーチであり、非侵襲的治療の実用化は社会的意

義が大きいと考える。 

 
Ｅ. 結論 
 ATL に対する HTLV-Ⅰ Tax 特異的 DC ワク
チン療法第 I 相臨床研究（プロトタイプ）の安
全性が確認された。本研究課題では「抗 CCR4
抗体を併用した複合的ワクチン療法：第 Ia/ Ib
相試験」を実施し安全性、有効性を検証する。

本年度は、PMDA薬事戦略相談、施設 IRB承認
を経て治験計画届を提出。医師主導治験を開始

した。 
 
Ｆ. 健康危険情報 
該当なし 

 
Ｇ. 研究発表 
１. 論文発表 
1.  Suehiro Y, Hasegawa A, Iino T, Sasada A, 

Watanabe N, Matsuoka M, Takamori A, 
Tanosaki R, Utsunomiya A, Choi I, Fukuda T, 
Miura O, Takaishi S, Teshima T, Akashi K, 
Kannagi M, Uike N, Okamura J. Clinical 
outcomes of a novel therapeutic vaccine with 
Tax peptide-pulsed dendritic cells for adult 
T-cell leukaemia/lymphoma in a pilot study. 
British journal of haematology, (2015). doi: 
10.1111/bjh.13302 
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2. 末廣陽子. ATL に対する免疫療法の現況． 
細胞 46 (6)：266-269，2014．（2014年 6月
30日公刊） 

3. 神奈木真理、長谷川温彦、金原秀一、  
末廣陽子 .  成人 T 細胞白血病に対する免
疫療法(AZT/IFN-α、骨髄移植、樹状細胞ワ
クチンなど）. 血液フロンティア, 医薬ジャ
ーナル社 24: 1631-8, 2014 

 
２. 学会発表 
《国際学会》 
1. Choi I, Eto T, Tanosaki R, Shimokawa M, 

Takatsuka Y, Utsunomiya A, Takemoto S, 
Taguchi J, Fukushima T, Kato K, Teshima T, 
Nakamae H, Suehiro Y, Yamanaka T, 
Okamura J, Uike N. Unrelated Bone Marrow 
Transplantation with reduced Intensity 
Conditioning Regimen for elderly patients with 
adult T-cell leukemia/lymphoma, Feasibility 
Study with two-year follow up data. The 19th 
Congress of the European Hematology 
Association, June 12-15, 2014, Milan, Italy. 

2. Suehiro Y, Iino T, Hasegawa A, Watanabe N, 
Matsuoka M, Tanosaki R, Utsunomiya A,  
Choi I, Shiratsuchi M, Teshima T, Akashi K, 
Kannagi M, Uike N, Okamura J. Excellent 
quality of lives for preciouslu treated adult  
T-cell leukemia/lymphoma patients after 
autologous dendritic cell vaccine therapy 
targeting HTLC-1 Tax antigens, European 
Society for Medical Oncology 2014, 26-30 
September 2014, Madrid, Spain. 

3. Tanosaki R, Choi I, Shimokawa M, 
Utsunomiya A, Tokunaga M, Nakano N, 
Fukuda T, Nakamae H, Takemoto S, 
Kusumoto S, Tomoyose T, Sueoka E, 
Shiratsuchi M, Suehiro Y, Yamanaka T, 
Okamura J, Uike N. Allogeneic Peripheral 
Blood Stem Cell Transplantation Using 
Reduced Intensity Conditioning Regimen with 
Fludarabine and Busulfan from HLA Matched 
Related Donor for Elderly Adult T 
Cell-Leukemia/Lymphoma 
Results-of-Multicenter-Phase-II Study 
(ATL-NST-3). (poster) 56th American Society 
of Hematology Annual Meeting and 
Exposition, Dec. 6-9, 2014, San Francisco,CA. 

 
 
 

《国内学会》 
1. 渡辺恵理、佐藤奈津子、末廣陽子、鵜池直
邦、渡辺信和. 成人Ｔ細胞白血病（ATL）
に対する樹状細胞療法後の ATL 細胞と免
疫細胞動態の同時解析. 第 24回日本サイト
メトリー学会，2014年 6月 28日-29日，関
西医科大学（大阪府枚方市） 

2. 飯野忠史、末廣陽子、長谷川温彦、渡辺信
和、田野崎隆二、宇都宮與、松岡雅雄、豊

嶋崇徳、赤司浩一、鵜池直邦、岡村 純、

神奈木真理．成人 T 細胞性白血病に対する
樹状細胞ワクチン療法．第 18回日本がん免
疫学会総会，2014 年 7 月 30 日-8 月 1 日，
松山市． 

3. 渡辺恵理、佐藤奈津子、渡辺信和、末廣陽
子、鵜池直邦. ATL に対する樹状細胞療法
後の ATL 細胞と免疫細胞動態のマルチカ
ラーFACS解析. 第 1回 HTLV-1学会学術集
会，2014年 8月 23-24日，東京． 

4. 末廣陽子．ATL発がん機構と治療の新開発 
成人 T 細胞白血病/リンパ腫に対する免疫
療法 :免疫機序を介した多面的治療戦略の
アプローチ．シンポジウム，第 73回日本癌
学会学術総会，2014年 9月 25-27日，横浜． 

5. 渡辺恵理、佐藤奈津子、末廣陽子、崔 日
承、鵜池直邦、渡辺信和．12カラー・フロ
ーサイトメトリーによる ATL に対する樹
状細胞療法後の ATL 細胞と免疫細胞の同
時解析、ｗ第 76回日本血液内科学会学術集
会，2014年 10月 31日-11月 1日，大阪． 

6. Kannagi M, Hasegawa A, Kinpara S, Suehiro 
Y. The roles of acquired and innate immunity in 
HTLV-1 infection: Implication for therapy and 
pathogenesis. 第 62 回日本ウイルス学会学
術集会、シンポジウム（S06 ウイルス感染
に対する免疫応答）2014年 11月 10-12日、
横浜 

 
Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
 なし 
２．実用新案登録 
 なし 
３．その他 
 なし 
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厚生労働科学研究費補助金 
がん対策推進総合研究事業（革新的がん医療実用化研究事業） 

 
分担研究報告書 

 
プロトコール作成細胞製剤の調製、免疫解析 

 
研究分担者：神奈木真理 東京医科歯科大学 医歯学総合研究科 教授  

 

研究要旨 
成人 T細胞白血病（ATL）に対する治療には、即効性のある導入療法とともに長期間有効な寛解
維持療法が必要である。現時点では、同種造血幹細胞移植療法が長期寛解を得る治療法として認知

されているが同時に重篤な副作用の危険がある。我々は ATLに対する幹細胞移植療法に関して 12
年間の臨床−基礎共同研究を行い、移植後の ATL症例から Tax特異的細胞傷害性 T細胞（CTL）の
主要認識エピトープを同定し、CTL エピトープ部位の Tax ペプチドを用いた抗腫瘍ワクチン療法
の開発を行った。本年度は 2012年に開始した臨床研究「成人 T細胞白血病(ATL)に対する HTLV-1 
Tax特異的 T細胞応答賦活化ペプチドパルス樹状細胞を用いた新規免疫療法第 I相試験」に参加し
た ATL 患者３症例の経過および免疫応答の追跡を行うとともに、抗 CCR4 抗体医薬モガリズマブ
と Taxペプチドパルス樹状細胞ワクチンを併用した新規複合的ワクチン療法「抗 CCR4抗体を併用
した自家樹状細胞療法」の実用化を目指し医師主導臨床治験の第 Ia/Ib 相試験実施の手続きを進め
た。この際 PMDA の指導を仰ぐため頻回の事前面談を経て対面助言を受け、本臨床治験の実施に
あたり明確にしておく必要のあった Tax ペプチドパルス樹状細胞の品質安定性について追加検討
を行い、さらに今後多施設での治験実施を可能にするため、製品運搬による品質安定性について健

常者アフェレーシス検体を用いて検討した。これらの結果を踏まえ試験実施計画書を作成提出し治
験準備が整った。 

 
 
Ａ. 研究目的 

ATL 患者に対する Tax 特異的 CTL 応答の強
化を意図した、CTLエピトープ部位のペプチド
を付加した自家樹状細胞（DC）免疫ワクチン療
法の確立を目的とする。本年度は、新規にモガ

ムリズマブとワクチンの併用療法の実用化を

目指した臨床治験に向けて、Tax ペプチドパル
ス樹状細胞の保存や運搬による品質安定性を

検討した。 
 
Ｂ. 研究方法 
1. Taxペプチドパルス DC免疫ワクチン療法施
行後の ATL患者の免疫解析 
末梢血単核球の細胞表面抗原、HLA/Taxペプチ
ドテトラマー染色による CTL頻度の解析、Tax
抗原および CMV に対する応答性をフローサイ
トメトリーで評価した。 
 
2. 新規「抗 CCR4抗体を併用した自家樹状細胞
療法第 Ia/Ib相試験」に向けての準備 
医師主導臨床治験の承認を受けるため、申請に

必要なプロトコール作成、安全性試験、品質試

験に関する班員による打ち合わせを九州また

は東京で頻回に行い、複数回の PMDAへの事前
面談•対面助言を経て、申請書類の作成を行った。 
 
3. 健常者アフェレーシス検体を用いた Tax ペ
プチドパルス樹状細胞の長期保存•搬送による
品質安定性に関する試験 
i) 凍結された Tax ペプチドパルス樹状細胞を
解凍してワクチンに供されるため、一定期間（0, 
2, 3ヶ月）凍結後の製品の品質について、アロ
CD4+T細胞刺激能（MLR）を指標に評価した。 
ii) 一定期間（0, 2, 3ヶ月）凍結された Taxペプ
チドパルス樹状細胞を九州大学より当大学へ

ドライシッパーを用いて搬送し、解凍後の製品

の品質について、生細胞数、DC の細胞表面形
質（CD11c, CD14, CD40, CD80, CD83, CD86, 
HLA-DR）を指標に評価した。 
 
（倫理面への配慮） 
「成人 T 細胞白血病(ATL)に対する HTLV-Ⅰ 
Tax特異的 T細胞応答賦活化ペプチドパルス樹
状細胞を用いた新規免疫療法第 I 相臨床試験」



- 6 - 

は、九州大学と東京医科歯科大学の倫理審査委

員会により承認済みである。新規の治験計画

「抗 CCR4抗体を併用した自家樹状細胞療法第
Ia/Ib相試験」については、九州がんセンターの
倫理審査委員会で承認され、現在東京医科歯科

大学に申請中である。 
 
Ｃ. 研究結果 
1. 既に実施された Taxペプチド添加 DCワクチ
ン療法第 I相試験に参加したATL患者の免疫応
答追跡 
現在、九州がんセンター病院でフォローアップ

されている第 I相臨床試験参加 ATL患者 3名の
T 細胞応答解析を行った。3 例のうち２例は部
分寛解となりワクチン接種後現在まで（それぞ

れ２年と１年半）無治療で経過しており、１例

は病状が安定していたが徐々に進行し 14 ヶ月
目から別の治療が加えられた。３症例とも DC
接種開始から 16-20 週目の末梢血検体で、培養
中に Tax 特異的 CTL の増殖が観察された。し
かし、末梢血 CD8+T 細胞中の Tax 特異的テト
ラマー陽性 CTLの機能（増殖能、IFNg産生能）
は、部分寛解の症例で、ワクチン接種開始から

6 ヶ月以降しだいに低くなった。病状の進行が
見られた症例では Tax 特異的 CTL の機能は保
たれていたが、リンパ節生検で腫瘍細胞の Tax
発現能が乏しい事が分かった。 
 
2. 一定期間（0, 2, 3ヶ月）凍結保存後の Taxペ
プチドパルス樹状細胞製品の品質評価 
各期間凍結保存後に解凍した樹状細胞をアロ

CD4+T細胞と 4日間共培養したところ、試験し
たすべての樹状細胞がアロ CD4+T 細胞刺激能
を有していることがわかった。 
 
3. 凍結 Tax ペプチドパルス樹状細胞運搬後の
製品の品質評価 
運搬された凍結細胞の生細胞数•細胞表面形質
について、運搬による大きな影響は認められな

かった。 
 
 
Ｄ. 考察 
 既に実施した Taxペプチド添加樹状細胞療法
の第 I 相臨床試験に参加した ATL 症例では,ワ
クチン接種後 1 年以上の無治療期間が得られ、
免疫解析では Tax 特異的 CTL の活性が検出さ
れた。このことから、ATLに対する腫瘍ワクチ
ン療法は安全で今後有望な治療方法と考えら

れる。しかし、時間経過とともに CTL機能の低

下が認められ、免疫抑制に抗する工夫が必要と

考えられた。 
これまでの研究成果を踏まえ、現在準備を進め

ているモガムリズマブと Tax ペプチドパルス
DC ワクチンの併用療法「抗 CCR4 抗体を併用
した自家樹状細胞療法」では、モガムリズマブ

により CCR4陽性の ATL細胞とともに制御性 T
細胞の減少が期待され、ATL患者における免疫
抑制が軽減される可能性がある。 
抗 CCR4抗体を併用した自家樹状細胞療法」を
新規医師主導臨床治験として実施するため行

った、健常者のアフェレーシス検体を用いた製

品（Tax ペプチドパルス樹状細胞）の長期凍結
保存•運搬後の品質安定性試験では、長期保存や
運搬による品質への影響は大きくないことが

確認された。この結果から、Tax ペプチドパル
ス樹状細胞を用いた臨床治験は品質の面では、

実施可能であるとともに、運搬による他施設実

施も可能であると考えられた。 
 
Ｅ. 結論 
 新規の医師主導臨床治験「抗 CCR4抗体を併
用した自家樹状細胞療法」の治験実施に向けて、

治験製品の保存•運搬による製品の品質安定性
が確認された。 
 
 
Ｇ. 研究発表 
１. 論文発表 
1. Suehiro Y, Hasegawa A, Iino T, Sasada A, 

Watanabe N, Matsuoka M, Takamori A, 
Tanosaki R, Utsunomiya A, Choi I, Fukuda T, 
Miura O, Takaishi S, Teshima T, Akashi K, 
Kannagi M, Uike N, Okamura J. Clinical 
outcomes of a novel therapeutic vaccine with 
Tax peptide-pulsed dendritic cells for adult 
T-cell leukaemia/lymphoma in a pilot study. 
British journal of haematology, (2015). doi: 
10.1111/bjh.13302 

2. Kinpara S, Ito S, Takahata T, Saitoh Y, 
Hasegawa A, Kijiyama M, Utsunomiya A, 
Masuda M, Miyazaki Y, Matsuoka M, Nakamura M, 
Yamaoka S, Masuda T. & Kannagi M. 
Involvement of double-stranded 
RNA-dependent protein kinase and antisense 
viral RNA in the constitutive NFkappaB 
activation in adult T-cell leukemia/lymphoma 
cells. Leukemia , (2015). doi: 10.1038/leu.2015.1 

3. Araya N, Sato T, Ando H, Tomaru U, Yoshida 
M, Coler-Reilly A, Yagishita N, Yamauchi J, 



- 7 - 

Hasegawa A, Kannagi M, Hasegawa Y, 
Takahashi K, Kunitomo Y, Tanaka Y, Nakajima T, 
Nishioka K, Utsunomiya A, Jacobson S, Yamano Y. 
HTLV-1 induces a Th1-like state in 
CD4+CCR4+ T cells. J Clin Invest,  (2014). 

4. Tanaka Y, Takahashi Y, Tanaka R, Kodama A, 
Fujii H, Hasegawa A, Kannagi M, Ansari A. A, 
Saito M, Elimination of human T cell leukemia 
virus type-1-infected cells by neutralizing and 
antibody-dependent cellular 
cytotoxicity-inducing antibodies against human 
T cell leukemia virus type-1 envelope gp46. 
AIDS Res Hum Retroviruses 30, 542-552 
(2014). 

5. 神奈木真理、長谷川温彦、金原秀一、末廣陽
子 . 成人 T 細胞白血病に対する免疫療法
(AZT/IFN-α、骨髄移植、樹状細胞ワクチンな
ど）. 血液フロンティア, 医薬ジャーナル社 
24: 1631-8, 2014 

 
２. 学会発表 
《国際学会》 
1. Kannagi M, Kinpara S, Hasegawa A. Impact of 

interferon response in HTLV-1 infection: a 
molecular mechanism of AZT/IFN-a therapy for 
ATL (Invited speaker). IVth Carcinogenic 
Spiral International Meeting, February 10-11, 
2014, Sapporo. 

 
《国内学会》 
1. 神奈木真理 . HTLV-I 感染の免疫学 , 日本

HTLV-1学会設立記念シンポジウム. 2014年
2月，東京 

2. Kannagi M. Immune control of the    
retrovirus-induced adult T-cell leukemia: 
fighting with invisible enemy.第 73回日本癌学
会総会シンポジウム 2014年 9月，横浜 

3. Kinpara S, Saitoh Y, Hasegawa A, Utsunomiya A, 
Masuda M, Miyazaki Y, Matsuoka M, Nakamura 
M, Yamaoka S, Masuda T, Kannagi M. 
Involvement of PKR and anti-sense HTLV-1 
transcripts in the constitutive activation of 
NFκB in ATL cells. 第 73 回日本癌学会 
9/25-27/2014 横浜 

4. Kannagi M, Hasegawa A, Kinpara S, Suehiro Y. 
The roles of acquired and innate immunity in 
HTLV-1 infection: Implication for therapy and 
pathogenesis. 第 62 回日本ウイルス学会学術
集会、シンポジウム（S06ウイルス感染に対
する免疫応答）2014年 11月 10-12日、横浜 

5. 神奈木真理. 成人 T細胞白血病の基礎免疫研
究から発予防・治療ワクチンへ」第 18 回日
本がん免疫学会モーニグレクチャー（2）臨
床 2014年 8月 

6. 金原秀一、斉藤愛記、長谷川温彦、宇都宮與、
増田昌人、宮崎泰司、松岡雅雄、中村正孝、

山岡昇司、増田貴夫、神奈木真理. ATL細胞
内  NF-κB 経路活性化に対する  PKR 分子
と  HTLV-I LTR 領域由来転写産物の寄与 . 
2014 HTLV-1学会 8/23-24/2014 

7. 伊藤さやか、金原秀一、金井秀美、野上開、   
Sawada L, 永野佳子、長谷川温彦、神奈木真理. 
HTLV-1感染細胞における自然免疫応答の検
討. 2014 HTLV-1学会 8/23-24/2014 

8. 安藤聡美、長谷川温彦、村上悠二、神奈木真
理. CTLエピトープペプチドパルス樹状細胞
によるウイルス特異的 T 細胞の誘導および
感染細胞の制御 . 血液疾患免疫療法学会 
京都 9/5-6，2014. 

9. Ando S, Hasegawa A, Murakami Y, Takatsuka 
N, Maeda Y, Masuda T, Kannagi M. CTL 
epitope peptide-pulsed dendritic cell vaccine has 
the potential to restore HTLV-1-specific CTLs 
to eliminate infected cells. 第 43回日本免疫学
会学術集会. 2014年 12月 10-12日、京都 

10. Murakami Y, Ando S, Tanaka Y,Tanaka R, 
Masuda T, Kannagi M, Hasegawa A. 
Evaluation of anti-gp46 neutralizing 
monoclonal antibody vaccine against primary 
HTLV-1 infection to rats.第 43回日本免疫学
会学術集会. 2014年 12月 10-12日、京都 

11. Kinpara S, Saitoh Y, Hasegawa A, Nakamura M, 
Yamaoka S, Matsuoka M, Masuda T, Kannagi 
M.  A link between HTLV-1 leukemogenesis 
and innate immunity; involvement of PKR in the 
constitutive NFκB activation in adult T-cell 
leukemia cells.第 43回日本免疫学会学術集会. 
2014年 12月 10-12日、京都市 

 
Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 玉井洋太郎、長谷川温彦、神奈木真理、田
野崎隆二. HLA-DR1拘束性HTLV-1 Tax特異
的 CD4+T細胞エピトープ。平成 25年 1月 9
日出願（特願 2013-002127、東京医科歯科大
学） 

2. 原嶋奈々江、神奈木真理、田野崎隆二 .「
HLA-A11 拘束性 Tax 特異的抗腫瘍エピトー
プ」平成 25年 1月 18日特許取得（国内特許
第 5176099号、東京医科歯科大学 
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厚生労働科学研究費補助金 
がん対策推進総合研究事業（革新的がん医療実用化研究事業） 

 
分担研究報告書 

 
プロトコール作成 ATL に対する樹状細胞ワクチン療法の開発 

 
研究分担者：赤司 浩一 九州大学大学院 医学研究院  教授 

 

研究要旨 
我々は、九州大学イノベーションセンター、同医学研究院 病態修復内科学、同医学研究院 病

態制御内科学、九州がんセンター血液内科、東京医科歯科大学 免疫治療学分野などの医療機関、

研究機関と共同で、成人 T 細胞性白血病に対する樹状細胞療法の医師主導治験の基盤整備を独立
行政法人医薬品医療機器総合機構（PMDA）との協議を進めながら行なった。特にイノベーショ
ンセンター細胞調整室(CPC)における GMPグレードの細胞調整を確立し、CPC運用に加えて、本
治験の樹状細胞製剤製造に特化した標準作業手順書を完成させた。さらに、実際の治療を想定し

た３名の健常人のアフェレーシスを行い、これらのアフェレーシス産物に由来する末梢血単核球

を用いて、治験と同様のスケール、グレードで樹状細胞製剤の製造を行ない各工程の適切性の確

認、その製剤を用いて品質の評価、安定性、毒性試験など前臨床の各種の試験を行った。その結

果、最終製剤製造までの工程上の SOPは問題ないこと、最終製剤の安全性、安定性、品質など治
験として問題なく行えることを確認し PMDAに報告した。そしてこれらの成果をもとに学内の治
験審査委員会に「成人 T 細胞白血病の治癒を目指した病因ウイルス特異抗原を標的とする新規複
合的ワクチン療法：抗 CCR4 抗体を併用した樹状細胞療法 第 I/II 相試験」として治験の承認申
請をした。 

 
 
Ａ. 研究目的 
これまでの成人 T細胞白血病（ATL）に対す
る樹状細胞療法の臨床試験の経験及び基礎的

検討をもとに、医師主導治験としての樹状細胞

ワクチン療法の開発と細胞療法のための組織、

ハード的な基盤を構築し、実際に治験を行なう

上で必要な非臨床のデータを集積し、医師主導

治験を行い樹状細胞療法の安全性を証明する

ことが目的である。 
 
Ｂ. 研究方法 
医師主導治験に向けての基盤構築が主な研

究内容である。特に、細胞加工製品としての治

験薬である樹状細胞の非臨床安全性評価及び

品質、安定性に関連した試験を行い、それらの

結果に基づいた資料、ワクチン療法の具体的な

プロトコールを作成し、独立行政法人医薬品医

療機器総合機構（PMDA）への治験届け、治験
審査委員会に必要な安定性、品質、毒性などの

評価を目的とした前臨床の試験を行う。これら

の試験は共同研究機関と協議しながら行う。こ

れらの結果、考察から治験としての九州大学で

の樹状細胞製剤の製造を徐々に具体化、実現化

する。すなわち、医師主導治験でのGMP(Good 
Manufacturing Practice: 薬事法に基づく厚生労
働大臣が定めた、医薬品等の品質管理基準)に
準拠したCPCの運用の元での治験実施体制の
構築を行う。さらに、前臨床段階の検証として、

健常人ドナーからの末梢血単核球を用いて実

際にCPCでGMPに準拠した治験と同一のプロ
セスで最終製品である樹状細胞製剤を製造す

ることで、安全性、品質などを評価する。 
 
（倫理面への配慮） 

 健常人ドナーからの末梢血単核球採取及び

細胞培養、加工に関しては、九州大学学内の倫

理委員会の承認を得ている。また、治験に関し

ても九州大学病院の治験倫理審査委員会に承

認申請中である。 
 
Ｃ. 研究結果 

PMDAとの協議の上、我々（九州大学を含む

共同研究機関）が行うべき試験に関して、細胞

製剤であるという特性を踏まえた上で、助言を

頂いた。特に、九州大学では、造腫瘍性に関し



て延長培養試験（予定の期間を超えて培養した

細胞の特性指標の検討）、

試験による

イン非依存性増殖能」

獲得の有無」などの評価と製剤の凍結保管にお

ける安定性の評価について、健康成人由来白血

球から製造した製剤を用いて行なうことにな

った。健康成人３例（

HD3-140710

く行うことができ、得られた製剤の表面マーカ

ーは Table1

 延長培養は、健常人末梢血に由来する製剤を

製造後、引き続き培養を続けた場合に、細胞数

の増加を評価することで形質転換や異常増殖

がおこるかどうかを評価することを目的に行

った。図１

サイトカインである

ず、細胞数の増加はまったく認めなかった。

 

図１.予定の期間を超えて培養した細胞の特性

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

軟寒天コロニー形成試験も

来する樹状細胞製剤を用いて行った。健常人３

人ともコロニーの増殖はなく細胞の形質転換、

サイトカイン非依存性増殖、足場非依存性増職

能獲得はなかった。陰性コントロールとして細

胞株 MRC-

用いた。コロニー数の変化に関するグラフを図

２に示す。

 製剤の凍結後の安定性に関しては、細胞数、

生細胞率として図３に示しているが、健常人３

例のうち、

も生細胞率、細胞数ともに安定していた。

て延長培養試験（予定の期間を超えて培養した

細胞の特性指標の検討）、

試験による「細胞の形質転換能」、「サイトカ

イン非依存性増殖能」

獲得の有無」などの評価と製剤の凍結保管にお

ける安定性の評価について、健康成人由来白血

球から製造した製剤を用いて行なうことにな

った。健康成人３例（HD1

140710）からの樹状細胞誘導は特に問題な

く行うことができ、得られた製剤の表面マーカ

Table1に示している。

延長培養は、健常人末梢血に由来する製剤を

製造後、引き続き培養を続けた場合に、細胞数

の増加を評価することで形質転換や異常増殖

がおこるかどうかを評価することを目的に行

った。図１にあるように、樹状細胞を刺激する

サイトカインである

ず、細胞数の増加はまったく認めなかった。
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軟寒天コロニー形成試験も

来する樹状細胞製剤を用いて行った。健常人３

人ともコロニーの増殖はなく細胞の形質転換、

サイトカイン非依存性増殖、足場非依存性増職

能獲得はなかった。陰性コントロールとして細

-5、陽性コントロールとして

用いた。コロニー数の変化に関するグラフを図

２に示す。 

製剤の凍結後の安定性に関しては、細胞数、

生細胞率として図３に示しているが、健常人３

例のうち、1 例は６ヶ月間の凍結保存において

も生細胞率、細胞数ともに安定していた。

て延長培養試験（予定の期間を超えて培養した

細胞の特性指標の検討）、軟寒天コロニー形成

「細胞の形質転換能」、「サイトカ

イン非依存性増殖能」、「足場非依存性増殖能

獲得の有無」などの評価と製剤の凍結保管にお

ける安定性の評価について、健康成人由来白血

球から製造した製剤を用いて行なうことにな

HD1-140612

）からの樹状細胞誘導は特に問題な

く行うことができ、得られた製剤の表面マーカ

に示している。 

延長培養は、健常人末梢血に由来する製剤を

製造後、引き続き培養を続けた場合に、細胞数

の増加を評価することで形質転換や異常増殖

がおこるかどうかを評価することを目的に行

にあるように、樹状細胞を刺激する

サイトカインである GM-CSF の有無に関わら

ず、細胞数の増加はまったく認めなかった。

予定の期間を超えて培養した細胞の特性

軟寒天コロニー形成試験も健常人末梢血に由

来する樹状細胞製剤を用いて行った。健常人３

人ともコロニーの増殖はなく細胞の形質転換、

サイトカイン非依存性増殖、足場非依存性増職

能獲得はなかった。陰性コントロールとして細

、陽性コントロールとして

用いた。コロニー数の変化に関するグラフを図

製剤の凍結後の安定性に関しては、細胞数、

生細胞率として図３に示しているが、健常人３

例は６ヶ月間の凍結保存において

も生細胞率、細胞数ともに安定していた。

て延長培養試験（予定の期間を超えて培養した

軟寒天コロニー形成

「細胞の形質転換能」、「サイトカ

、「足場非依存性増殖能

獲得の有無」などの評価と製剤の凍結保管にお

ける安定性の評価について、健康成人由来白血

球から製造した製剤を用いて行なうことにな

140612、HD2-140626

）からの樹状細胞誘導は特に問題な

く行うことができ、得られた製剤の表面マーカ

延長培養は、健常人末梢血に由来する製剤を

製造後、引き続き培養を続けた場合に、細胞数

の増加を評価することで形質転換や異常増殖

がおこるかどうかを評価することを目的に行

にあるように、樹状細胞を刺激する

の有無に関わら

ず、細胞数の増加はまったく認めなかった。

予定の期間を超えて培養した細胞の特性

健常人末梢血に由

来する樹状細胞製剤を用いて行った。健常人３

人ともコロニーの増殖はなく細胞の形質転換、

サイトカイン非依存性増殖、足場非依存性増職

能獲得はなかった。陰性コントロールとして細

、陽性コントロールとして Hela

用いた。コロニー数の変化に関するグラフを図

製剤の凍結後の安定性に関しては、細胞数、

生細胞率として図３に示しているが、健常人３

例は６ヶ月間の凍結保存において

も生細胞率、細胞数ともに安定していた。 
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の有無に関わら

ず、細胞数の増加はまったく認めなかった。 
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健常人末梢血に由

来する樹状細胞製剤を用いて行った。健常人３

人ともコロニーの増殖はなく細胞の形質転換、

サイトカイン非依存性増殖、足場非依存性増職

能獲得はなかった。陰性コントロールとして細

Hela を

用いた。コロニー数の変化に関するグラフを図

製剤の凍結後の安定性に関しては、細胞数、

生細胞率として図３に示しているが、健常人３

例は６ヶ月間の凍結保存において
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２例は、３ヶ月間までしか評価していないが安

定していた。細胞の表面抗原に関してはフロー

サイトメトリー法で評価しているが、その陽性

率は、

製剤の段階での陽性率、凍結融解後の陽性率に

大きな違いはなかった。代表データとして、

HD1
ンプル、６ヶ月間の凍結融解後のサンプルにつ

いて、フローサイトメトリーの結果のヒストグ

ラムを図４から６に示す。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２.軟寒天コロニー形成確認試験

図３.凍結後安定性試験（細胞数と生存率）

２例は、３ヶ月間までしか評価していないが安

定していた。細胞の表面抗原に関してはフロー

サイトメトリー法で評価しているが、その陽性

率は、Table.1に示しているが、いずれの場合も
製剤の段階での陽性率、凍結融解後の陽性率に

大きな違いはなかった。代表データとして、

HD1-140612 の製剤、３ヶ月間の凍結融解後サ
ンプル、６ヶ月間の凍結融解後のサンプルにつ

いて、フローサイトメトリーの結果のヒストグ

ラムを図４から６に示す。

軟寒天コロニー形成確認試験
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２例は、３ヶ月間までしか評価していないが安
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製剤の段階での陽性率、凍結融解後の陽性率に
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の製剤、３ヶ月間の凍結融解後サ

ンプル、６ヶ月間の凍結融解後のサンプルにつ

いて、フローサイトメトリーの結果のヒストグ

ラムを図４から６に示す。
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の製剤、３ヶ月間の凍結融解後サ

ンプル、６ヶ月間の凍結融解後のサンプルにつ

いて、フローサイトメトリーの結果のヒストグ

ラムを図４から６に示す。 
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図５. HD1

胞の表面抗原

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６. HD1-

の表面抗原

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ｄ. 考察 
製剤の承認申請に必要な試験としては、品質及

び安全性に関する試験と非臨床安全性に関す

-140612の製剤の表面抗原

HD1-140612 の凍結３ヶ月後融解した細

胞の表面抗原 

-14061 の凍結６ヶ月後融解した細胞

の表面抗原 

製剤の承認申請に必要な試験としては、品質及

び安全性に関する試験と非臨床安全性に関す

の製剤の表面抗原

の凍結３ヶ月後融解した細

の凍結６ヶ月後融解した細胞

製剤の承認申請に必要な試験としては、品質及

び安全性に関する試験と非臨床安全性に関す

の製剤の表面抗原 

の凍結３ヶ月後融解した細

の凍結６ヶ月後融解した細胞

製剤の承認申請に必要な試験としては、品質及

び安全性に関する試験と非臨床安全性に関す
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の凍結３ヶ月後融解した細

の凍結６ヶ月後融解した細胞

製剤の承認申請に必要な試験としては、品質及

び安全性に関する試験と非臨床安全性に関す

る試験を、品質及び安全性に関しては、原薬及

び製剤についてそれぞれ製造方法、規格及び試

験方法、並びに安定性試験に関する資料の提出

を、非臨床安全性に関しては、薬理試験（効力

を裏付ける試験、吸収、分布、代謝、排泄など

の薬物動態試験）、動物実験による毒性試験を

行う必要がある。本治験製剤が細胞製剤という

特殊性を加味すると、従来の化学物質の製剤に

求められる安全性試験、非臨床試験は困難なも

のがある。そこで

議を経た上で、造腫瘍性に関して延長培養試験

（予定の期間を超えて培養した細胞の特性指

標の検討

胞の形質転換能」、「サイトカイン非依存性増

殖能」、「足場非依存性増殖能獲得の有無」な

どの評価と製剤の凍結保管における安定性の

評価について、健康成人由来白血球から製造し

た製剤を用いて行なうことになった。また、延

長培養試験を行うことで、製剤製造後、引き続

き培養を続けた場合に、細胞数の増加を評価す

ることで形質転換や異常増殖がおこるかどう

かを評価した。動物実験による毒性試験、安定

性試験については行なっているが、現在解析中

である。

以上の結果、健常人由来製剤では、安全性、

凍結後の安定性に関して問題ないことがほぼ

証明された。今後は、実際の患者からのサンプ

ルを用いて評価することが必要になる可能性

があり、これは治験を行ないながら慎重に確認

していく。

 
Ｅ.
本治験で用いる予定の製剤である健常人末梢

血由来の樹状細胞製剤に、造腫瘍性は認められ

ず、安定性も確認でき、実際の患者から製造し

た樹状細

とに関しては妥当であると考え
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る試験を、品質及び安全性に関しては、原薬及

び製剤についてそれぞれ製造方法、規格及び試

験方法、並びに安定性試験に関する資料の提出

を、非臨床安全性に関しては、薬理試験（効力

を裏付ける試験、吸収、分布、代謝、排泄など

の薬物動態試験）、動物実験による毒性試験を

行う必要がある。本治験製剤が細胞製剤という
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求められる安全性試験、非臨床試験は困難なも

のがある。そこで
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胞の形質転換能」、「サイトカイン非依存性増

殖能」、「足場非依存性増殖能獲得の有無」な

どの評価と製剤の凍結保管における安定性の

評価について、健康成人由来白血球から製造し

た製剤を用いて行なうことになった。また、延

長培養試験を行うことで、製剤製造後、引き続

き培養を続けた場合に、細胞数の増加を評価す

ることで形質転換や異常増殖がおこるかどう

かを評価した。動物実験による毒性試験、安定

性試験については行なっているが、現在解析中
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分担研究報告書 

 
ATL 症例の HTLV-1プロウイルス解析 

 
研究分担者：松岡 雅雄 京都大学ウイルス研究所 教授 

 

研究要旨 
 成人 T細胞白血病（adult T-cell leukemia: ATL）は、ヒト T細胞白血病ウイルス 1型（human T-cell 
leukemia virus type 1: HTLV-1）の感染により引き起こされる末梢性 Tリンパ球の腫瘍である。Tax
発現は ATL症例では、しばしば障害されているが、全ての症例で HTLV-1 bZIP factor（HBZ）は
発現しており、免疫療法の標的となることが期待できる。HBZを発現するワクチニアウイルスを
作製し、その免疫原性を解析した。免疫により細胞傷害性 T リンパ球の誘導が可能であり、その
細胞傷害性 Tリンパ球は HBZ発現細胞の抑制、担がんマウスの生存延長をもたらした。 

 
 
Ａ. 研究目的 

ATL症例では、Taxの発現は、しばしば障害
されているのに対して HBZ は全ての症例で発
現が認められる。Tax は抗原性が高く、細胞傷
害性 Tリンパ球（CTL）の標的となるのに対し
て HBZ の免疫原性は低いために発現しても細
胞傷害性 Tリンパ球の標的となりにくいことが
予想される。しかし、HBZの恒常的な発現から、
HBZ に対する免疫応答を誘導できれば治療の
有力な手段になることが予想される。この HBZ
に対する細胞傷害性 Tリンパ球の誘導、抗腫瘍
効果に関して検討を加えた。 
 
Ｂ. 研究方法 
１）Tax、HBZ発現ワクチニアウイルスの作製：
抗原遺伝子として HTLV-1 Taxと HBZの変異体
を使用した。Tax は TL130/131AS 変異 (Tax 
M22)・S258A変異（Tax S258A）を挿入した。
一方で HBZは LL27/28AA変異(HBZ LL/AA)を
挿入した。野生型ワクシニアウイルス株

LC16m8 はニワトリ胚線維芽細胞(CEF)に感染
させた。LC16m8 感染 CEF は neon transfection 
system (Invitrogen)によって pBMSF-7cプラスミ
ドを導入することによって相同組換えを起こ

させた。それによって抗原遺伝子は LC16m8株
のヘマグルチニン領域に組み込まれる。作製し

た組換えウイルスは RK13 細胞株により増やし
た。組換えウイルスでの挿入遺伝子発現は抗

Tax 抗体（MI73）と HBZ 抗体（HBZ ペプチド
免疫ウサギ血清）を使い、ウェスタンブロット

で確認した。 

２）実験動物へのワクチン接種 
作製したウイルスは二又針を使い、実験動物の

皮膚に 107 PFUで接種させた。マウス（C56BL/6）
での追加免疫は 3-4 週間に 1回接種し、計６サ
イクル行った。H４、ワクチン接種動物での抗
原特異的反応の検出 
３）抗原特異的反応の解析：マウスでは脾細

胞を使用した。マウス脾細胞とサル PBMC は
CD4 or CD8 magnetic beads（BD）を使用する事
で T細胞を除去し、ELISPOT assay (Mabtech)に
使用した。CTLアッセイとサイトカイン産生誘
導の為に CD4 除去マウス脾細胞は 1uM ペプチ
ドで前刺激を行った。サイトカイン産生はペプ

チドをパルスした bone marrow-derived DCで刺
激する事で誘導した。CTLの細胞障害性を解析
する為に Ly5.1 C57BL/6 マウス脾細胞は 1uM 
pooled peptideで 1週間刺激し、effector細胞と
して使用した。Ly5.2 EL4細胞株は FCS(-) RPMI
中で 1uM peptide を 37℃ 1hr パルスし、target
細胞として使用した。Target に対する細胞障害
性は flowcytometryを使い、AnnexinV (BD)の発
現を測定する事で下記公式によって決定した。

（(E:Tx:1-E:T0:1)/(100-E:T0:1)）×100＝細胞障害
性（％） 

 
（倫理面への配慮） 
本研究におけるプロウイルス解析は京都大

学倫理委員会の承認（承認番号 G-311、844）を
基に遂行している。動物実験に関しては、動物

愛護法に基づいた京都大学動物委員会の承認

を得て遂行している（承認番号：D13-02）。 
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Ｃ. 研究結果 

１） HBZ, Taxに対する CTL誘導 
作製した組換えウイルスは C57BL/6に 6回接種
した。脾細胞での IFN-g産生は 20merオーバー
ラップペプチド刺激によって ELSIPOT で測定
した。rVV-Taxの両方で Tax特異的 CD4と CD8 
T 細胞の誘導を確認した。一方で rVV-HBZ 
LL/AAも同様にワクチン接種マウスに特異的 T
細胞を誘導可能であた。これまで生体内に Tax
特異的 T細胞を誘導する方法は多数報告されて
きた。しかし、HBZ特異的 T細胞の誘導する方
法の報告は無く、今回示した組換えウイルスを

用いた方法は HBZ 特異的 T 細胞誘導の出来る
唯一の方法である。 

２）CTLの細胞傷害性確認 
ワクチンによって誘導された CTL の細胞障害
性を解析する為に CTL killing アッセイを行っ
た。rVV-Tax M22をワクチン接種マウスの脾細
胞は Tax-PA and-PBで前刺激した。その Tax特
異的 bulk CTL は Tax ペプチドをパルスした
EL4 細胞に対して障害した。その障害性は
Tax-PAと Tax-PB EL4の両方で確認された。一
方で rVV-HBZ LL/AA から生じた HBZ 特異的
bulk CTL は HBZ-PB をパルスした EL4 に対し
てのみ細胞障害性を示した。一方で HBZ-PA 
EL4 に対しては killing 活性を示さなかった。
rVV-Tax M22 での結果と異なり rVV-HBZ 
LL/AAが誘導した CTLは主に HBZアミノ酸配
列の後半部（HBZ91-206）を認識して細胞を障害

する可能性が示された。一方で rVV 誘導 Tax
特異的 CTLは Tax-PA と-PB の両方に対して細
胞障害性を示した事から、その認識配列には偏

りが観察されなかった。これは Taxの非常に免
疫原性が高い理由の 1つと考えられる。 
３）HBZトランスジェニックマウスから樹立し
た T細胞株に対する CTLの効果 
C57BL/6 を HBZ 発現ワクチニアウイルス接種
により免疫した。その後、HBZトランスジェニ
ックマウスから樹立した T細胞株（Ht48）を接
種した。Ht48は HBZを発現しており、C57BL/6
に生着可能な細胞株である。HBZ免疫マウスで
は、生存期間の延長が認められ、HBZに対する
免疫反応が抗腫瘍効果を発揮したことが示唆

された。 
 
Ｄ. 考察 
これまで感染細胞数（プロウイルス量）を規

定する因子として HBZ に対する細胞傷害性 T
リンパ球が報告されてきたが、その細胞数の少

なさから解析が進んでいなかった。今回、我々

は HBZ発現ワクチニアウイルスを使って、HBZ
に対する CTLを誘導して、その細胞傷害活性を
明らかにした。重要なことに HBZ によって免
疫を誘導したマウスは、HBZ発現 Tリンパ腫を
接種後、その生存期間延長が認められた。この

ことは HBZ に対する免疫の抗腫瘍活性が確認
できたことを示している。HBZは免疫原性が低
く、CTL誘導の効率がポイントであるが、ワク
チニアウイルスのように効率良く免疫誘導で

きると抗 ATL効果が期待できるものと考える。 
 
Ｅ. 結論 

Taxに加えてHBZも免疫治療の標的となるこ
とが示された。Taxと異なり HBZは全ての症例
で発現しており、その免疫誘導は ATL に対す
る免疫療法の対象を拡げるだけでなく Taxと組
み合わせることによる相乗効果も期待できる。 
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分担研究報告書 

 
CCR4抗体による免疫賦活作用の解析 

 
研究分担者：石田 高司 名古屋市立大学 腫瘍･免疫内科学 准教授 

 

研究要旨 
ATL患者において、血液中 HTLV-1 Tax 特異的 CTLの存在比率は血清 sIL2R値、HTLV-1 load
と有意な負の相関を示した。このことは、HTLV-1 Tax 特異的 CTLの存在が ATLの腫瘍量を規定
する因子の一つであることを示唆し、ATL 治療の標的分子としての、Tax の妥当性を示す。免疫
を負に制御する制御性 T 細胞(Treg)のうち、最も強い Treg 活性を有する、CD45RAloFOXP3hi の

effector Treg は CCR4を強発現している。すなわち、CCR4抗体は、CCR4発現 ATL細胞を直接
傷害することに加えて、effector Tregを減少させ、抗腫瘍免疫応答を増強する可能性がある。この
ことを検証するために、モガムリズマブ治療を受けた ATL 患者において、各種 Treg の動態に加
え、HTLV-1 Taxに対する特異的 T細胞の動態および機能解析を行った。結果、モガムリズマブ治
療は effector Tregを除去することにより、Tax特異的な免疫応答を増強させる。この結果は、ATL
治療の標的分子としての、Tax の妥当性を示すものである。以上より、CCR4 抗体(ATL 細胞およ
び effector Tregの除去)と HTLV-1 Taxに対する樹状細胞療法の併用は ATLに対し、有望な治療法
と考えられる。 

 
 
Ａ. 研究目的 

2012 年、ATL に対する治療薬として CCR4
抗体(モガムリズマブ)が日本で承認された。一
方、免疫を負に制御する制御性 T 細胞(Treg)の
一部も CCR4を発現していることから、本抗体
の標的となる可能性が示唆されている。すなわ

ち、CCR4抗体は CCR4発現 ATL細胞を直接傷
害することに加えて、Treg 細胞を減少せしめ、
抗腫瘍免疫応答を増強している可能性が考え

られる。このことから、CCR4抗体による Treg
除去の可能性およびそれに伴う HTLV-1 Taxに
対する免疫応答の動態解析を行った。これによ

り、CCR4抗体(ATL細胞および Tregの除去) + 
HTLV-1 Taxに対する樹状細胞療法という ATL
に対する新規免疫療法開発の可能性を検討し

た。 
 
Ｂ. 研究方法 

CCR4 抗体治療中の ATL 患者において、
effector Treg (CD45RAloFOXP3hi)] の 頻 度 、
HTLV-1 Tax、に対する特異的細胞性免疫応答、
液性免疫応答を解析した。CCR4 抗体治療中の
ATL患者の免疫応答を解析するにあたり、多施
設共同前方視的観察臨床研究”ATL に対するモ
ガムリズマブ治療中の免疫モニタリング”を実

施した。本試験は名古屋市立大学病院医薬品等

臨床試験審査委員会の承認を得た。 
 
（倫理面への配慮） 
患者由来の腫瘍細胞を用いた研究について

は名古屋市立大学大学院医学研究科ヒト遺伝

子倫理審査委員会の承認を得た上で実施して

いる。 
 
Ｃ. 研究結果 

CCR4抗体投与前の ATL患者において、血液
中 HTLV-1 Tax 特異的 CTL の存在比率 (%/全
リンパ球)は血清 sIL2R と有意な負の相関を示
した[相関係数 -0.360, P= 0.015 (n=51)]。 また、
HTLV-1 Tax 特異的 CTLの存在比率は、血液中
HTLV-1 load (copies/1000PBMC) と有意な負の
相関を示した  [相関係数  -0.410, P= 0.005 
(n=51)]。一方、血液中 CMV特異的 CTLの存在
比率  (%/全リンパ球)は血清 sIL2R [相関係数 
0.046, P= 0.766 (n=51)]  お よび  血液中
HTLV-1 load (copies/1000PBMC) [相関係数 
0.138, P= 0.365 (n=51)] とそれぞれ有意な相関
を示さなかった。このことは、HTLV-1 Tax 特
異的 CTL の存在が ATL の腫瘍量を規定する因
子の一つであることを示唆し、ATL治療の標的
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分子としての、Taxの妥当性を示すものである。
また、ヒトでは FOXP3分子発現の Treg特異性
が低いが、FOXP3 の発現レベルと CD45RA に
より FOXP3+CD4+細胞を 3つに分類することで、
より厳密に Tregを定義することが可能である。
すなわち、 naive Treg (CD45RAhiFOXP3lo)、
effector Treg (CD45RAloFOXP3hi) 、 non-Treg 
(CD45RAloFOXP3lo)に分類され、naive Tregおよ
び effector Treg は免疫抑制活性を有するが、
non-Treg は抑制活性を有しない。また、naïve 
Tregより effector Tregの方が強い抑制活性を持
っている。CCR4 の発現は naive Treg では認め
ず、effector Treg が強い。また non-Treg 中に
CCR4 を発現する sub-population を認める。よ
って、CCR4抗体で標的となる Tregは、理論上
effector Treg である。実際に CCR4 抗体の治療
を受けた ATL患者では、effector Treg分画に存
在する細胞比率は著しく低下した。Tax に対す
る特異的 CTL の存在比率は一定の傾向を示さ
なかったが、effector Treg が低下した状態にお
いて Tax 特異的 CTL の誘導効率は著しく向上
した。このことは、CCR4 抗体治療によって
effector Treg 分画の細胞が除去されることによ
り、Tax に対する免疫応答が増強することを意
味している。 
CCR4抗体治療を受けた ATL細胞は CCR4陽性
であり、さらに ATL細胞を FOXP3と CD45RA
の発現レベルで分類すると、約 40%が effector 
Treg (CD45RAloFOXP3hi)、約 15%が non-Treg 
(CD45RAloFOXP3lo)、残り約 45%が非特異的な
形質を示していた。従って CCR4抗体治療によ
って除去される effector Treg 分画内の細胞に
は Tregに加え、ATL細胞自身も含まれる。 

HTLV-1 Tax に対する血清中の抗体価につい
ては、ATL 患者における HTLV-1 Tax に対す
る免疫応答の程度を示すバイオマーカーにな

り得る所見を得ており、更に解析を進めている。 
 
Ｄ. 考察 

HTLV-1 Tax 特異的 CTL は ATL の腫瘍量を
規定する因子の 1つと考えられる。また、CCR4
抗体治療は effector Tregおよび ATL細胞を除去
することにより、Tax 特異的な免疫応答を増強
せしめる。 
 
Ｅ. 結論 

CCR4抗体(ATL細胞および effector Tregの除
去)と HTLV-1 Taxに対する樹状細胞療法の併用
は ATLに対し、有望な治療法と考えられる。 

 

Ｇ. 研究発表 
１. 論文発表 
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Yoshida T, Ito A, Ri M, Komatsu H, 
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Inagaki H, Tanaka Y, Iida S. Reactivation of 
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T-cell leukemia-lymphoma patients with 
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chemotherapy. Int J Hematol. 2015 Jan 30. 
[Epub ahead of print] 

3. Suzuki T, Kusumoto S, Masaki A, Ishida T, 
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分担研究報告書 
 

フローサイトメーターによるATL細胞、免疫細胞、および 
HLA-A発現の同時解析に関する研究 

 
研究分担者 渡辺信和 東京大学医科学研究所 特任准教授 

 

研究要旨 
 我々は成人 T細胞白血病（ATL）に対する樹状細胞療法の臨床試験（ATL-DC1-L1）において、
フローサイトメトリー（FCM）を使用した ATL細胞と制御性 T細胞（Treg）の解析を行ない、治
療前後の ATL細胞と Treg動態のモニタリングに成功した。これら先行研究の結果を踏まえ、今年
度は新しい樹状細胞療法（ATL-DC1-101）における ATL細胞、Treg、末梢血リンパ球、および HLA-A
発現をより詳細に解析するマルチカラーの染色組合せを考案した。健常人血を用いて一部の染色

方法で予備実験を行ない、Treg における表面マーカー、および Foxp3 や CTLA-4 など細胞内機能
分子の同時解析が可能であることが示された。FCM を使用した本解析システムは、ATL-DC1-101
における病態のモニタリングとメカニズムの解明の手段として、有用なツールとなることが期待

される。 
 
Ａ.研究目的 
 ATL-DC1-101 において ATL 細胞、Treg、末
梢血リンパ球および HLA-A 発現レベルをより
詳細に解析するマルチカラーFACS 解析システ
ムを確立し、樹状細胞療法における病態のモニ

タリングとメカニズムの解明を目指す。 
 
Ｂ.研究方法 
 先行研究の結果を踏まえ、今年度は新しい樹

状細胞療法（ATL-DC1-101）におけるマルチカ
ラーの染色組合せを考案した。 
 また、一部の染色方法については健常人末梢

血を使用し、目的とする解析が実施可能である

のか検証した。 
 
（倫理面への配慮） 
 平成 26年 12月までの時点で、ATL-DC1-101
の患者登録は行なわれなかった。したがって、

今回の予備実験では、健常人ボランティアか

らの末梢血検体を使用した。解析結果は内部

コントロールとして、学会や論文での発表は

行なわない。 
 
Ｃ.研究結果 
 副次評価項目として「CD4陽性CD25陽性
Foxp3陽性細胞数」と「末梢血リンパ球表面マー
カー」の解析を、付随研究として「HLA-A発現」
を解析するための蛍光標識抗体の組合せを考案

した。 

1. 副次評価項目 
1) 目的・意義 
① CD4陽性CD25陽性Foxp3陽性細胞数 
 ATL細胞は、免疫抑制機能を持つTregのフェ
ノタイプや機能を持つことが報告されている。

また、一般にがん患者ではTreg活性が亢進し、
がんに対する免疫反応を抑制することが知ら

れている。したがって、本臨床治験においては、

治療効果判定のためのATL細胞の検出に加え、
ATL細胞以外のTregフェノタイプを判別して解
析する。また、Tregフェノタイプが真のTregで
あるのか確認する目的で、細胞内 Foxp3と
CTLA-4も同時に解析する。これらの解析によ
り、免疫療法の評価判定とTreg動態を明らかに
する。 
② 末梢血リンパ球表面マーカー 
 ポテリジオ投与やDC療法前後の末梢血免疫
細胞を測定し、これらの治療に伴う影響をモニ

タリングする。 
2) 染色方法 
① CD4陽性CD25陽性Foxp3陽性細胞数 
 末梢血単核細胞をCD3、CD4、CD7、CD14、
CD25、CD45RA、CD127、CCR4、TSLC−1、Foxp3、
および  CTLA-4に対する蛍光標識抗体の組合
せで染色する（表1、Stain 1）。 
② 末梢血リンパ球表面マーカー 
 T細胞およびNK細胞関連マーカーとして、末
梢血単核細胞をCD2、CD3、CD4、CD5、CD7、
CD8、CD14、CD16、CD25、CD56、CD235a、
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およびTSLC-1に対する蛍光標識抗体の組合せ
で染色する（表1、Stain 2）。 
 また、B細胞および造血幹・前駆細胞関連マ
ーカーとして、末梢血単核細胞をCD3、CD10、
CD11c、CD14、CD19、CD20、CD34、CD45、
およびCD235aに対する蛍光標識抗体の組合せ
で染色する（表1、Stain 3）。 
2. 付随研究 
1)目的・意義 
 樹状細胞（DC）療法では、DC表面上の
HLA-A*02:01 、 HLA-A*11:01 、 あ る い は
HLA-A*24:02にTax由来ペプチドを結合させて
患者に投与するが、ATL細胞表面のこれらの
HLAがダウンレギュレーションして免疫機構
からエスケープする可能性もある。よって、

ATL細胞表面の当該HLAの発現レベルも解析
する。 
2) 染色方法 
 末梢血単核細胞をCD3、CD4、CD7、CD14、
CD235a、HLA-2、HLA-A9、HLA-A11、および
TSLC-1に対する蛍光標識抗体の組合せで染色
する（表1、Stain 4）。 
3. 検体採取ポイント 
 スクリーニング（Day -28 〜 Day -14）、Day 
-7、治療期間（ATL-DC-101投与0週目、2週目、
4週目）、後観察期間（6週目、8週目）、追跡
調査（24週目までは4週間毎に来院、24週目以
降は8週間毎に来院）の各ポイントで採血する
（図1）。スクリーニング期間からDC療法後2
年間までの間でトータル21回、147 mlの採血量
となる。Day -7では「末梢血リンパ球表面マー
カー」解析のみ行ない、「Treg解析」は行なわ
ない。中止となった場合は、中止時の採血を行

なう。 
4. 検体採取法 
 EDTA添加、静脈血採血。 
5. 検体量 
 7 ml。 
6. 搬送法 (温度、搬送時間制限) 
 常温の宅急便で送付する。採血後24時間以内
に解析を開始する。 
7. 検体管理・保存条件 
 必要と認められた場合はATL細胞フェノタ
イプをソーティングして、医科研の保存施設に

おいて液体窒素に凍結保存する。 
8. 報告所用日数 
 検体受け取り後3日以内に、末廣陽子医師に
メールでご報告する。 
9. 責任者および検査機関 
渡辺信和 

東京大学医科学研究所 臨床検体専用FACSコ
アラボラトリー（臨床FACSコアラボ、1号館2
階） 
〒108-8639 東京都港区白金台4-6-1 
Phone: 03-5449-5765、Fax: 03-5449-5750、Mail: 
nwatanab@ims.u-tokyo.ac.jp 
10. 予備実験 
 健常人の末梢血を使用し、表1のStain 1の染色
組合せで細胞を染色した。健常人血であるため、

ATL細胞マーカーであるCD7とTSLC-1による
染色は行なわなかった。 
 一般に活性のあるTreg分画と見なされている
のは、CD3+CD4+細胞のFoxp3+CD45RRA-分画

（青のドット）である。これらの活性型Treg分
画はCD25、CCR4、およびCTLA-4が陽性に染ま
り、活性型のTregとして一致する所見が得られ
た。 
 
Ｄ.考察 
 平成 26年 12月の時点で、本治験はまだ患者
登録が行なわれていないことから、本年度はフ

ローサイトメトリー解析における蛍光標識抗

体の組み合わせを考案するに留まった。 
 Tregの解析方法に関しては、今だに多くの相
反する意見があり、フローサイトメトリー解析

のみで真の Tregを同定することは困難が伴う。
しかしながら、ATL 細胞と正常 CD4+T 細胞を
判別した上で、Treg 活性の本質につながる
Foxp3 と CTLA-4 を解析する我々の方法は、現
時点で可能な最善の解析方法と思われる。 
 
Ｅ.結論 
 FCM を使用した本解析システムは、
ATL-DC1-101 における病態のモニタリングと
メカニズムの解明の手段として、有用なツール

となることが期待される。 
 
Ｇ.研究発表 
１.論文発表 
1. Ishigaki T, Zaike Y, Nojima M, Kobayashi S, 

Ohno N, Uchimaru K, Tojo A, Nakauchi H, 
Watanabe N. Quantification of adult T-cell 
leukemia/lymphoma cells using simple four-color 
flow cytometry. Clin Chem Lab Med. 
53(1):85-93,2015  

2. Kobayashi S, Nakano K, Watanabe E, Ishigaki T, 
Ohno N, Yuji K, Oyaizu N, Asanuma S, 
Yamagishi M, Yamochi T, Watanabe N, Tojo A, 
Watanabe T, Uchimaru K. CADM1 expression 
and stepwise downregulation of CD7 are 
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closely associated with clonal expansion of 
HTLV-I-infected cells in adult t-cell 
leukemia/lymphoma. Clin Cancer Res. 20(11): 
2851-2861, 2014. 

 
２.総説と著書 
1. 佐藤奈津子、渡辺恵理、石垣知寛、渡辺信
和：BD FACSTMを用いたマルチカラー解析

による ATL 患者のモニタリング（著書）、
BD Science Avanzato、Vol. 9、1-8、2014。 

2. 渡辺恵理、佐藤奈津子、渡辺信和：臨床へ
の応用 -患者の病態をリアルタイムで可視
化する-（著書）、直伝！フローサイトメト
リー（実験医学別冊、中内啓光監修・清田

純編集、羊土社）、110-121、2014． 
 
３.学会発表 
1. 渡辺恵理、佐藤奈津子、末廣陽子、崔日承、
末廣陽子、鵜池直邦、渡辺信和:12カラー・
フローサイトメトリーによるATLに対する
樹状細胞療法後のATL細胞と免疫細胞の同
時解析、第 76回日本血液学会、ポスター発
表、2014 年 11 月 1 日（大阪国際会議場、
大阪） 

2. Ishigaki T, Kobayashi S, Ohno N, Ota Y, 
Watanabe N, Tojo A, Nakauchi H, Uchimaru K. 
Establishment of a stroma-dependent ATL 
cell-line and analysis of its proliferation in 
vivo. Oral, The 75th Annual Meeting of the 
Japanese Society of Hematology, Nov 1, 2014, 
Osaka. 

3. 佐藤奈津子、渡辺信和、渡辺恵理、崔日承、
鵜池直邦:キメリズム解析・HLA-Flow 法に
よる臍帯血移植後の生着、ATL 細胞、およ
び ATL 細胞の HLA クラス I 欠失の解析、
第 1回日本 HTLV-1学会、口頭発表、2014
年 8 月 24 日（東京大学医科学研究所、東
京） 

4. 石垣智寛、小林誠一郎、大野伸広、中野伸亮、
宇都宮與、山崎聡、渡辺信和、東條有伸、 
中内啓光、内丸薫.急性型 ATLにおける細胞
表面抗原のクラスタリング解析とATL幹細
胞マーカーの検索、第 1 回日本 HTLV-1 学
会、口頭発表、2014 年 8月 24日（東京大
学医科学研究所、東京） 

5. 渡辺恵理、佐藤奈津子、渡辺信和、末廣陽子、
鵜池直邦 .ATL に対する樹状細胞療法後の
ATL 細胞と免疫細胞のマルチカラーFACS
解析、第 1回日本 HTLV-1学会、口頭発表、
2014年 8月 23日（東京大学医科学研究所、

東京） 
6. 渡辺信和、佐藤奈津子、渡辺恵理、崔日承、
鵜池直邦 .ATL に対する臍帯血移植後の
ATL細胞と免疫細胞の 12カラーFACS解析、
第 1回日本 HTLV-1学会、口頭発表、2014
年 8 月 23 日（東京大学医科学研究所、東
京） 

7. 佐藤奈津子、渡辺恵理、石垣智寛、渡辺信和.
キメリズム解析／HLA-Flow法の臨床応用、
第 24回日本サイトメトリー学会、口頭発表、
2014 年 6月 28日（関西医科大学、枚方市） 

8. 渡辺恵理、佐藤奈津子、末廣陽子、鵜池直邦、
渡辺信和. 12カラーFCMによる ATLに対す
る樹状細胞療法後のATL細胞と免疫細胞の
同時解析、第 24回日本サイトメトリー学会、
口頭発表、2014 年 6月 28日（関西医科大
学、枚方市） 

 
Ｈ.知的財産権の出願・登録状況 
 特になし 
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厚生労働科学研究費補助金 
がん対策推進総合研究事業（革新的がん医療実用化研究事業） 

 
分担研究報告書 

 
ATL に対する樹状細胞ワクチン療法臨床試験の実施 

 
研究分担者：福田 哲也 東京医科歯科大学 血液内科 助教 

 
研究要旨 
成人 T細胞白血病に対する樹状細胞療法について、治験プロトコール作製に従事した。また、
免疫療法のより有効性を高めるべく、リンパ系腫瘍における、腫瘍増殖と免疫応答につき、基礎

的研究を行った。その結果、免疫調節因子がリンパ系腫瘍の生存に関与することが明らかとなっ

た。 
 
Ａ. 研究目的 
極めて難治性である成人T細胞白血病に対
して、新たな免疫学的療法の開発を行う。 
 
Ｂ. 研究方法 
移植適応の無い成人T細胞白血病患者を対
象に、抗 CCR4抗体を併用した樹状細胞療法
を行う。細胞株、患者から得られた臨床検体

を用いて、より有効な治療開発について検討

する。 
 
（倫理面への配慮） 
ヘルシンキ宣言、臨床研究に関する倫理指針

を遵守して実施する。 
 
Ｃ. 研究結果 
臨床試験実施に向け、プロトコール作成を

行った。 
リンパ系腫瘍における免疫応答について、

臨床検体や、細胞株を用いて検討した所、免

疫調整因子である IDO 及びトリプトファン
代謝産物のトラニラストがリンパ系腫瘍細

胞の増殖抑制効果がある事を明らかとした。 
 
Ｄ. 考察 
成人T細胞白血病は極めて難治性の疾患で
あり、化学療法のみで長期予後の期待は出来な

い。同種造血幹細胞移植での成功例から、免疫

学的治療の有効性が期待出来る。本試験の遂行

により、この疾患の免疫学的治療の実用化を図

るとともに、より有効性を高める為の検討が重

要であると考えられる。 

Ｅ. 結論 
成人T細胞白血病に対する新規免疫学的治
療の実用化に向けて、早期の臨床試験実施が

望まれる。 
 
Ｇ. 研究発表 
１. 論文発表 

1. Yoshimori M, Imadome K, Komatsu H, 
Wang L, Saitoh Y, Yamaoka S, Fukuda T, 
Kurata M, Koyama T, Shimizu N, Fujiwara 
S, Miura O, Arai A. CD137 Expression Is 
Induced by Epstein-Barr Virus Infection 
through LMP1 in T or NK Cells and 
Mediates Survival Promoting Signals. PLoS 
One 、 査 読 あ り  2014 Nov 
19;9(11):e112564. 

2. Suwa S, Kasubata A, Kato M, Iida M, 
Watanabe K, Miura O, Fukuda T. The 
tryptophan derivative, tranilast, and 
conditioned medium with indoleamine 
2,3-dioxygenase-expressing cells inhibit the 
proliferation of lymphoid malignancies. Int 
J Oncol 2015 Mar;46(3):1369-76 

 
２. 学会発表 

1. Suwa S, Usui A, Iida M, Watanabe K, Miura 
O, Fukuda T. Identification of HLA 
restricted peptides derived from tumor 
antigen of hematological malignancy. 第 76
回日本血液学会学術集会、大阪 

2. Iida M, Watanabe K, Suwa S, Kato M, 
Miura O, Fukuda T.  Protooncogene MYB 
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activates the transcription of ROR1 in B cell 
malignancies. 

3. Watanabe K, Iida M, Suwa S, Kato M, 
Miura O, Fukuda T. Protooncogene MYB 
Activates the Transcription of ROR1 in B 
Cell Malignancies. 第 56 回アメリカ血液
学会年次集会 

 
Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 
特になし 
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厚生労働科学研究費補助金 
がん対策推進総合研究事業（革新的がん医療実用化研究事業） 

 
分担研究報告書 

 
樹状細胞における膜孔形成性細胞傷害蛋白 Per for in-2に関する研究 

 
研究分担者：白土 基明 九州大学大学院病態制御内科学 助教 

 

研究要旨 
樹状細胞は強力な抗原提示能を有しており、悪性腫瘍に対する免疫療法への応用が試みられ

ている。しかし、その貪食から抗原提示までのメカニズムは未知の部分が多い。我々はマクロ

ファージに発現が報告されている膜孔形成性細胞傷害蛋白 Perforin-2が樹状細胞においても、特
に貪食の盛んな未熟な段階に高発現していることを見いだした。 

 
Ａ. 研究目的 
樹状細胞は感染免疫・腫瘍免疫において T細
胞に抗原を提示する重要な役割を持っている。

われわれは膜孔形成性細胞傷害蛋白 Perforin-2
の樹状細胞での発現と機能につき解明する。 
 
Ｂ. 研究方法 
健常人末梢血より CD14 陽性細胞を磁気ビー
ズにて単離し、GM-CSF、IL-4 を添加して培養
し未熟樹状細胞を誘導した。その後、TNF-αを
加えてさらに培養し、成熟樹状細胞を誘導した。

それぞれの Perforin-2 蛋白、mRNA をそれぞれ
Western blot、RT-PCR にて検討した。 
また、Perforin-2に対する miRNA を組来んだ
ベクターを作成し樹状細胞に導入し Perforin-2
の発現を低下させて抗原提示への影響を検討

した。 
 
（倫理面への配慮） 
健常人からの採血の際は文書で説明し同意
を得た。 
 
Ｃ. 研究結果 
健常人末梢血より CD14 陽性単球分画を単離
し、GM-CSF、IL-4 による刺激下に 7 日間培養
し得られた細胞は形態的、表面マーカー上、未

熟樹状細胞と考えられた。さらに TNF-αを加
えて 2日間培養を続けると、成熟樹状細胞とな
った。Perforin-2 蛋白の発現は未熟樹状細胞で
高まり、成熟するとやや低下した。しかし

mRNA の発現は単球分画が最も高く、次第に低
下した。 
 Perforin-2 に対する siRNA ベクター（GFP 遺
伝子を含む）を作成し、Nucleofector にて未熟

樹状細胞に導入を試みた。GFP 陽性率による導
入効率に 10%〜40%とばらつきが見られた。 
 
Ｄ. 考察 
健常人末梢血単球分画より誘導した樹状細胞

において、Perforin-2が発現していることを確認
できた。蛋白レベルでは未熟樹状細胞において

高発現であり、貪食過程において重要な役割を

果たしている可能性が示唆された。蛋白発現と

mRNAレベルが相関しておらず、転写後調節の
関与が考えられた。 
樹状細胞への遺伝子導入は可能であったが、

効率にばらつきが見られ、改良の余地がある。

また、今後mRNAレベルで抑制されていること
を確認する予定である。 

 
Ｅ.結論 
 樹 状 細 胞 に 膜 孔 形 成 性 細 胞 傷 害 蛋 白

Perforin-2 が発現していることを確認した。未
熟樹状細胞に高発現することより貪食と抗原

プロセッシングに関与している可能性がある。 
 
Ｇ. 研究発表 
１. 論文発表 
なし 

 
２. 学会発表 
なし 

 
Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 
特になし 
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