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研究成果の概要（和文）：本研究は，肝細胞癌に対するラジオ波焼灼療法(RFA)と併用する樹状細胞(DC)療法の際にケ
モカイン製剤を投与することにより抗腫瘍免疫を増強し，二次発がんを抑制する治療法を開発することを目標とする．
C型慢性肝炎患者由来のDCの細胞免疫学的特徴を解明し，種々の刺激誘導法を検討したところ，OK-432 添加刺激が抗原
提示能，免疫賦活作用を著明に向上させたことが明らかになった．この刺激誘導培養法を用いたDCをRFA施行時に経皮
的に癌組織へ注入する安全性臨床試験を開始した．OK-432 添加刺激を加えたDC併用RFAは有意に無再発生存期間を延長
することが示された．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is development of secondary prevention for hepatocellular ca
rcinoma (HCC) by enhancement of anti-tumor immunity stimulated by chemokine agents in radiofrequency ablat
ion (RFA) therapy with dendritic cell (DC) injection into HCC. We analyzed cellular immune response of DC 
and various method of introduction of DC. We revealed that stimulation of OK-432 enhances antigen presenta
tion activity and immunopotentiative action. We started clinical trial of OK-432 stimulated DC injection i
nto HCC after RFA therapy.  Progression free survival in the group treated with RFA + OK432 stimulated DC 
transfer was much better. 
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１．研究開始当初の背景 
【肝がん治療における免疫療法の必要性】 
肝細胞がん（肝がん）は早期病変に対して現
行の治療法を駆使しても３年以内に約７
０％が再発（二次発がん）するという予後不
良の悪性疾患である。そして、がんに対する
標準治療の限界を打破する手法としてこれ
まで多くの免疫療法が試みられてきた（Adv. 
Cancer Res. 99:363,2008; Immunity 
29:372,2008）。 
【樹状細胞治療の開発における問題点】 
我々は肝がんに対する内科的局所治療［肝動
脈塞栓療法（TAE）、経皮的ラジオ波焼灼療法
（RFA）］と併用して樹状細胞を投与する免疫
療法を独自に開発し（金沢大学医学倫理委員
会承認＃187, 226）、安全性について確認し
た（Nakamoto et al.；Clin. Exp. Immunol. 
147:296,2007）。また再発率の改善傾向も認
められたが満足のいくものではなかった． 
 
２．研究の目的 
１．の背景に基づいて、肝がんに対する RFA

と併用する樹状細胞治療の際にケモカイン
製剤を投与することによって抗腫瘍免疫を
増強し二次発がんを制御する治療法を開発
する。 
１） 肝がん患者における至適な樹状細胞の
誘導法（ex vivo）を確立する。 
２） 肝がんモデル（in vivo）でのケモカ
イン製剤の併用に関する前臨床試験を施行
する。 
３） 肝がん患者を対象とした臨床研究とし
て、内科的局所治療 RFA の際に１）～２）で
確立した手法を用いることによって、安全性、
免疫誘導能を観察する。 
 
３．研究の方法 
（１）樹状細胞の誘導培養法（ex vivo）の
検討 
・肝がん患者および健常者から得られる樹状
細胞の表面マーカー、機能的特徴に関して比
較検討する。具体的には、末梢血単核球から
得られた CD14(+)接着細胞を分離して、
GM-CSF、IL-4 を含む培養液中で７日間培養す
る。誘導培養の過程で、以下の刺激を用いる。
これらはすべて GMP グレードの試薬、手技に
おいて施行する。 
(a) GM-CSF (100 ng/ml)、IL-4 (50 ng/ml)

（CellGenix 社）のみ。 
(b) a に加えて、IL-1β (10ng/ml)、IL-6 

(100ng/ml)、TNFα (20ng/ml) （CellGenix
社）を添加する。 
(c) b に加えて、PGE2 (1000ng/ml)（KAKEN

社）を添加する。 
(d) aに加えて、OK-432 (2.5 KE/ml)（Roche

社）を添加する。 
(e) a-d において、亜鉛濃度を変化する

（Nature Immunol. 7:971,2006、Zeria 社）。 
・誘導された CD14(-)HLA-DR(+)樹状細胞分画
に対して、以下の項目を検討する。 

(A) 細 胞 表 面 マ ー カ ー ：
CD14,HLA-DR,lin1,CD80,CD83,CD86,CD123,C
CR7 抗体を用いてフローサイトメトリー法に
て検出する（FACS Calibur；BD 社）。 
(B) サイトカイン、ケモカイン産生：ｻｽﾍﾟ

ﾝｼｮﾝｱﾚｲにて定量（Bio-PlexTM；BIO-RAD 社）。 
(C) 抗原取込み（貪食）能： FITC-dextran

（Polyscience 社）を用いて検出する。 
(D) 異系リンパ球混合培養試験（ＭＬ

Ｒ）：他人のリンパ球と混合した際の増殖反
応を[3H]thymidine（PerkinElmer 社)で標識
することによって評価する。 
・健常者と比較して、肝がん患者において、
a) – e)の誘導培養法において A) – D)の解
析で機能的に高い活性化を示す方法を確立
する。 
 
（２）肝がん再発モデルにおけるケモカイン
製剤の前臨床試験（in vivo） 
・肝がんモデルにおいてがん組織（皮下、肝
内）へのラジオ波焼灼療法（RFA）とともに、
樹状細胞、ケモカイン MIP-1α/CCL3 製剤
（ECI301、Clin. Cancer Res. 14:1159,2008、
ECI 社と共同研究契約済）を投与して抗腫瘍
免疫、再発抑制効果を観察する。肝がん再発
マ ウ ス モ デ ル は す で に 確 立 し て お り
（Tsuchiyama, Nakamoto et al.；J. Immunol. 
178:574,2007）、皮下または肝内（経門脈的）
に形成した肝がん結節（BNL、MM45T、Hepa1-6
株）を以下の方法で治療した後に、再度肝が
ん細胞株（再発腫瘍）を移植して経過を観察
する。 
(a) 肝がん結節に RFA（RITA 社)を施行後

に、マウス樹状細胞（CD11c+）を投与する。 
(b) a に加えて、ケモカイン製剤を全身性

（静脈内、腹腔内）に投与する。 
(c) a, b を併用する。 

・治療後に、移植した再発腫瘍に対する抗腫
瘍免疫、再発抑制効果を評価する。 
(A) 再発腫瘍径の経時的変化および免疫

組 織 学 的 検 討 （ 細 胞 表 面 マ ー カ ー ：
CD4,CD8,AGM1,F4/80,Mac-1,CD45R,CD11c,CD
31；PharMingen 社） 
(B) 末梢血、脾細胞に由来する NK、NKT、T

リンパ球、樹状細胞の抗腫瘍免疫能： 
B-1. サイトカイン産生：フローサイトメ

トリーによる細胞内サイトカイン定量（FACS 
Calibur；BD 社）、ELISPOT 法（Mabtech 社）、
ｻｽﾍﾟﾝｼｮﾝｱﾚｲ法（Bio-PlexTM） 
B-2. 細胞障害アッセイ：肝がん細胞を標

的とした 51Cr release assay 
(C) 体重、活動性の観察 

・a) – c)において投与量・回数・期間を工
夫することによって、A), B)での高い活性を
示し、C)において副反応、有害事象が最小と
なる方法、至適量を確立する。 
 
（３）肝がん患者を対象とした安全性臨床研
究 
・ケモカイン製剤を用いた新規治療法の開発



過程として、本研究期間内においては安全性
臨床試験として開始する。 
（１）～（２）で確立した方法、至適量に基
づいて、経皮的ラジオ波焼灼療法（RFA）と
併用する樹状細胞治療の際にケモカイン製
剤（ECI301；ＧＭＰグレード）を投与する。
実施に際しては、本学医学倫理委員会の承認
を得て行う。単独投与における安全性は、樹
状細胞が臨床研究（Nakamoto et al.；Clin. 
Exp. Immunol. 147:296,2007 および倫理委員
会承認＃187, 226）、ケモカイン製剤が米国
FDA における臨床試験において確立している。 
・対象：肝癌診療ガイドライン(2005 年版)
において RFA の適応となる肝がん症例 
・投与法：RFA 時に、樹状細胞は経皮的にが
ん組織へ、ケモカイン製剤は全身性（経静脈
的）に投与する。 
・投与量：1/100 量 3例、1/10 量 3例、至適
量 10 例（ドーズエスカレーション） 
主要エンドポイントとして投与後の副反応、
有害事象を観察する（NCI CTC Scale）。また、
肝がんの再発は定期的画像診断（dynamic 造
影 CT, MRI）、免疫誘導能の検討は末梢血リン
パ球を用いて（１）（２）の手法にて解析す
る。 
 
４．研究成果 
抗腫瘍免疫を向上させる目的で、C 型慢性

肝疾患患者由来 DC の細胞免疫学的特徴を解
明し、種々の刺激誘導法の有用性について検
討した。DC の誘導は、肝細胞癌患者 16 例、C
型慢性肝疾患患者 12 例、非感染者 16 例の末
梢血単核球から接着細胞を分離しGMPグレー
ドの GM-CSF、IL-4 を含む培地中で 5 日間培
養した。末梢血から得られた接着単核球の多
くはCD14陽性の単球の特徴を示していたが、
GM-CSF、IL-4 刺激 5日後には CD14 陰性、lin
陰性、HLD-DR 陽性の特徴を示す未熟 DC が誘
導された。得られたDCに対して、TNFα、IL-6、
IL-1β、PGE2、OK-432 等の免疫賦活物質を添
加して更に 2日間培養した際の生細胞率、成
熟度、遊走能、貪食能、サイトカイン産生、
異系リンパ球混合培養試験の変化を 1) 非添
加群（GM-CSF、IL-4 のみ）、2) OK-432 添加
群、3) TNFα、IL-6、IL-1β添加群、4) TNF
α、IL-6、IL-1β、PGE2 添加群の 4群におい
て比較した。肝癌患者由来の未刺激DCでは、
非感染者と比較し、生細胞率は低下していた
が、DC サブセットにおける CD11c 陽性のミエ
ロイド DC の割合、成熟度を示す CD83 および
CD86 の発現、遊走能に関与する CCR7 の発現
は増加（p<0.05）、FITC 標識されたデキスト
ランを用いた貪食能も高い傾向にあった。肝
癌患者由来 DC の OK-432 添加群では、他群と
比較し、CCR7 の発現、Th1 タイプのサイトカ
イン産生（IL-12、IFNγ、TNFα、RANTES、
IL-1β、VEGF）、リンパ球刺激能が増加して
いた（p<0.01）。 
以上より各種調整法の特徴が明らかとな

り、OK-432 添加刺激は抗原提示能、免疫賦活

作用を著明に向上させたことから，C 型関連
肝癌患者に適する樹状細胞調整法が示され
新たな免疫治療の開発に寄与する可能性が
あり，この刺激誘導培養法を用いた樹状細胞
をRFA施行時に経皮的にがん組織へ注入する
安全性臨床試験を開始した．16 例の RFA を施
行した C型関連肝癌患者に対して，この誘導
培養法を用いた樹状細胞を経皮的にがん組
織へ注入する安全性臨床試験を行った．有害
事象としてgrade2以下の発熱を75%に認めた
が RFA 自体に伴う副作用であり，重篤な有害
事象は認めなかった．以前に当院で RFA を施
行した初発肝細胞癌症例と比較し，OK-432 
添加刺激を加えた DC 併用 RFA 初発肝細胞癌
治療症例は，有意に無再発生存期間を延長
(p=0.047)した． 

また OK-432 添加刺激を加えずに誘導した
DC 併用治療群 14 例と比較し，OK-432 添加刺
激を加えた DC 併用治療群は有意に無再発生
存期間を延長(p=0.019)することが示された． 
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