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学位論文の内容要旨

Combination of p53・DC vaccine and rAd-p53 gene therapy 

induced CTLs cytotoxic against p53・deleted human prostate 

cancer cells in vitro 

p53樹状細胞ワクチンと p53アデノウイルスベクターの併用によ

る、 p53欠損前立腺癌細胞株に対する細胞傷害性 T細胞の誘導

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

バイオロジクス探索研究分野

（指導教員：白川利朗教授）

斉藤大樹

［背漿］

樹状細胞は抗原提示細胞の一種で取り込んだ抗原情報により特異的な T細胞応答を誘導す

ることが知られている。近年、この樹状細胞を用いたワクチン療法が世界各地で行われてお

り、樹状細胞を活性化させるために様々な抗原タンパク（ペプチドや celllysateなど）が用

いられている。本研究では樹状細胞の活性化に p53遺伝子を組み込んだアデノウイルス(Ad•

p53)を用いた。 p53遺伝子は正常細胞における発現は限定的で癌細胞においては過剰発現

するものが多い。樹状細胞にAd・p53を感染させp53・DCワクチンを作製し、 本ワクチン

を用いて誘導したp53特異的CTLの細胞傷害性を種々の前立腺癌細胞株で検討した。

［方法］

対象癌細胞株のp53発現の確認

前立腺細胞株(PC-3、LNCaP、C4・2B)およぴ子宮頸癌細胞株(CaSki)を対象とした。各癌細

胞株のp53の発現をPCR法及び蛍光免疫染色法で確認した。

遺伝子組換えアデノウイルス

当研究ではワクチン抗原にp53追伝子を組み込んだアデノウイルス(Ad・p53)を用いた。Ad・

p53はアデノウイルスのEI領域に当たる部分にヒト wildtype p53遺伝子全長を挿入した

ものである。また陰性コントロールとしてLacz遺伝子を組み込んだAd・LacZを使用した。

樹状細胞の分離及び培養

樹状細胞は健常人の末梢血より遠心分離法により単核球を分離し 2時間静置後接着細胞の

みをIL-4(500U/ml)、GM・CSF(lOOOU/ml)添加培地で6日間培蓑し誘瑚した。その後Ad・

p53またはAd・LacZを48時間感染させp53・DC、LacZ・DCとした。樹状細胞のフェノタ

イプの確認はフローサイトメトリー法にて行った。

特異的 CTLの誘導

末梢血中から単核球を分離し 24時間静置後非接着細胞のみを回収した。その後p53・DC、

またはLacZ・DCとの共培養をIL・2、IL・7添加培地にて行いp53特異的CTLの誘導を行っ

た (p53・CTLまたはLacZ・CTL)。培地の交換は3日毎に行った。

p53特異的CTLの細胞傷害性の検討

p53欠失細胞株である PC・3、p53発現細胞株である LNCaP、C4・2B、CaSkiに対して 1:1、

5:1、10:1でp53・CTL、LacZ・CTLを6時間共培養し cytotox96を用いて細胞傷害性の検

討を行った。

Ad・p53を感染させたp53欠失胞株に対する p53特異的CTLの細胞傷害性の検討



p53欠失細胞株である PC・3に対して p53特異的 CTLとの共培養の 24時間前に Ad・p53

を感染させp53を強制発現させた状態で 1:1、5:1、10:1でp53・CTL、LacZ・CTLを、6時間

共培養しcytotox96を用いて細胞傷害性の検討を行った。

p53特異的CTLのperforinの発現量

ELISAにおいてp53CTLより発現されたperforin量の定量をおこなった。

24時間地点でのAd・p53の細胞毒性

24時間時点における Ad・p53による細胞毒性をAlmarBlue法にて検討した。

［結果］

p53の発現の確認

p53の発現の結果をPCR法、蛍光免疫染色法にて行った結果PC-3は陰性、C4・2B、LNCaP、

CaSkiは陽性であった。

樹状細胞への誘導確認

樹状細胞への誘導の確認をフローサイトメトリー法にて行った。その結果 p53・DC、LacZ・

DCのいずれにおいても樹状細胞のマーカーである CDllc、CD86、HLA・DRの発現率の上

昇が培蓑前と比較して確認された。

p53発現細胞株に対する細胞傷害性の検討

cytotox96を用いて細胞傷害性の検討をおこなった。その結果p53発現細胞株においてp53

特異的 CTL(o53・CTL)は陰性コントロールである LacZ・DCと共培養した LacZ・CTLに

比較して優位に高い細胞傷害性を示した。

p53欠失細胞株に対する細胞傷害性の検討

p53欠失細胞株である PC-3へのp53・CTLの細胞傷害性はは認められなかった。

Ad・p53によってp53を強制発現させたPC-3に対するp53・CTLの細胞傷害性はLacZ・CTL

と比較して優位に高かった。

p53特異的CTLのperforin菰の定量

p53・CTLからのperforin量の定量を行うと p53欠失株との共培養ではLacZ・CTLと有意

な差がなかったのに対し、 p53発現細胞株との共培蓑においては有意に増量することを確

認した。

24時間地点でのAd・p53の細胞毒性

24時間時点においてはAd・p53における細胞毒性は認められなかったので、 Ad・p53に感染

したPC-3の細胞毒性はp53・CTLのみによるものと考えられる。

［考察］

p53遺伝子は正常細胞の発現は限定的であり、多くの癌細胞において過剰発現しているこ

とが知られている。p53・DC・ワクチンはこのようなp53発現癌に対して、p53特異的なCTL

を誘導することから有効な治療法になり得ると考えられる。

本研究においても p53発現癌細胞株に対して有意に高い細胞傷害性を示しており、また

perforinの発現贔に関しても有意に高いことから Ad・p53により p53の抗原情報を獲得し

たDCが抗原提示を行いCTLがp53特異的なCTLへと分化したと考えられる。

また、癌細胞の中には今回の PC·3 のように p53 が欠失あるいは発現しない p5~ 陰性癌細

胞も存在する。 p53陰性の癌が対象の場合でも、 Ad・p53遺伝子治療との併用により強制的

にp53を発現させることでp53・DCワクチンの対象とできることが本研究結果から示唆さ

れた。 Ad・p53造伝子治療と p53・DCワクチン療法の併用療法は、多くの癌に対して有望な

治療法になり得ると考えられる。
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要旨

樹状細胞は抗原提示細胞の一種で取り込んだ抗原情報により特異的な T細胞応答を誘導することが知

られている。近年、この樹状細胞を用いたワクチン療法が世界各地で行われており、樹状細胞を活性化

させるために様々な抗原タンパク（ペプチドやcelllysateなど）が用いられている。本研究では樹状細胞

の活性化にp53遺伝子を組み込んだアデノウイルス(Ad・p53)を用いた。 p53遺伝子は正常細胞における

発現は限定的で癌細胞においては過剰発現するものが多い。樹状細胞にAd・p53を感染させp53・DCワ

クチンを作製し、本ワクチンを用いて誘導したp53特異的CTLの細胞傷害性を種々の前立腺癌細胞株

で検討した。方法としては、前立腺細胞株(PC-3、LNCaP、C4・2B)および子宮頸癌細胞株(CaSki)を対

象とした。各癌細胞株のp53の発現をPCR法及ぴ蛍光免疫染色法で確認した。ワクチン抗原にp53遺

伝子を組み込んだアデノウイルス(Ad・p53)を用いた。Ad・p53はアデノウイルスのEl領域に当たる部分

にヒト wildtype p53遺伝子全長を挿入したものである。また陰性コントロールとしてLacz遺伝子を

組み込んだ Ad・LacZを使用した。樹状細胞は健常人の末梢血より遠心分離法により単核球を分離し 2

時間静置後接着細胞のみをIL-4(500U/ml)、GM・CSF(lOOOU/ml)添加培地で6日間培養し誘導した。

その後Ad・p53またはAd・LacZを48時間感染させp53・DC、LacZ・DCとした。樹状細胞のフェノタイ

プの確認はフローサイトメトリー法にて行った。末梢血中から単核球を分離し 24時間静置後非接着細

胞のみを回収した。その後p53・DC、またはLacZ・DCとの共培養をIL-2、IL-7添加培地にて行いp53

特異的CTLの誘導を行った (p53・CTLまたはLacZ・CTL)。培地の交換は3日毎に行った。 p53欠失細

胞株である PC-3、p53発現細胞株である LNCaP、C4・2B、CaSkiに対して 1:1、5:1、10:1でp53・CTL、

LacZ・CTLを6時間共培養し cytotox96を用いて細胞傷害性の検討を行った。 p53欠失細胞株である

PC-3に対してp53特異的CTLとの共培養の24時間前にAd・p53を感染させp53を強制発現させた状

態において 1:1、5:1、10:1でp53・CTL、LacZ・CTLを6時間共培養しcytotox96を用いて細胞傷害性

の検討を行った。 ELISAにおいてp53CTLより発現されたperforin最の定量をおこなった。 24時間時

点における Ad・p53による細胞毒性をAlmarBlue法にて検討した。

p53の発現検索を PCR法、蛍光免疫染色法にて行った結果 PC-3は陰性、 C4・2B、・LNCaP、CaSki

は陽性であった。樹状細胞への誘導の確認をフローサイトメトリー法にて行い、 p53・DC、LacZ・DCの

いずれにおいても樹状細胞のマーカーである CDllc、CD86、HLA・DRの発現率の上昇が培養前と比較

して確認された。 cytotox96を用いて細胞傷害性の検討をおこない、 p53発現細胞株においてp53特異

的CTL(o53・CTL)は陰性コントロールである LacZ・DCと共培養したLacZ・CTLに比較して優位に高

い細胞傷害性を示した。 p53欠失細胞株である PC-3へのp53・CTLの細胞傷害性は認められなかった。

Ad・p53によってp53を強制発現させたPC-3に対するp53・CTLの細胞傷害性はLacZ・CTLと比較して

優位に高かった。



p53・CTLからのperforin量の定量を行うと p53欠失株との共培養ではLacz・CTLと有意な差がなかっ

たのに対し、 p53発現細胞株との共培養においては有意に増絋することを確認した。 24時間時点におい

ては Ad・p53における細胞毒性は認められなかったので、 Ad・p53に感染した PC・3の細胞毒性は

p53・CTLのみによるものと考えられる。

p53遺伝子は正常細胞の発現は限定的であり、多くの癌細胞において過剰発現していることが知られ

ている。 p53・DC・ワクチンはこのようなp53発現癌に対して、 p53特異的な CTLを誘尊することから

有効な治療法になり得ると考えられる。p53発現癌細胞株に対して有意に高い細胞傷害性を示しており、

またperforinの発現量に関しても有意に高いことからAd・p53により p53の抗原情報を獲得したDCが

抗原提示を行いCTLがp53特異的な CTLへと分化したと考えられる。また、癌細胞の中にはPC・3の

ように p53が欠失あるいは発現しない p53陰性癌細胞も存在する。 p53陰性の癌が対象の場合でも、

Ad・p53遺伝子治療との併用により強制的にp53を発現させることでp53・DCワクチンの対象とできる

ことが本研究結果から示唆された。 Ad・p53遺伝子治療と p53・DCワクチン療法の併用療法は、多くの

癌に対して有望な治療法になり得ると考えられる。

本研究は、 p53・DCワクチン療法について、 p53・DCワクチン療法と癌細胞障害性との関係を研究

したものであるが、従来ほとんど行われなかったAd・p53遺伝子治療併用することにより p53陰性癌細

胞に強制的にp53を発現させることでp53・DCとの特異的な相互作用をすることを確認した。p53・DC

ワクチン療法の新たな応用の可能性について重要な知見を得たものとして価値ある集積であると認め

る。よって、本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があると認める。


