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【要約】

目的: 化学療法と免疫療法はしばしば相反するものと考えられている。しかし近年、

抗がん剤の抗腫場効果は免疫反応と関連することが示されている。この研究におい

て、ゲムシタビンと腫蕩ワクチンとの併用療法を前提とし、ゲムシタビンの免疲に及ぼ

す影響の評価および免疫学的効果判定の検討を検討したO

方法:転移もしくは局所進展した進行膝がんの患者に対して、複数の免疫学的パラ

メータを用い 2か月間の免疫モニタリング、を行った。 18例のゲムシタビンによる治療

予定の患者と 10例のゲムシタビン治療中の患者を登録、ゲムシタビン 1000mg/m2週

1回3週連続投与 1週休薬を 1コースとした治療を 2コース行った。免疫モニタリング

は白血球分画、リンパ球サブタイプ、 NK細胞、 C014+単球、樹状細胞、 HLAペプチド

複合体(ペンタマー)による CMVとWT1特異的 CTL、サイトカイン(IFN-γ、IL-4)産生、

TCR(T細胞受容体)レパートリーの変動で評価した。

結果:ゲムシタビン投与により C014+単球と C011c+樹状細胞は絶対数と割合の増

加がみられた。また、 C0123+樹状細胞も割合の増加がみられた。そのほかの免疫パ

ラメータは一過性の変動はあるものの、明らかな増加あるいは減少の傾向はなかっ

fこO

結論 CD14+単球と CD11c+樹状細胞の増加は、躍がんを対象としたゲムシタビンを

併用した免疫療法を支持するものと考えられる。
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はじめに

膝がんは悪性度が高く、日本ではがん死の 5位を占めている 1。ゲムシタビンは

10年前より切除不能膝がんの標準治療となっているが、奏功率は 15%未満、生存期

間中央値は6カ月程度と治療効果は十分ではない 20ゲムシタピンと他の抗がん剤併

用の臨床試験がなされているが、ゲムシタビン単剤の成績を明らかに上回る治療法

は認められなかった 2-60 2005年にゲムシタビン/エルロチニブ併用療法がゲムシタビ

ン単剤より改善認められたが、生存期間が 5.91カ月から 6.24カ月にわずかな改善が

認められたのみであった o

ゲムシタビンは DNA合成阻害する核酸アナログであるが、 Grade3-4の好中球

減少が26弘に起こる他は比較的耐容性が高い治療とされている 20Plateらはゲムシタ

ビ、ン投与による免疫細胞への影響を報告しているが、免疫モニタリングはゲムシタビ

ン導入の 1コース目 21日間のみで、長期的影響は不明で、あった o

本研究では、ゲムシタビン初回導入の患者の 2か月の免疫細胞・機能を調べ、さ

らに長期間の影響を評価するために 3カ月以上治療した治療中の患者も免疫モニタ

リング、を行った。また、ゲムシタビンとWT1ペフチドワクチンの免疫療法を組み合わせ

た臨床試験を前提としており計画しており、免疫学的効果判定の検討を合わせて行

った。この臨床試験はがんワクチンの奏功率が約 2.6%と低いためヘゲムシタビン標

準治療に併用することを前提としている O

がんワクチンの免疫学的効果についてであるが、効果判定に標準化されたもの

はない。現在、厚労省に認可されているワクチンはすべて感染症の予防ワクチンであ

り、がんワクチンはない1O(表 1) 0 

表 1

ウイルス
日本脳炎，インフルエンザ，狂犬病， 8型肝炎，

不活化ワクチン A型肝炎、ヒトパヒローマウイルス

細菌 DPT，肺炎球菌，ヘモフィリス b型

生ワクチン
ウイルス ポリオ，麻しん，風しん，おたふくかぜ，水痘

細菌 8CG 

トキソイド 毒素 ジフテリア，破傷風， DT 

これら感染症予防ワクチンは多くは液性免疫を利用したものであり、免疫反応の

モニタリングはセロコンバージョンや抗体価測定で、行い、効果判定はコントロール群と

比較し発症率を 50%以上減らすかをみる 110

一方のペプチドワクチンに代表されるがんワクチンは、 MHCclass 1分子に提示さ

れる 9個のアミノ酸のみからなり、単独で免疫原性は弱く、アジュバント(免疫賦活剤)

を必要とする。免疫モニタリングは実験的な手法はいくつもあるが、臨床に使用する
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標準化された方法はなく、また効果判定も確立したものはない。また、求められるモニ

タリング法の要件として1)臨床的有用性を示す信頼できる指標 2)腫蕩特異的免

疫効果を示す信頼できる指標 3)感度・特異度・再現性に優れている 4)短時間で

多くの検体を検査できる 5)検体処理の自動化が可能 6)短時間・低コストが必

要と考えられるが、現在のところこれらを満たすものはなく、また信頼できる指標とし

てコンセンサスを得られているものはない 120

しかし、腫虜ワクチンはすでに多くの臨床試験がなされており、さまざまな免疫モ

ニタリング法が採用されている。 In vivoの方法として、 DTH (delayed type 

hypersensitivity)がある。臨床では結核菌に対するツベルクリン反応として行われて

いるが、ペプチドワクチンの効果判定としては、溶解しているペプチド量の規定などは

なく、手法は標準化されていない。また反応は必ず、しも抗原特異的で、はないともいわ

れている。 Invivoの方法も標準化されたものはなく、問題が多い。がん抗原に対する

細胞性免疫の多くは反応性に乏しくノイズと区別するため、 invitroでの抗原刺激が必

要な場合が多い。検出方法は新しいものはなく、1)リンパ球を抗原刺激し増殖をみ

る 2)リンパ球を抗原刺激し殺細胞効果をみる 3)マルチマー(MHCーペプチド複合

体)による抗原特異的 T細胞の検出 4)T細胞レセプターレパトア 5)ELISA 6) 

ELISPOT 7)サイトカインフローサイトメトリーがある。これら免疫学的効果判定は方

法・解析が異なるため、研究室毎に結果が異なってしまっている 120近年、標準化が

試みられており、図 1-2はCVC(CancerVaccine Consortium)の報告で、ある 13-140

!I:Llion by partkip胡 t

図 2CVCによる multimerのパネル。閉じ検

体でも解析の方法により結果が異なる。

図 1CVCによる EUSPOTのパネル。同じ検体、閉

じ刺激によっても方法・解析により結果は異なる。

(t) 10 Mult+C08令

A'taI_5崎町留拘帽



図1はELSPOTであるが、同じ検体を用いても研究室(LabX-Z)で結果に差が認

められた。これは細胞性免疫を測定する場合ノイズが大きく、反応を増強させるため

の抗原刺激が、この方法が研究室間で、異なるためで、ある 130また図 2はマルチマーで

あるが、この標準化パネルでは抗原刺激は行っていないが、解析方法によって研究

室間(ID05、17、20、21、22)で、異なる値となっている 140

このように、免疫学的モニタリングnは手技の標準化がなされていないため、ゲム

シタビンを併用したがんワクチンの臨床試験を行う前に、自施設でゲムシタビン単剤

での免疫モニタリングを評価する必要、および免疫学的効果判定の検討を行う必要

があった。

患者および方法

患者、治療スケジュール、採血

2006年8月から2007年9月がんセンター中央病院においてゲムシタビン導入予

定あるいはすでに治療中の患者に対して、書面での同意を得た後、末梢血を採血し

た。全症例とも組織もしくは細胞診で adenocarcinomaを確認されており、また手術や

術中照射を除く他の化学療法や放射線療法は受けていなし、患者を選択した。患者は

ゲムシタビン 1000mg/m2を週 1回、3週連続投与、 1週休薬の 4週のサイクルを 1コ

ースとし、病状の悪化がないかぎり、繰り返し行った(図 3)0治療前に採血し好中球

が 1000/mm3未満となった場合、その週の治療は中止とした。吐き気止めのステロイ

ド(デキサメサゾン 8mg)の静脈投与以外は、ステロイド投与されている患者はいなか

った。 10mgのへハリン採血と 7mlのEDTA採血を Day0、Day14、次コース前、次々

コース前に行った。ヘノ《リン血は処理を行った後フローサイトメトリーで解析し、 EDTA

血は BufferEL (BD Biosciences PharMingen， San Diego， CA， USA)で溶血し、 Buffer

RLT(BD)で溶解、 RNAIysateとして-800Cで凍結し、丁細胞受容体レパートリー解析ま

で保存した O
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題 3治療院採血スケジュールと統計手法ゲムシタピンは黒い矢印、援血は灰色の矢印で示す。

初自治療群と治療中群の 2群i立、ゲムシタピンの長期にわたる影響を推測するために設定した。

i初融機群 i
ゲムシタピン

Ii1l欝 採血
護霊童マーカー
ペンタマー
組緯丹サイトカイン

Repeated measures design 

Paired Wilcoxon signed"rank test 

| 治療中群 | 
ゲムシタピン

血欝 採血
表立寄マーカー
ペンタマー 幽臨腫道陣盤幽 丹品一一一千四千一一叫吋時甲山剛輔副団幽醐楢輔副醐叩叫押副崎山岡山田圃曲目一一一一世噌町山胆瑚嶋醐幽雌醐醐唖艦砲麺髄臨幽臨

Day X Day X+14 Day X+28 Day X+56 

フローサイトメトリーを用いた締胞サブタイプ解析(表面マーカー)

使用した蛍光モノクローナル抗体は表2の通りである。末梢血は抗体と混合、 30分

室温溢鰭所で反応させ、 PharmLyse(BO)で溶血後、 CellWash (BO)で洗浄、 CellFix

(BO)で閤定した。その後フローサイトメトリー (FACSCalibur[Becton Oickinson， CA， 

USA])にかけた。解析は CellQuestで行い、絶対数の算定は以下の計算式を使用し

TこO

リンパ球分固と NK細胞 (cells/μ1)

WBC数 CDX %リンパ球分画 CDX %リンパ球サブタイプ FM

C014+単球 (cells/μ 1)

WBC数 CDX弘単球分画 CDX %単球分間中 C014+細抱 FM

樹状細胞 (cells/μ1)

WBC数 CDX %しin1-HLA-OR+C0123+もしくはしin1-HLA-OR+C011C+FM 

(CDは臨床データを用い、 FMはフローサイトメトリーのデータを用いた)

8 



表 2抗体のパネル

奪三

#3 Iむ01番傘

料 喜諮

孝三 ICDl~事寧

t-:&金D

トfLA検査

CO遅塁本

むD番多傘
むD25中

CD2宝傘

むD123唾

認T電

抗原特異的τ細胞をHLA-ペプチド複合体(ペンタマー)や細胞内サイトカインを用い
て調べる前に、トjしAタイピングを行った。サンプルは HLA-A02-FITCとHLA-A24-PE

(80)で染色し、フローサイトメトリーで、解析した。 HLA-A02もしくは-A24の患者のみマ

ルチマーの検査を行ったO

ベンタマー (MHC由ペプチド複合体)
PROIMMUNE (Oxford， UK)より HLA-A0201とCMVペプチド(NLVPMVATV).WT1 

ペプチド(RMFPNAPYし)、 HLA-A2402とWT1ペプチド(RMFPNAPYL)の HしAーペプチ

ド複合体(ペンタマー)を購入した。 HLA-A02の患者はCMVとWT1を、 HしA-A24の患

者は WT1特異的 T細胞を調べた。 C03-FITC、CC只7-PE，C03-PerCP、APC-ペンタ

マーを全血に加え、 15分室温暗所で、反応、させた。溶血操作は 2回行い、洗浄後、国

定しフローサイトメトリーにかけた。ペンタマー楊性細胞が多い場合、 C045RA-FITC、

C057-FITC (80)、C045RO-PE，C027-PE (80)、C08-PerCPとペンタマー-APCで染

色、サブ、タイプ解析を行った。

ペプチドと CMVIysate 
WT1抗原識別部を高性能の液相クロマトグラフィーで 80弘以上の精度のペプチドと
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したものを使用した(Qiagen，Hilden， Germany) 0 HLA-A0201結合 WT1ペプチドのアミ

ノ酸配列は RMFPNAPYL(AA 126-134)で HLA-A2402結合 WT1 ペプチドは

CMTWNQMNL (AA 235-243)で、あった。 CMVA0169のウイルス溶解液は Advanced

8iotechnologies (Alberta， Canada)のものを使用した。

細胞内サイトカイン

細胞内サイトカインはゲムシタビンの初回投与例(初回治療群)の患者のみ調べた。

ヘパリン全血に 1mlに最終濃度 1μg/mlとなる CMVIysateを加え、共刺激として最

終濃度 10μg/mlの C028とCD49d(8D)を加え、 37
0
Cで6時間刺激した。 HLA-A02

もしくは HLA-A24の患者には最終濃度 1ng/mlの WT1ペプチド刺激も行った。 10μ

g/mlのブ、レフェルデ、イン A(Sigma， St Luis， MO， USA)を刺激開始後 2時間後に加えた。

陽性コントロールは最終濃度 5μIImlのブドウ球菌外毒素 8( staphylococcal 

enterotoxin 8)、陰性コントロールは P8S(一)を使用した。サンプルは 6時間刺激後、

Lysing solution (80)で溶血、 PermeabilizingSolution (80)で膜透過性処理を施され、

CD69-FITC、IL-4-PE、IFN-r-PE、CD8-PerCP、CD4-PerCPとCD3-APC(8D)と反

応後、洗浄・固定しブローサイトメトリーにかけた。 CD3+CD4+もしくは CD3+C08+細胞

のIFN-rとIL-4陽性細胞をサイトカイン分泌T細胞と判断した。 CD69は活性化マー

カーとして使用した。

T細胞受容体レパートリー

5症例を解析した。 EOTA採血から RNAを抽出した。 RNA抽出には Qiagenの

QIAamp RNA 8100d Mini Kitが使用された。 RT-PCRとPCRには TaKaRa One Step 

RNA PCR Kit (AMV) (タカラバイオ、滋賀県)を使用した。 PCRの条件は 50
0
C30分・

94
0
C2分を 1サイクル、 94

0
C30秒・57

0
C30秒・72

0
C30秒を 30サイクル、最後に 720C

1分で加熱、 4
0
Cで終了した(GeneAmpPCR System 9700， Applied 8iosystems， CA， 

USA) 026種類のTCR-Vs配列をJI買方向プライマ一、 6-FAMと結合したCs配列を逆

方向プライマーとして使用した。Vsプライマーは Invitorogen(CA， U SA)、Csプライマ

ーは Applied8iosystemsで、合成した 15-1601μ|の PCR産物は 13.6μ|のホルマミドと

0.4μ|のサイズスタンダード(Genescan-500ROX， A8I){こ加え、 94
0
C5分でdenatureし、

3100-Avant Genetic Analyzer (A8I)で電気泳動した。サイズ分布は GeneScan7.7 

(A8I)で解析した。

統計解析

非進行生存期間はゲムシタビン開始した臼から進行と診断された日までとし、デー

タは Kaplan-Meierで測定した。ログランク検定は2群聞で、の比較で用いた。初回治療

は治療前と治療後の免疫状態を pairedWilcoxon signed rank testで比較し、初回治
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療と治療中の患者の比較を repeatedmeasures designで、行った(図 3)。データは

Windowsの JMP6.0を使用した。

結果

患者

23例の患者がこの研究に参加した(表 3)0 18例は初回治療の患者(初回治療群)

で、 10例は 3-20コース自治療中の患者(治療中群)である。初回治療群のうち、 3症

例は早期進行、肺炎、もしくは支持療法希望でゲムシタビンによる治療を中止されて

いる。 5人の初回治療群、 3人の治療中群で気分不快、感冒による発熱、急性膝炎、

ステント閉塞などで、治療スケジュールが変更された。発熱、膝炎、ステント閉塞時の

データは解析から除外した。

表 3患者

Nu 
グ/レープ

{コース}
喜子議会 豆PS 遂護室主{転季多額控}

2. Nおもモ 57 謎 鈎1>>c必yAお腿詑d

3 Trea凶約 九 f ∞以拘.".d'J蹴吋
ヰ τ犯舗を益{ヰ) 76 認 知 1.0吃必診Adv誼詑4
3 τ日経をd(20) 70 f 合会 M定秘書士邸主s手韮P)
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白血球分画、好中球、リンパ球、単球

白血球分画の好中球、リンパ球、単球について解析した(図的 O実線は初回治療
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群、点線は治療中群を示している。初回治療群の単球の割合と絶対数は、治療中の

患者に比較し低いが、 2か月の治療により治療中の患者と同様のレベルになる。また

リンパ球はコース途中で一過性に下がるが、 Grade3-4のリンパ球減少は5.6%のみで

あった。また day7、day14の間で白血球、好中球、リンパ球、単球の変わりはなく、コ

ース中の低下は day7以降安定すると考えられた。

図 4 白血球分画の割合と絶対数リンパ球の変動は少なく、単球は治療により増加する傾向が

ある0*、料、林*は初回治療群の治療前との比較(pairedWilcoxon signed rank test)でそれぞれ

Pく0.050、Pく0.010、Pく0.001を示す。初回治療群と治療中群の比較(repeatedmeasures design) 

は好中球:(%) P=0.851、(絶対数)P=0.444 リンハ球:(%) P=0.645、(絶対数)P=0.753、単球:(%) 

P=0.006、(絶対数)P=0.001
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CD69+CD4+T細胞 (P=0.002)、 CD69+CD8+T細胞(P=0.012 )で CD14+単球

(P=0.021) (図 6I. J， F)とCD123+、CD11c+の樹状細胞 2種類(Pく0.001、P<0.001、図

6M， N)は治療中の患者が初回治療群より絶対数は多かった。しかし NK細胞の割合

は治療中の患者で有意に低下がみられた(P=0.008)(図 5C)0 ただし、 NK細胞の絶

対数は有意な低下はみられなかった(P=0.072)(図 6C)0 初回治療群で治療前と割合

を比較すると、 CD4+T細胞(図 5A)とNaiveCD4+リンパ球(図 5G)はday14に増加が

認められた(P=0.008、Pく0.001)が、その他は有意な変化を認めなかった。 CD123+樹

状細胞の割合(図 5M)は2コース目の最初より、また CD11c+樹状細胞(図 5N)は 1コ

ース目のday14から増加みられた(P=0.003、Pく0.001)0 しかし、多くのリンパ球サブタ

イプの絶対数は、治療による血球減少により低下がみられた。 NK 細胞、

CD69+CD4+T細胞、 CD69+CD8+T細胞(図 6C，1， J)は day14で低下みられた
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(P二0.018、P=0.048、P二0.015)0 また CD8+T細胞 (P=0.010、P=0.030)(図 68)、

memory CD4+リンパ球(P=0.020、Pニ0.010)(図 6H)は回復に 2カ月かかった。 8細胞

(P=0.022、Pご0.011、P=0.005)とNKT細胞(P=0.035、P=0.042、P=0.013)(図 6E、0)は

2力月のモニタリング期間で、は回復しなかった。 CD123+樹状細胞は2コース前に増加

みられたが(P二0.017)、3コース前には有意差は見られなかった(図 6M)0 CD11 c+樹

状細胞は 2カ月間増加がみられ(P=0.011、P=0.021、図 6N)、また CD14+単球は

day14には低下がみられたが、 3コース目前には増加がみられている(P=0.033、図

6F)。
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密 5ゲムシタピン治療中における免疫線抱の劉合の変動 CD4+す線胞(A)とNaiveCD4+リンパ

球(G)はday14で増加する。2種類の樹状線路側、対)は増加傾向にある。リンパ球サブタイプの割

合は絶対数より安定している。*、料、***1ま初回治療群の治療前との比較(pairedWilcoxon 

signed rank test)でそれぞれPく0.050、Pく0.010、Pく0.001を示す。初密治療群と治療中群の比較

(repeated measures design) r;t A: P=O.674， B: P=O.636， C: P=O.008ラD:P=O.338， E: P=O.134， F: 

P=O.003， G: P=O.216，日:P=O.244， 1: P=O.002ラJ:P=0.448，五:P=O.299， L: P=0.405ラM:P=O.OOl， 

N: P=O.005 
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図 6ゲムシタビン治療中における免疫細胞の絶対数の変動 CD69+CD4+T細胞(1)、

CD69+CD8+T細胞(J)、CD14+単球(F)、2種類の樹状細胞(M，N)は治療中群で増加みられた。

CD14+単球(F)、2種類の樹状細胞(M，N)は初回治療群において、治療前と比較しゲムシタビン投

与により、徐々に増加がみられた。*、料、林*は初回治療群の治療前との比較(pairedWilcoxon 

signed rank test)でそれぞれ Pく0.050、Pく0.010、Pく0.001を示す。初回治療群と治療中群の比較

(repeated measures design) li A: P=O.572， B: P=O.791， C: P=O.072， D: P=O.166， E: P=O.099， F: 

P=O.021， G: P=O.663， H: P=O.838， 1: P=O.002， J: P=O.OI2， K: P=O.551， L: P=0.433， M: P<O.OOl， 

N: P<O.OOl 
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ペンタマー

CMV特異的T細胞の割合は、 7例の初回治療、 4名の治療中の患者について調

べた(図 7A)oCMV陽性細胞の割合は、初回治療と治療中の患者で明らかな変化は

見られず、初回治療の治療前と比較しても明らかな変化はなかった。サブタイプ解析

は NO.27の患者に行った。 Naive(CD8+CD27+CD45RA+) 、 memo~(CD8+CD45RA一)、

effector (CD8+CD27-CD45RO+)、centralmemory (CD8+CD57-CD45RO+) (図 7B)の

割合の変化をみたが、著明な変動は見られなかった。このことよりゲムシタビンは

CMV特異的 T細胞に影響を及ぼさないものと考えられた。WT1特異的 T細胞は

HLA-A02の5例、 HLA-A24の 10例、 HLA-A02/24の6例に対して行った。WT1ペン

タマ一陽性細胞は HLA-A24の方が HLA-A02より多いが、 HLA-A2402のWT1ペンタ

マ一陽性細胞は、クラスターを形成せず、非特異的結合と考えられた(図 7C)0 

図 7ゲムシタピンの CMVとWT1ペンタマー結合 CD8+T細胞に対する影響抗原特異的 T細

胞(A)とそのサブタイプにはっきりとした影響はなかった。 HLA-A2402の WT1ペンタマー結合細

胞は HLA-A0201と比較し多かったが、非特異的結合と考えられた(C)0 

8. HlA-A02o-l C焔Vベンタマーーのサブタイプ解析
(No.27) 
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結胞内サイトカインと T細胞受容体レパートリー解析

IL-4とIFN-y産生 CD8+もしくは CD4+T細胞の数と割合について解析した(図 8，

針。ブドウ球菌外毒素 B(staphylococcal enterotoxin B: SEB)刺激時の IFN-Y産生
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CD8+T細胞 1コース自の day14における低下(P=0.049)のみ認められた(図 9)0 WT1 

ペプチド刺激によるサイトカイン産生は陰性コントロールの PBS(一)刺激と間程度で、

R=0.668から 0.887の強い相関関係を認めた。このことは、実際の WT1ペプチド刺激

をみるためには、陰性コントロールで補正しなければいけないと考えられた。図 10は

補正したサイト力イン産生細胞の割合である。WT1ペプチド刺激によるサイトカイン産

生はく0.3%であり、 WT1ペプチドによるサイトカイン産生はほとんどないと考えられた。

CMV Iysateもしくは SEB刺激による IL-4産生において、治療前と比較し有意差みら

れているが、変化は小さいため、ほとんど影響はないと考えられた。

T細胞受容体レパートリーの解析は初回治療の 5例について行っており、明らか

な変動は見られず、 T細胞受容体に影響しないと考えられた。

図 8ゲムシタビン治療中における、T細胞サブタイプのサイト力イン産生細胞の割合ゲムシタ

ビン治療による有意な変動はなかった。
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図 9 ゲムシタビン治療中における、T細胞サブタイプのサイトカイン産生細胞の絶対数 SEB刺

激による IFN-y産生 CD8+T細胞以外、有意な変動はなかった。

刺激物質

PBS(ー)(韓性コントローlレ WT1ペプチド
(A0201もしくはA2402)

CMV!ysate 15 SEB (鶴性コントローjレ)

Days 
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図 10陰性コントロールで補正したそれぞれの T細胞サブタイプ中のサイトカイン産生細胞の割

合 WT1ペプチド刺激ではサイト力イン産生細胞は 0.3%未満で、WT1ペプチド刺激ではサイトカイ

ンを産生しないと考えられる。CMVIysate、SEB刺激でIL-4産生細胞割合に有意な変動があるが、

その差はわずかであるo
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免疫学の進歩により抗腫虜免疫のメカニズムまたは腫蕩特異抗原が同定され、

近年の腫蕩ワクチンの臨床試験に貢献している。すでに子宮頚がんの予防ワクチン

(GARDASIL⑮、 CERVARIX⑮)がいくつかの国で承認されているが、がんの治療ワクチ

ンの臨床試験の効果は限られたもので、ある 9。このため、治療ワクチンの効果を上げ

るため、いくつかの試みがなされている。ひとつには微小残存がんの患者にワクチン

を投与すること '7、もうひとつは化学療法や放射線療法と併用して相乗効果を期待す
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るものである 18-190抗がん剤は免疫抑制をもたらし、いくつかの薬剤は免疫抑制剤とし

て自己免疫疾患の治療や移植後 GVHD予防に使用されている。一方、いくつかの抗

がん剤は抗腫湯免疫を賦活する作用があることが明らかになってきた。サイクロフオ

スフアミドは腫療の免疫寛容の原因となるとされる CD4+CD25+の制御性 T細胞を低

下させる 20、オキサリプラチンとドキソルビシンは腫蕩細胞を障害し、TolI様受容体-4

と結合する HMGB1タンパクを放出し、樹状細胞を活性化させる 210シスプラチンやド

キソルビシン、マイトマイシンC、フルオロウラシル、カンプトセシンは FasやTRAIL依

存性経路でアボトーシスを誘導する 22ーへ

ゲムシタビンはいくつかの免疫賦活効果が知られている。腫療のアポトーシスを

誘導し、抗原提示を増強する効果 24-25や骨髄由来抑制細胞を除去する効果などある

へ Nowakらはマウスモデルにおいて、ゲムシタビンによる治療は B細胞の減少やイ

ンフルエンザ抗体の低下を報告しているが 27、ゲムシタビンと免疫療法である CD40し

の併用療法は固形がんに対して相乗効果をもつことも報告している 280Bauerらはゲ

ムシタビンと樹状細胞ワクチンの併用療法で Panc-2の障がん細胞株において高い

効果を示した 290またCorrealeらは、大腸がんに対して、GM-CSFとIL-2投与後ゲム

シタビン併用 FOLFOX4において、腫場抗原表出の増加と制御性 T細胞の低下を報

告している 300しかし、ゲ、ムシタビ、ンの免疫系の影響に対する定まった見解はない。障

がんの患者の免疫モニタリングを Plateらが行っているが、ゲムシタビンは免疫抑制

的でなく、 CD3+CD45RO+メモリーT細胞を減らすことにより、免疫増強効果が期待で

きるとしている 8。しかし、この研究は 1コース自の 21日のみモニタリングしており、ゲ

ムシタピ、ンの治療スケジュールも異なっていた。Bangらはゲムシタビンとシスプラチン

の併用療法において、CD11c+の樹状細胞の増加を報告している 310

この研究においては、膝がん患者のゲムシタビン投与後 2か月以上の免疫モニ

タリングを行い、T細胞サブタイプや NK細胞の低下は一過性で、CD14+単球や 2種

類の樹状細胞の増加傾向が認められた。ゲムシタビンの標準療法は抗原提示細胞

を増やすと考えられた。担がん患者においては末梢血中の樹状細胞は低下しており

32、樹状細胞の分化は腫嬢細胞により抑制されるとされている 33-34。ゲムシタビン投与

による抗原提示細胞の増加は自然免疫、獲得免疫を刺激し、腫蕩細胞の障害に関

連する可能性がある。これらのゲ、ムシタビ、ンの抗原提示細胞への効果は、腫場ワク

チンとの併用において相乗効果をもたらす可能性がある O

以前、我々のグループでがん患者に対する同種幹細胞移植後の WT1特異的 T

細胞と GVHD.抗腫療効果の関連について報告したへWT1タンパクは白血病 36をは

じめ、乳がんやさまざまな固形がんの細胞株でみられており 37、WT1ペプチドワクチン

の臨床試験は既にいくつかの研究室で行われている砕39。障がんは 75犯のケースで

WT1タンパクを発現しているといわれている 400これらの結果は膝がんに対するゲム

シタビンとWT1ペプチドワクチン併用療法を支持するものと考えられる。

18 



免疫学的効果判定であるが、 WT1ペプチドワクチンの効果判定において限界が

あることが考えられた。 WT1特異的ペンタマーにおいて、 HLA-A0201 は非特異的結

合が少なく、 WT1特異的 T細胞の解析に適当と考えられたが、 HLA-A2402は非特異

的結合が多く解析に困難が伴うと考えられた。

また、この研究において初回治療と治療中の 2群を解析したが、非進行生存期

間がこの 2群において明らかに異なっており (6カ月 vs.20.6カ月)、実際には背景の

異なる集団と考えられた O

これらの問題点はあるが、今回の膝がん患者における免疫細胞の研究から、膝

がんに対するゲムシタビンと WT1ペプチドワクチン併用療法の臨床試験の実施は可

能と考えられる O
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