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Vaccination with fusion cells(FCs)of dendritic cells(DCs)and cancer cells induces
 

antitumor immunity in animal models and has been tested without severe adverse effects in
 

human patients.Here,we describe the fusion efficacy of autologous human DCs and cancer
 

cells for generating FCs by treatment with polyethylene glycol(PEG)and the functional and
 

morphologic characteristics of FCs.DCs stained with green fluorescent dye(PKH-2GL)and
 

cancer cells stained with a red fluorescent dye(PKH-26)were admixed and treated with PEG.
After overnight incubation,the frequency of FCs,which exhibited both green and red fluores-
cences,among PEG-treated cells was determined.FCs were present in both the adherent and

 
nonadherent cell fractions at frequencies of approximately 30%.However,with cells from a

 
case of colon cancer FCs comprised 70% of adherent cells and 3% of nonadherent cells.FCs

 
of DCs and colon cancer cells in the adherent cell fraction expressed the DC markers HLA-DR

 
and CD86.Naive peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)from a patient with colon

 
cancer co-cultured with FCs for 7 days secreted substantial amounts of interferon-gamma

 
when incubated with autologous cancer cells,whereas untreated PBMCs did not.Scanning

慈恵医大誌 2004;119:99-115.



electron microscopy showed a DC that had apparently infiltrated a gastric cancer cell after
 

PEG-treatment,generating a cell with unique cell processes.DCs and hepatocellular car-
cinoma cells were attached firmly,suggesting that the attached faces of both cells had likely

 
fused.Some colon cancer cells had thick and uneven microvilli after treatment with PEG and

 
attracted T lymphocytes.These findings demonstrate that FCs of DCs and cancer cells are

 
successfully generated by treatment with PEG.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2004;119:99-115)
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I. 緒 言

特異的T細胞受容体に認識される癌抗原の遺

伝子が次々にクローニングされ，同時にこれらの

分子の抗原性ペプチドの構造も明らかとなり ，

癌細胞に対する免疫系の反応が分子レベルで解明

されつつある．T細胞の標的となる癌抗原は核蛋

白，細胞質蛋白，膜蛋白のいずれにも存在し，T細

胞受容体に認識される癌抗原ペプチドは，これら

の蛋白がプロテアソームなどでプロセッシングを

うけ，粗面小胞体を経由して主要組織適合抗原

（major histocompatibility complex,以下MHC）

class I分子上に提示される ．この抗原性ペプチ

ドを認識して反応するT細胞はおもにCD8を発

現するTリンパ球であり，特異的受容体でMHC
 

class I分子上のペプチドを認識したCD8T細

胞は，細胞障害性Tリンパ球（cytotoxic T
 

lymphocytes，以下CTL）としてPerforin-Gran-

zyme,Fas-Fas Lなどの反応を介して癌細胞に

アポトーシスを誘導する ．CTLの標的抗原を発

現している癌の担癌個体に，人為的に抗原特異的

な免疫反応を誘導すれば，治療効果を示す抗腫瘍

免疫が誘導される可能性が考えられる．抗原性ペ

プチドが大量かつ容易に合成できることより，こ

のようなペプチドをワクチンとして使用する抗原

特異的癌免疫療法が試みられている ．

一方，癌細胞が元来このような免疫系に認識さ

れうる抗原を発現していても，実際の進行癌症例

では，その自然経過において癌に対する強力な免

疫学的抑制が機能することは極めて稀であり，多

くの場合，癌は容易に進展を続ける．その要因の

ひとつは，癌細胞がT細胞に対して抗原提示と感

作成立を行うために必須な分子である共刺激分子

（costimulatory molecule）を発現していないこと

で，その結果T細胞は癌抗原に対して末梢性免疫

寛容の状態にあると考えられている ．

T細胞に抗原特異的な活性化を成立させるた

めには，生体内の専門的抗原提示細胞（profes-

sional antigen presenting cell）が抗原を取り込

み，MHC分子上にその抗原性ペプチドを結合さ

せて，T細胞に提示する必要がある．樹状細胞

（dendritic cell,以下DC）は生体内の強力な専門

的抗原提示細胞であり，未感作T細胞に抗原特異

的活性化を付与するprimary immune response

を担う免疫細胞である ．DCは感染症に対する

生体防御の上で非常に上重要な細胞であるが，同

時に癌抗原をT細胞に提示する能力を有してい

ることも示されている ．このことより，DCを用

いてT細胞に癌抗原に対する抗原特異的活性化

を誘導し，担癌患者の体内に癌の進展や転移を抑

制する抗腫瘍免疫を誘導することを目的とした細

胞免疫療法が注目されるようになった ．DCは

サイトカインを用いた大量培養が可能となったこ

とより，臨床使用への道が開けつつあり ，癌に

対する細胞免疫療法という新たな治療体系の確立

の可能性をもたらした．

癌抗原の抗原性ペプチドをDCに取り込ませた

り ，または，抗原遺伝子をDCに導入すると ，

これらのDCによりT細胞は活性化され，抗原特

異的な抗腫瘍免疫が誘導されることが示された．

しかし，遺伝子異常が積み重なって発症，進展す

るヒト癌においては，癌抗原は経過中構造を変化

させたり，消失したりする可能性が考えられる．そ

こで，単一の癌抗原に対するCTLの反応に限定

せず，いくつかの抗原エピトープに対する複数の

CTLクローンが活性化されるほうが，高い抗腫瘍

効果が得られることが期待される．また，個々の

癌症例は既知の癌抗原以外に，細胞の癌化に伴う

遺伝子変異により発現される固有の癌抗原（indi-

vidually unique antigen) や，現時点では未同
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定の癌抗原を発現している可能性があり，未知，既

知の癌抗原を含んだ癌細胞全体の抗原性を治療に

用いる方が高い治療効果が得られる可能性があ

る．

近年，DCと癌細胞の融合細胞による特異的癌

免疫の誘導が報告された ．この方法はプロテア

ソームのような細胞内小器官を利用して癌抗原ペ

プチドをMHC class I結合性の内因性抗原とし

て提示すると同時に，DCの発現する共刺激分子

とともに癌抗原を細胞障害性Tリンパ球および

ヘルパーTリンパ球に提示しうる利点を有して

いる ．融合細胞作製の目的は，癌細胞にDCの

持つ抗原提示機能を付与し，癌細胞自身を抗原提

示細胞化させることにあるといえる．DCの特性

を保持した融合細胞は，融合相手の細胞である癌

細胞の発現する癌抗原をTリンパ球に提示し，癌

抗原を認識するTリンパ球を活性化，増殖させ，

Tリンパ球を中心とした抗腫瘍免疫を誘導する

と考えられる．

近年，DCと癌細胞の融合細胞を用いた癌免疫

療法の臨床第1相試験が脳腫瘍やメラノーマで報

告され ，重篤な副作用が無く，安全に施行可能

であることが示された．融合細胞を用いた免疫療

法では，治療に用いる融合細胞の質が重要な要素

である．われわれは，マウスDCと腫瘍細胞の融合

細胞の作成と，その抗腫瘍免疫誘導能につき検討

し報告してきた ．これらの知見を基に，東京慈

恵会医科大学倫理委員会の承認のもと，同大附属

病院において進行癌に対するDCと癌細胞の融合

細胞を用いた癌免疫療法のパイロットスタデイが

進行中である．これらの臨床研究のために作製さ

れたヒトDCと癌細胞の融合細胞につき，その作

製効率，機能，形態につき検討したのでここに報

告する．

II. 材 料 と 方 法

1. DCの採取

DCの採取は，東京慈恵会医科大学附属病院本

院で施行中の進行癌に対する自己DCと癌細胞の

融合細胞を用いた癌免疫療法に関する基礎研究

（東京慈恵会医科大学倫理委員会承認10-32

(2677))，と臨床研究（東京慈恵会医科大学倫理委

員会承認10-33(2678)）に関連して採取された癌

患者末梢血単核球細胞（peripheral mononuclear
 

cells，以下PBMC）を用い，臨床応用のためのFC

の品質管理の一環としてヘルシンキ宣言の遵守の

もとに施行された．PBMCからのDCの培養は

Sallustoら の方法によった．各症例より十分な

説明と同意を得て，約30 mlの末梢血をヘパリン

採血した．Ficoll遠心分離法を用いてPBMCを

採取した．DCの培養は，すべて専用のP2培養施

設で行った．5% 非働化自己血清添加RPMI-

1640培地（Nissui Pharmaceutical Co.Tokyo,

Japan）に細胞を浮遊させ，24穴培養プレートに

10cells/wellで細胞を植え込み，37℃で1時間

培養後，浮遊細胞を洗浄除去し，付着細胞分画を

得た．この付着細胞をrh GM-CSF(Becton
 

Dickinson,Bedford,MA,10 ng/ml),rh IL-4

(Becton Dickinson,10 ng/ml)およびrh TNF-

α(Becton Dickinson,10 ng/ml)を添加した5%

非働化自己血清添加RPMI-1640培地で10日間

培養した後，浮遊または緩やかに付着したDCを

ピペット操作により採取した．30 mlの患者末梢

血より1-2×10のDCが採取可能であった．フ

ローサイトメトリーによる解析では，これらの

DCはCD80,CD83,CD86,HLA-DRなどのDC

マーカーを発現し，MHC typeの異なるTリンパ

球との混合培養（allogenic mixed leukocyte
 

reaction）の系においてTリンパ球の増殖反応を

誘導するの機能を示した（data not shown)．

2. 癌細胞の培養

治療に用いる癌細胞の培養は専用のP2培養施

設で行った．癌細胞の培養は患者より十分な説明

と同意を得たうえ，治療または検査用に採取した

癌性腹水または癌性胸水，手術時に採取された腫

瘍組織，生検により採取された癌転移リンパ節組

織などの一部を用いて行った．癌細胞を採取し，

FC作製につき検討した症例をTable 1に示し

た．癌性胸腹水はPBSで2-3倍に希釈後，1,500
 

rpm,10分の遠心で得られた細胞を10%FCS添

加DMEM培地（Nissui Pharmaceutical Co.

Tokyo,Japan）に浮遊させ，10/mlの濃度で25
 

cm collagen coated flask(Iwaki, Tokyo,

Japan)で5%CO下に培養した．腫瘍組織，生検

組織からの癌細胞の初代培養は，細切した腫瘍組

織をPBSで洗浄後，酵素処理（0.1% コラゲナー

消化器癌に対する樹状細胞ワクチンの基礎的検討 101



ゼ，和光純薬，大阪，37℃，4時間処理，または1,000
 

U/mlデイスパーゼ，合同酒精，東京，37℃,30-60

分処理）を行い，得られた単離癌細胞を8%FCS

添加TIL培地（Immuno-Biological Lab.Fujio-

ka,Japan)，または10%FCS添加DMEM培地に

浮遊させ，10/mlの濃度で25 cm collagen coat-

ed flaskに植え込み，5%CO下に培養した．増殖

の良好な癌細胞は0.05% trypsin＋0.01% EDTA

を用いて継代培養を行った．

3. DCと癌細胞の融合細胞の作製

DCは癌細胞と融合する前に，その培養液の細

菌汚染検査とエンドトキシン汚染検査を施行し

た．これらの汚染の無いことを確認の上，DCと癌

細胞の細胞融合をGongら の方法を改変して

行った ．培養されている癌細胞を0.05%

trypsin＋0.01%EDTA 処理により剥離させ，DC

と癌細胞を2:1の比率で混合し，1,200回転，5分

の遠心を行った．遠心後上清を除き，沈澱した細

胞に37℃に加温した50% polyethyleneglycol

(PEG1450,Sigma Chemical Co.,St Luis,MO)1
 

mlを加え，正確に1分間インキュベートした．

37℃に加温した無血清のRPMI-1640 7 mlを7

分間かけて加えPEGを希釈した後，遠心により

PEGを除いた．rh GM-CSF(10 ng/ml),rh IL-

4(10 ng/ml)およびrh TNF-α(10 ng/ml)を添

加した5% 非働化自己血清添加RPMI-1640培

地にPEG処理した細胞を浮遊させ，1晩培養し

た．浮遊状態および軽くculture plateに付着して

いる細胞はピペット操作で回収し，付着細胞は

0.05% trypsin＋0.01% EDTAにより剥離させて

回収した．それぞれの細胞を5% 非働化自己血清

添加PBSで3回洗浄し，以下の実験に使用した．

4. 融合効率の検討

DCと癌細胞の融合効率は以下の方法で検討

した．DCはPKH-2GL（緑色蛍光)，癌細胞は

PHK-26（赤色蛍光) で融合前に染色した．これ

らの細胞をPEG処理で融合させ，1晩培養後，上

記のように浮遊細胞分画と付着細胞分画を採取し

た．それぞれの細胞を蛍光顕微鏡（LSM 410,

KARL ZEISS,Germany）を用いて観察し，100

の細胞について赤，緑の両方の蛍光，または中間

の橙色の蛍光を発する細胞の数を算定した．変法

として，PKH-26で染色した癌細胞と，無染色の

DCをPEG処置して1晩培養し，浮遊細胞，付着

細胞を採取した．この細胞をFITC標識抗HLA-

DR抗体（PharMingen,SanDiego,CA)，または

FITC標識抗CD86抗体（PharMingen）で染色し，

蛍光顕微鏡下に100の細胞を観察して，赤と緑の

両方の蛍光，または中間の橙色の蛍光を発する細

胞の比率を算定した．

5. フローサイトメトリーによる検討

DCと癌細胞の融合細胞についてDCの細胞表

面マーカーの発現の有無をフローサイトメトリー

で検討した．FCをFITC標識抗HLA-DR，また

はFITC標識抗CD86抗体で染色し，2% par-

aformaldehydeで固定し，フローサイトメトリー

により解析した．フローサイトメトリー上のFC

の位置を決定するために，PKH-26で染色した癌

細胞と，PKH-2GLで染色したDCをPEG処理

し，2色の蛍光を発する細胞の存在する領域を複

数の解析によって前もって決定しておき，その領

域にゲートをかけて解析を行った．使用した装置

はFACSCalibur flow cytometer(Becton Dick-

inson,Sanjose,CA)であり，ヒストグラムなど

の作成はCell Quest software package system

(Becton Dickinson,Sanjose,CA)を使用して

行った．

6. FCのリンパ球刺激能の検討

FCの抗原提示細胞としてのTリンパ球の刺激

能を以下の方法で検討した．上述のようにDCと

癌細胞を混合してPEG処理し，1晩培養後，浮遊

細胞分画と付着細胞分画のFCを採取した．癌細

胞の由来した患者（免疫療法未施行）から採取し

たPBMCと浮遊細胞分画または付着細胞分画の

FCと混合培養した．FCとPBMCの数比を1:

200とし，RPMI-1640＋10%FCS培地にrh inter-

leukin-2(IL-2)20 U/mlを加えて7日間培養し
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Table 1.Cases of malignancies in

 
which fusion efficacy of den-
dritic cells and tumor cells

 
was examined.

Case  Diagnosis
 

1.37y,M  Epithelioid sarcoma
 

2.32y,M  Colon cancer
 

3.33y,F  Gastric cancer
 

4.46y,F  Gastric cancer



た．コントロールとしてFCを加えず，IL-2添加

のみで7日間培養したPBMCを用いた．培養後

PBMCの数を算定し，PBMCを5×10/well，癌

細胞を10/wellで24穴培養プレートに植え込

み，2日間混合培養した．培養上清を採取して遠心

し，培養液中に分泌されたインターフェロン－γ

（以下IFN-γ）をELISA kit(Biosource,Camar-

illo,CA)を用いて定量した．

7. 走査電子顕微鏡（SEM）による細胞の観察

浮遊細胞は遠心（1,500 rpm,10分）で回収し，

1.2%グルタールアルデヒド液（350 mOs,pH 7.4）

で固定（24時間）後，0.1%ポリ-L-リシンをコー

トしたスライドガラス上に細胞を付着させ，アル

コール系列で脱水，酢酸イソアミルで置換後，液

化炭酸による臨界点乾燥（HCP-2，日立，東京）の

後，金パラジウムのイオンスパッタ－コーテイン

グ（MSP-10，真空デバイス，茨城）を行った．

付着細胞は細胞が培養されているplastic cul-

ture plateの一部を切り出し，1.2%グルタールア

ルデヒド液（350 mOs，pH 7.4）で固定（24時間)，

アルコール系列で脱水，液化炭酸による臨界点乾

燥の後，金パラジウムのイオンスパッタ－コーテ

イング（MSP-10）を行った．これらの浮遊・付着

細胞は走査電子顕微鏡（JSM-5800LV，日本電子，

東京）を用いて加速電圧10-15KVで観察した．
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Fig.1.Fluorescence microscopic view of fusion cells of autologous dendritic cells and cancer cells.
a:Cells generated by treatment of PKH-2GL(green)-stained dendritic cells and PKH-26(red)-
stained cancer cells with polyethylene glycol(PEG) b:Upper;Left,dendritic cells stained with

 
PKH-2GL.Upper right,cancer cells stained with PHK-26.Lower;Fusion cells generated by

 
treatment of stained dendritic cells and cancer cells with PEG.

a

 

b
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Fig.2.Flow cytometric analysis on fusion cells of autologous dendritic cells and colon cancer cells.
Colon cancer cells and autologous dendritic cells were admixed and treated with polyethylene

 
glycol as described in the text.After overnight incubation,adherent and non-adherent cells were

 
collected.Cells in each fractions were stained with FITC labeled anti-human HLA-DR and anti-
human CD86,respectively,and analyzed by flow cytometory.
Upper;adherent cells,Lower;non-adherent cells.Red;anti-HLA-DR,Blue;anti-CD86,Green;
isotype control antibody

 

Table 2.Fusion efficacy of DCs and cancer cells.
Dendritic cells(DCs)were stained with

 
green fluorescent dye(PKH-2GL),and

 
cancer cells with red one(PKH-26).
Cancer cells and DCs were admixed and

 
treated with 50% polyethylene glycol as

 
described in the text.After overnight

 
incubation,adherent and nonadherent

 
cells were collected and observed under a

 
fluorescence microscope.Per cent cells

 
exhibiting both red and green fluores-
cence was determined by counting 100

 
cells.

Case  Fusion efficacy
 

Cell type  Per cent
 

1.Epithelioid sarcoma Adherent  23
 

Non-adherent  18
 

2.Colon cancer  Adherent  32
 

Non-adherent  48
 

3.Gastric cancer  Adherent  23
 

Non-adherent  25
 

4.Gastric cancer  Adherent  68
 

Non-adherent  3

 

Table 3.Fusion efficacy of DCs and cancer cells.
Human colon cancer cells were stained

 
with red fluorescent dye (PKH-26).
Autologous dendritic cells and the PKH-
26-stained cancer cells were admixed

 
and treated with 50% polyethylene

 
glycol as described in the text.After

 
overnight incubation,adherent and non-
adherent cells were collected,admixed,
and treated with FITC labeled anti-
human HLA-DR or anti-human CD86.
Per cent of cells exhibiting red and/or

 
green fluorescence was determined by

 
counting 100 cells under a fluorescence

 
microscopes.Cells with red fluores-
cence were identified as unfused cancer

 
cells,those with green fluorescences as

 
unfused DCs and those woth red and

 
green fluorescences as FCs.

FITC labeled antibody
 

Fluorescence
 

Red
(PKH-26)

Green
(FITC)

Red and Green
 

Anti-HLA-DR  58% 7% 35%
Anti-CD86  49% 24% 27%



III. 結 果

1. PEG処理による癌細胞とDCの融合効率の検

討
消化器癌を含む各種悪性腫瘍患者より腫瘍細胞

を培養し，株細胞として樹立された5種の腫瘍細

胞株を用いた．うち4例では，腫瘍細胞を赤い蛍

光色素であるPKH-26で染色し，DCは緑の蛍光

色素PKH-2GLで染色した後，PEGで融合処理

を行った．1晩培養後，付着細胞と浮遊細胞を別々

に採取し，蛍光顕微鏡下で100の細胞につき発す

る蛍光色素の色を観察した．赤と緑の両方の蛍光，

または混合して橙色の蛍光を発している細胞を

FCとして算定した．典型的なFCの像をFig.1

に示す．細胞は腫瘍細胞単独よりやや大型で，細

胞全体に赤と緑，および中間の橙色の蛍光が認め

られる．

類上肉腫1例，大腸癌1例，胃癌2例で検討し

た結果をTable 2に示す．症例ごとに融合効率に

差が認められたが，Case 1-3においてはPEG処

理した細胞の浮遊細胞分画，付着細胞分画の両方

にFCが認められ，PEG処理細胞の約20-30%の

細胞がFCであると考えられた．しかし，Case 4

の胃癌の症例は，FCは付着細胞分画に多く存在

し，PEG処理後の付着細胞分画の約70%の細胞

がFCと判定された．45歳，女性の大腸癌より樹

立した細胞株と自己DCを用いて，異なる染色法

により融合効率を検討した．すなわち，前もって

PKH-26で染色した腫瘍細胞とDCをPEG処理

し，1晩培養後，DCマーカーであるHLA-DRと

CD86に対するFITC標識抗体で処理し，同様に

蛍光顕微鏡下で融合効率を検討した．その結果を

Table 3に示す．両抗体の間で若干の差違が見ら

れたが，PEG処理細胞の約30%がFCであると

考えられた．なお，Table 2における検討では，

PEG処理細胞の浮遊細胞と付着細胞を混合して

分析した．

2. FCの表面マーカーとT細胞刺激能の検討

DCと腫瘍細胞のFCにおけるDCの細胞表面

マーカー発現について検討した．45歳，女性の大

腸癌患者より大腸癌細胞株を樹立し，自己DCと

混合してPEG処理を行った．1晩培養後，浮遊細

胞と付着細胞を別々に採取し，FITC標識抗

CD86抗体，FITC標識抗HLA-DR抗体で処理

し，FACS解析を行った．Fig.2に示すように，付

着細胞分画には明らかなCD86（青)，HLA-DR

（赤）の発現が認められた．浮遊細胞分画には

CD86陽性細胞が認められたが，HLA-DR陽性細

胞の頻度は付着細胞分画に比較して著しく低かっ

た．

DCと腫瘍細胞のFCのT細胞刺激能について
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Fig.3.Stimulation of autologous peripheral blood mononuclear cells(PBMC)by fusion cells of
 

dendritic cells and cancer cells.Naive PBMC were collected and co-cultured with adherent or
 

non-adherent fusion cells of autologous dendritic cells and cancer cells for 7 days(Stimulator:
Responder ratio 1:200).Resultant PBMC were incubated with the cancer cells for 2 days.
Interferon-γsecreted by the PBMC was examined by EIA.Bars indicate standard deviation.



検討した．34歳，男性の大腸癌患者より大腸癌細

胞株を樹立し，自己DCとFCを作製した．FCと

7日間共培養した自己PBMCは，その後腫瘍細

胞と混合培養すると明らかなIFN-γの産生を示

した（Fig.3)．T細胞刺激能は付着細胞分画のFC

の方が，浮遊細胞分画のFCに比較して強かった．

FCと混合培養されなかったPBMCを癌細胞と

2日間混合培養してもIFN-γの産生は，FCと共

培養されたPBMCに比較して低かった．
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Fig.4.Phase contrast microscopic view of dendritic cells(upper),gastric cancer cells(middle)and
 

polyethylene glycol treated dendritic cells and gastric cancer cells(bottom).Original magnifica-
tion×200.



3. 走査電子顕微鏡によるFCの微細形態の観察

腫瘍細胞の細胞株が樹立された3症例につい

て，腫瘍細胞と自己DCのPEG処理細胞を走査

電子顕微鏡(SEM)で観察した．以下にその形態的

特徴について示す．

1) 33歳，男性，胃癌

PEG処置前のDC，胃癌細胞，DCと胃癌細胞

のPEG処置8時間後の付着細胞の位相差顕微鏡

像を示す（Fig.4-a,b,c)．PEG処理後の腫瘍細胞

は処理前の細胞より大型で，細胞質は顆粒状に密

度が増加し，多核の細胞が散見された．SEMによ

る観察では，DCは細胞表面に特徴的な樹状突起

が多数認められたが（Fig.5-a)，腫瘍細胞の表面

は細胞突起は粗であった（Fig.5-b)．PEG処理8

時間後のSEM像では，付着性の腫瘍細胞にDC

が強く結合し，その境界は不鮮明で，DCが腫瘍細

胞の中に侵入するように融合していくと思われる

像が多数観察された（Fig.5-c,d)．この段階では

DCと癌細胞はその表面形態の特徴から明確に区

別可能であるが，DCが強く接着した癌細胞では

細胞辺縁は平坦性を失い，PEG処理前には見ら

れなかった細胞突起の進展が認められた．また，
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Fig.5.Scanning electron micrograph of dendritic cell(a),gastric cancer cell(b)and polyethylene
 

glycol treated dendritic cells and gastric cancer cell(c,d,e).



PEG処置後は腫瘍細胞やDCとは異なり，細胞

辺縁に密な線維状突起と細胞表面に顆粒状の微絨

毛を有する付着細胞（Fig.5-e）が多数認められ

た．

2) 51歳，男性，肝細胞癌

PEG処置8時間後の細胞のSEMを示す．本例

はPEG処理後多くの細胞は浮遊性を示したた

め，pipettingにより回収した細胞をSEMで観察

した．Fig.6-aは多数の突起を有するDCと肝癌

細胞が付着した像であるが，固定前に充分な洗浄

を行っても腫瘍細胞とDCは固く結合し，その境

界部は不鮮明であった．また，DCの表面形態を示

しながら，細胞が大型となり，腫瘍細胞と境界不

鮮明に結合している細胞の像も観察された（Fig.

6-b)．

3) 31歳，女性，大腸癌

PEG処置8時間後の細胞のSEMを示す．本例

もPEG処理後多くの細胞は浮遊性を示したた

め，浮遊細胞を回収してSEMで観察した．PEG

処理前の腫瘍細胞は，細胞表面に均一で微細な顆

粒状の微絨毛の発達が認められた（Fig.7-a)．し

かし，DCと腫瘍細胞を混合してPEG処理して
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Fig.5.Continued.



得られた細胞は腫瘍細胞とほぼ同等の大きさを示

すものの，微絨毛はより太い短桿状を示した（Fig.

7-b)．また，PEG処理後，長桿状の微絨毛を有す

る細胞も観察され，これらの細胞には，Tリンパ

球の形態的特徴を示す細胞が付着する像が観察さ

れた（Fig.7-c)．

IV. 考 察

有効な治療法のないと考えられる進行癌症例に

対して自己DCと癌細胞のFCを癌ワクチンとし

て使用する癌免疫療法の臨床治検が進みつつあ

る ．現在までの報告では，重篤な副作用は観察

されず，今後有効性の向上を目指した検討が進め

られると考えられる．今回，われわれはこのよう

な自己のDCと癌細胞で作製されたFCにつき，

その融合効率，DCマーカーの発現，リンパ球刺激

能，走査電子顕微鏡による超微細形態の観察など

基礎的な検討を行った．この際，研究結果の解釈

を確実なものとするために，癌細胞は細胞株とし

て樹立されたもののみを使用し，かつ癌細胞の由

来した患者本人から採取したDCを癌細胞の融合

相手の細胞として用いて検討を行った．

近年，DCと癌細胞のFCを癌ワクチンとして

使 用 す る 試 み の 報 告 が 増 加 し つ つ あ る

が ，細胞融合の方法は多くがpolyeth-

ylen glycol(PEG)処理か，または，electropora-

tion法を使用している．両者の細胞融合効率はほ

ぼ同等との報告もあるが ，いずれの方法も若干

の技術的修得と経験を必要とする．最近，

vesicular stomatitis virusの細胞融合遺伝子を

DCと癌細胞の融合に使用する方法が報告さ

れ ，FCワクチン作製の新たな展開が示された．

われわれは，マウス骨髄由来DCと癌細胞をPEG

処理することによりFCを作成する方法について

検討を重ね報告してきた ．同方法を用いると，

マウス肝癌，脳腫瘍等の系で約30%前後の融合効

率が得られ，これらのFCが癌ワクチンとして機

能しうることを示した．ヒト癌に対するFCワク

チンの臨床応用のためには，広く用いられている

ヒト単球由来DC とヒト癌細胞のPEG処理に

よる融合効率を明確にする必要がある．この際，由

来の異なるDCと癌細胞を使用すると，異種免疫

反応（allogeneic immune reaction）により細胞

の性質が影響を受ける可能性が考えられるため，

DCと癌細胞は同一の患者から由来した細胞のみ

を使用して検討を行った．

融合効率の検討方法としては，DCを緑色の蛍

光色素のPKH-2GL，癌細胞を赤色の蛍光色素で

あるPKH-26で前もって染色した後融合させ，そ

の後蛍光顕微鏡で細胞の観察を行い，両方の色の

蛍光，または中間の橙色の蛍光を発している細胞

をFCとして算定した．従来の融合効率に関する
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Fig.5.Continued.



報告ではフローサイトメトリーによる判定法が多

用されているが，今回の検討ではDCを得るため

に癌患者からの採血が必要であり，常時フローサ

イトメトリー解析に足る程の血液細胞が得られる

確証が得られなかった．また，蛍光顕微鏡による

観察は，フローサイトメトリーによる解析では困

難とされる単なるDCと癌細胞の接着した状態

（clump）をFCと区別することが可能であった．

実際，Fig.1-a,bに示すように，融合細胞と判定

された細胞の発する蛍光は，赤色と緑色の蛍光が

細胞内に分布して認められ，非特異的な細胞接着

との区別を可能にしている．

融合効率の検討は，PEG処理後1晩培養した

細胞の浮遊分画と付着分画で検討した．Table 1

に示すように，Case 1-3では浮遊，付着の両分画

で細胞の約20-30%のFCと判定された．しかし，

Case 4では付着細胞分画の70%近くがFCで，

浮遊細胞分画にはFCは少数であった．症例間に

おけるこの差違の理由は明確ではないが，融合に

用いるそれぞれの癌細胞の異なる特性が反映され

ている可能性が考えられる．実際，Case4の癌細胞

が検討した他の癌細胞に比較して明らかにcul-
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Fig.6.Scanning electron micrograph of polyethylene glycol treated dendritic cell and hepatocellular
 

carcinoma cell(a,b).



ture plateへの接着性が高いわけではなく，また，

浮遊細胞分画にFCの多いCase 2は接着性の弱

い浮遊性の癌細胞ではなかった．いずれにしても，

FCがどの分画で採取されるかは現時点では予想

が困難なところがあり，FCを癌ワクチンとして

使用する治療に際しては，浮遊，付着の両分画を

投与することが望ましいと考えられる．また，DC

が種々の特徴的な表面マーカー分子を発現するこ

とから，PKH-26で染色した癌細胞と無染色の

DCをPEG処置して融合させ，その後，FCを

FITC標識したDCマーカーに対する抗体で染色

して観察する方法で融合効率の検討を行った．こ

の検討は浮遊細胞と付着細胞の両分画を混合した

細胞で行い，抗体はDCの代表的なマーカーであ

るHLA-DRとCD86に対する2つの抗体を使

用して行った．その結果，PEG処理細胞の約3割

がFCと判定され，Table 1で示した結果と類似

していた．HLA-DR抗体とCD86抗体を使用し

ての融合効率の結果に若干の相違が認められたこ

とは，DCにおける両分子の発現頻度が異なるこ

とに起因すると考えられる．以上より，ヒトDCと

ヒト癌細胞をPEG処理することにより，マウス

111消化器癌に対する樹状細胞ワクチンの基礎的検討

Fig.7.Scanning electron micrograph of colon cancer cell(a)and polyethylene glycol treated den-
dritic cell and colon cancer cell(b,c).



の場合と同様の融合効率でFCを得ることが可能

であることが示された．しかし，進行度や全身状

態の異なる種々の進行癌患者から採取されたDC

の生物学的特性は多様であることが予想され，そ

のことがDCと癌細胞の融合効率に影響を及す

可能性も考えられ，今後もさらなる検討を要する．

次に作製されたFCの機能的検討を行った．FC

が抗原提示細胞として機能し，T細胞に対して癌

抗原に特異的な活性化を誘導させるためには，FC

がDCの機能分子を発現していることが必須の条

件となる．大腸癌細胞と自己DCをPEG処置し，

その後，浮遊，付着の両細胞分画でDCマーカーの

発現の有無をフロ－サイトメトリーで解析した．

検索するDCマーカーとしてはCD4ヘルパーT

細胞への抗原提示に必須のHLA-DRと，T細胞

に対する共刺激分子であるCD86を選択した．そ

の結果，FCの付着細胞分画に明らかなHLA-DR

とCD86の発現が認められた．しかし，FCの浮遊

細胞分画にはCD86の軽度の発現を認めるのみで

あった．

次に，FCのリンパ球刺激能につき検討した．大

腸癌細胞とDCをPEG処置し，免疫療法施行前

の患者から採取したPBMCと7日間混合培養し

た．その後，このPBMCと癌細胞を2日間混合培

養するとIFN-γの産生が認められたが，7日間

FCと混合培養しなかったPBMCでは，癌細胞と

混合培養してもIFN-γの分泌は認められなかっ

た．FCは付着細胞分画由来の細胞が，浮遊細胞分

画由来のものよりも，より強いT細胞刺激能を示

した．このことは，癌細胞の由来した個体は異な

るものの，DCと大腸癌のFCでは付着細胞分画

の細胞の方がHLA-DR,CD86の発現が良好で

あった（Fig.2）ことと関連性を有する可能性が考

えられる．PBMCのIFN-γの産生は，PBMC中

のT細胞がFCと混合培養されている間に癌細

胞に対して反応性が誘導されたことを示唆し，FC

が抗原提示細胞として機能したことを示してい

る．しかし，本実験ではT細胞をDC単独，また

は腫瘍細胞単独で刺激した結果が得られておら

ず，腫瘍細胞自身のみでT細胞に対してどの程度

の抗原提示能が示されるのか明らかでない．Gong

らは同様の方法でヒトFCの in vitro におけるT

細胞に対する刺激能を検討し，FCのT細胞に対

する刺激能が腫瘍細胞単独による刺激，または

DC単独による刺激に比較して有意に高いことを

示している ．

胃癌，肝細胞癌，大腸癌の3例の患者から樹立

された癌細胞を用いて，自己DCとのFCを作製

し，SEMによる観察を行い微細形態的特徴を検

討した．胃癌の例では，位相差顕微鏡による観察

では，比較的淡明であった癌細胞の細胞質は融合

処置の後顆粒状に暗調となり，細胞はやや大型と
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なって，多数の核を有する細胞が観察されるよう

になった．このような特徴を示す細胞は融合処置

以前には認めなかったことより，融合細胞である

可能性が高いと考えられる．SEMによる観察で

は，DCが付着性の癌細胞に侵入するように融合

していく像が観察された．また，融合処置後DCや

癌細胞とは異なり，細胞辺縁に密な線維状突起と

細胞表面に顆粒状の微絨毛を多数有する付着細胞

が観察された．位相差顕微鏡による観察で，細胞

質が顆粒状に暗調化した細胞がこの細胞に一致す

ると考えられ，このことより，融合が終了した細

胞がこのような形態的特徴を示した可能性が高

い．また，肝細胞癌とDCをPEG処置すると，そ

のFCの多くは浮遊細胞分画に認められた．十分

な細胞の洗浄後もDCと肝細胞癌細胞は強く接着

し，その接着境界は不明瞭で，両細胞が融合して

いることが示唆された．肝細胞癌においては，胃

癌とDCのFCで見られたような，完全に融合し

た後と考えられる細胞は観察されなかったが，今

回の検討では観察時期がPEG処理8時間後の一

点のみであったことを考えると，この後に本格的

な細胞融合が開始される可能性も考えられる．

一方，大腸癌細胞とDCのPEG処置後の細胞

では，多くの細胞が浮遊性を示した．癌細胞の表

面形態は微細で均一な顆粒状の微絨毛で被われて

いるが，融合処置後は太く，不均一な短桿状の微

絨毛を有する細胞が多数観察された．胃癌で認め

られたようなDCと癌細胞が融合しつつあるよう

な像は観察されなかった．長桿状の微絨毛を有す

る細胞には，Tリンパ球の表面形態を示す細胞が

集積して付着している像が認められた．このこと

より，短桿状や長桿状の微絨毛を有する細胞は

DCと大腸癌細胞がすでに融合を終えた後の細胞

である可能性が示唆される．しかし，上記の検討

はすべて微細形態的特徴からの判断に基づいてい

る．形態からの判断をより確実にするために，FC

と考えられる特徴を示す細胞について免疫電子顕

微鏡を用いてDCマーカーであるHLA-DRの発

現の有無を検討中である．

以上の検討により，ヒト単球由来DCと癌細胞

をPEG処置することにより，マウスにおける場

合と同様に，ほぼ一定の比率で両者のFCが形成

されることが明らかとなった．また，FCは浮遊細

胞分画，付着細胞分画の両方に存在するため，癌

患者の治療に際しては両細胞分画を採取して使用

することが望ましいと考えられた．しかし，胃癌，

肝細胞癌，大腸癌の各細胞で自己DCとPEGに

よる融合処置を施行すると，おのおの特徴的で異

なる融合プロセスを示唆する微細形態が観察され

た．このことは，DCと癌細胞のFCを癌ワクチン

として使用する際に，DCの融合相手となる癌細

胞が症例ごとに多様な細胞特性を示すことを考え

れば，当然の結果とも考えられる．癌細胞の分化

度，接着性，遊走性，産生するサイトカインなど

により，癌細胞とDCのFCは多彩な性状を示す

ことが考えられる．今後，基礎的，臨床的検討を

重ねることにより，より有効な細胞融合の条件や，

FCワクチンが有効性を示す癌種を決定していく

ことが望まれる．

V. 結 語

1.自己DCと癌細胞を混合して50% polyeth-

ylene glycol(PEG)で処理することにより両細

胞の融合細胞を作製することを試み，その融合効

率を検討した．蛍光色素を用いた検討では，PEG

処理された細胞の約30%前後が融合細胞である

ことが示された．また融合細胞はPEG処理細胞

の浮遊細胞分画，付着細胞分画のいずれにも存在

し，その存在比率は症例により異なった．

2.大腸癌細胞とDCの融合細胞はDCマー

カーであるHLA-DR,CD86を発現していた．ま

た，融合細胞と7日間混合培養された末梢血単核

球は，癌細胞と混合培養するとIFN-γを産生し

た．以上より，融合細胞の抗原提示細胞としての

機能が示された．

3.胃癌，肝細胞癌，大腸癌の症例から癌細胞を

樹立し，自己DCと融合細胞を作製して走査電子

顕微鏡で観察した．胃癌ではDCが癌細胞に侵入

するように接着して融合し，新たな特徴の細胞突

起を有する細胞となると考えられる像，肝細胞癌

では両者の細胞が融合するように強く接着する

像，大腸癌では融合処置後，大腸癌のものとは異

なる短桿状や長桿状の微絨毛を有する腫瘍細胞様

の細胞が観察された．各々の癌細胞で特徴的な

DCとの融合のプロセスを示すと考えられた．
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