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序論 

シグナル伝達兼転写活性化因子 3（signal transducer and activator of transcription 3: 

STAT3）は転写因子であり、受容体に結合したヤヌスキナーゼ（Janus kinase: JAK）に

よってサイトカインや成長因子に応答してリン酸化され、ホモ二量体又はヘテロ二量体を

形成し、細胞核へ移行して転写活性化因子として作用する [1]。リン酸化された STAT3は、

Srcホモロジー2（Src homology 2: SH2）ドメインとリン酸化チロシンとの結合を介して

二量体化することが知られている [2]。STAT3は悪性腫瘍において活性化し、腫瘍の増殖、

がん細胞の生存に関連する BIRC5、c-Myc及び Bcl-2等の遺伝子、腫瘍の血管新生に関連

する血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor: VEGF）ファミリー遺伝子群、

腫瘍浸潤に関与するマトリックスメタロプロテアーゼ（matrix metalloproteinases: MMP）

ファミリー遺伝子群等の発がん、がんの増殖、転移及び浸潤等に関連する遺伝子の転写を

促進することが報告されており、がん治療の有望な標的の一つとして知られている [3, 4, 

5]。創薬探索センターでは、新しいがん治療薬の創製を目的として、STAT3 の SH2 ドメ

インに結合し、リン酸化STAT3の二量体化を阻害する低分子化合物をスクリーニングし、

一連の化合物群を得た [6, 7]。YHO-1701 はこれらを基礎として、STAT3 二量体化阻害活

性及び薬剤としての特性を向上させるために改良された経口投与可能な低分子化合物であ

り [8]、これまでにヒトがん細胞に対する in vitroにおける細胞増殖抑作用、アポトーシス

誘導作用、細胞周期阻害作用、in vivo異種移植マウスモデルにおける腫瘍増殖抑制効果及

び分子標的薬を中心とした抗悪性腫瘍薬との併用効果が認められている [8, 9, 10]。 

また、STAT3は細胞の生存、分化、炎症に関与する遺伝子の発現を制御する転写因子で

もあり、がん細胞や腫瘍微小環境内の免疫細胞などの細胞で、サイトカインや成長因子に

より過剰に活性化される。過剰に活性化された STAT3 は、腫瘍における免疫回避、血管

新生、薬剤耐性などを促進することが知られている [11, 12, 13, 14]。例えば、STAT3はが

ん細胞や免疫細胞において、サイトカインであるインターロイキン（interleukin: IL）-6、

IL-10、成長因子であるトランスフォーミング増殖因子 β（transforming growth factor β: 

TGF-β）、VEGF-A等により活性化することが知られている [12, 13]。また、がん細胞にお

いては、がん遺伝子の変異やエピジェネティックな変化によっても活性化されることも知

られている [13]。 

STAT3の活性化は、がん細胞とともに免疫系細胞（ナチュラルキラー細胞、T細胞、B

細胞、マクロファージ、樹状細胞、好中球など）、血管系細胞、線維芽細胞などの様々な細

胞が作り出す腫瘍微小環境における免疫細胞の機能や表現型に影響を与える [11, 12]（図 

1）。また、STAT3は免疫細胞による炎症性シグナルの産生や感知を抑制することで、その

抗腫瘍活性を低下させることがある [11]。更に、STAT3 はプログラム細胞死リガンド 1 

（programmed death-ligand 1: PD-L1）などの免疫チェックポイント分子の発現を誘導す

ることで、T細胞の活性化を阻害することが報告されている [15]。したがって、STAT3は
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腫瘍微小環境内でがん細胞と免疫細胞との相互作用を仲介する重要な因子であり、がん免

疫療法における治療標的となることが示唆されている [11, 13]。 

 

 

 

がん免疫療法は T 細胞などの免疫細胞の抗腫瘍活性を高め、又はその機能の抑制機構、

すなわち免疫チェックポイントを遮断することでがん細胞に対抗する [16, 17, 18]。しか

し、すべてのがん患者で十分な有効性が認められることはなく、一部の患者は耐性や副作

用を発現することがある。これは、それぞれの患者の腫瘍微小環境が同質ではないという

図 1 主な免疫細胞における STAT3シグナルの影響 

サイトカインや成長因子等のシグナルは受容体を介して STAT3 をリン酸化し、リン酸化

された STAT3 は二量体化し、転写因子として各種免疫細胞に対して影響を及ぼす。図中

記述中の矢印は、上向きが向上させる影響を、下向きが低下させる影響を示す。 
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ことに加え、同じ患者の腫瘍内でも、腫瘍の進展に伴って腫瘍微小環境が変化するためで

あると考えられている [16, 18, 19]。従って、がん免疫療法における薬剤の投与タイミング

は、治療効果に影響を与え得ると推測される。 

腫瘍微小環境を理解し、それを標的とすることは、がんの診断、治療及び予後を改善す

るための大きな課題と機会である。腫瘍微小環境を構成する細胞の種類や量、分泌された

生理活性物質の濃度等の特徴を分析することは、免疫療法や他の治療への反応を予測する

バイオマーカーを同定することにつながる。また、薬剤や他の介入によって腫瘍微小環境

に影響を与えることは、がん免疫療法の有効性や安全性を高めたり、耐性を克服したりす

ることができると考えられる。 

がん免疫療法は免疫系を利用してがん細胞を攻撃する治療法の総称であり、主に次のよ

うなものが挙げられる [20, 21, 22]。がん治療ワクチンは、患者体内でがん細胞に特異的な

免疫反応を誘導するために、がん抗原や免疫増強剤等を投与する。また、サイトカイン療

法は細胞から分泌されるサイトカインのうち、免疫系の活性化に重要な分子を投与してが

ん細胞に対する免疫反応を強化する。一方、キメラ抗原受容体 T（chimeric antigen 

receptor-T-cell: CAR-T）細胞療法は、体外で患者のT細胞にがん細胞に結合するキメラ抗

原受容体（chimeric antigen receptor: CAR）を導入し、がん細胞を認識して細胞傷害活性

を発揮する能力を高めて投与する。また、抗体療法は、がん細胞の表面に存在する分子や、

がん細胞の増殖や生存に関与する分子に結合する抗体を投与し、がん細胞を直接攻撃した

り、免疫細胞の活性を調節したりする。免疫細胞療法は、患者やドナーから採取した免疫

細胞（T 細胞やナチュラルキラー細胞など）を培養して増殖させ、がん細胞に対する活性

を向上させた後、患者に投与する。広範な悪性腫瘍の標準療法として確立されている免疫

チェックポイント阻害剤は、近年その発展が著しく、T 細胞の活性化や増殖を制御する免

疫チェックポイントに関与する分子に結合する抗体を用い、T 細胞の細胞傷害活性抑制を

解除し、腫瘍免疫の抗腫瘍効果を高める。がん免疫療法は、単独で行われる場合もあれば、

他の治療法（化学療法や放射線療法など）と併用される場合もあり、様々な種類のがんに

対して有効性が示されているが、奏功率や有害事象発現率には個人差がある [20, 23]。 

免疫チェックポイント阻害剤には、次のような種類がある [24]。細胞傷害性 Tリンパ球

抗原 4（cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4: CTLA-4）阻害剤は、T細胞の活性

化を抑制する役割を果たしている免疫チェックポイント分子であるCTLA-4に結合する抗

体であり、CTLA-4 の機能を阻害し、T 細胞の活性化を促進する。CTLA-4 阻害剤の例と

しては、イピリムマブがある。イピリムマブは、進行性の悪性黒色腫等に対して承認され

ている。次に、プログラム細胞死 1（programmed death-1: PD-1）阻害剤は、T細胞の増

殖や機能を抑制する役割を果たしている免疫チェックポイント分子である PD-1 に結合す

る抗体であり、PD-1の機能を阻害し、T細胞の増殖や機能を回復させる。PD-1阻害剤の

例としては、ニボルマブやペムブロリズマブがある。ニボルマブやペムブロリズマブは、

悪性黒色腫や非小細胞肺がん等に対して承認されている。また、PD-L1阻害剤は、がん細
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胞や正常細胞の表面に存在し、PD-1 と結合することで T 細胞の機能を抑制する免疫チェ

ックポイント分子である PD-L1 に結合する抗体であり、PD-L1 の機能を阻害し、T 細胞

の機能抑制を解除する。PD-L1阻害剤の例としては、アテゾリズマブやアベルマブがある。

アテゾリズマブやアベルマブは、非小細胞肺がんや膀胱がん等に対して承認されている。 

今日、免疫チェックポイント阻害剤はがん治療において革新的な効果を示している一方、

いくつかの限界も報告されている [25, 26, 27]。免疫チェックポイント阻害剤は、がん細胞

と免疫細胞との相互作用を標的としているため、がん細胞が免疫細胞に認識されやすいほ

ど効果が高いと考えられている。しかし、一部のがん腫は、免疫細胞から隠避したり、抑

制したりする能力が高く、免疫チェックポイント阻害剤に対して反応性が低いと考えられ、

例えば、膵臓がんや前立腺がん等は、免疫チェックポイント阻害剤に対する奏功率が低い

ことが報告されている [25]。また、免疫チェックポイント阻害剤の治療初期に効果が認め

られた場合でも、長期的には耐性が発現することが報告されている [25, 27]。耐性の発現

には、様々なメカニズムが関与していると考えられている。 

安全性の面において免疫チェックポイント阻害剤は、T 細胞の抑制を解除することで、

正常組織に対する自己免疫反応を引き起こすことがある。この反応により生じる好ましく

ない所見は免疫関連有害事象と呼ばれ、皮膚や消化器系などの臓器に影響を及ぼすことが

あり、重篤な場合は死亡することもある。 

これらの限界を克服するため、更なる基礎研究や臨床試験が求められている。例えば、

新しい免疫チェックポイントや他の免疫調節分子を標的とする薬剤の開発、他の治療法と

の組み合わせ効果の検証や、反応性又は耐性の予測因子やバイオマーカーの探索などが挙

げられる [25, 26, 27]。 

また、これまでに多数の免疫チェックポイント阻害剤が臨床開発されているが、その臨

床試験成績から、免疫チェックポイント阻害療法に不応性の患者集団や有効性が期待でき

ないがん腫があることが明らかとなっており、それらを解決する新規治療法が求められて

いる [28, 29, 30]。例えば、抗 CTLA-4抗体イピリムマブと抗 PD-1抗体ニボルマブとの

併用療法は、悪性黒色腫を始めとする複数のがん種で承認されている。また、免疫チェッ

クポイント分子の一つであるリンパ球活性化遺伝子 3（lymphocyte-activation gene 3: 

LAG-3）を標的とする抗 LAG-3/CD223抗体 relatlimabは、抗 PD-1抗体であるニボルマ

ブとの併用療法で米国食品医薬品局（U.S. Food and Drug Administration: FDA）に承認

されている [31]。これらの事例は免疫チェックポイント阻害剤同士の併用療法であるが、

その他の事例として、免疫チェックポイント阻害療法とそれ以外の抗悪性腫瘍との併用療

法の開発も行われている。一例として、抗 PD-1 抗体ペムブロリズマブとマルチキナーゼ

阻害剤レゴラフェニブとの併用療法を検証する臨床試験が実施されている [32]。 

STAT3 阻害剤と免疫チェックポイント阻害剤との併用療法については、STAT3 の発現

を特異的に抑制するアンチセンスオリゴヌクレオチドと抗 PD-1 抗体との併用療法が、マ

ウスがん細胞を用いた同種移植マウスモデルにおいて有効であったことが報告されている 
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[33]。本研究においては、STAT3二量体化阻害作用を有する低分子薬による免疫チェック

ポイント阻害剤の効果増強作用の評価と併用効果の機序の探索を目的に、マウスがん細胞

を用いた同種移植マウスモデルを用いた腫瘍増殖抑制効果と腫瘍免疫を担う各種リンパ球

の寄与を評価する実験に加え、各種リンパ球及びがん細胞に対する直接的作用を評価する

実験を中心として、STAT3 二量体化阻害薬による抗腫瘍免疫応答の増強について検証し

た。 
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本論 

第１章 同種移植モデルにおける YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果 

YHO-1701と免疫チェックポイント阻害剤である抗 PD-1抗体との併用効果を評価する

ためには、併用効果の直接的作用機序が明らかとなっていない現状を考慮すると、免疫微

小環境が構成されている条件において試験を行う必要があると考えられる。そこで、抗PD-

1 抗体の抗腫瘍効果を評価することができるマウスモデルが候補となる [34, 35, 36, 37]。

一方、YHO-1701はヒトのリン酸化 STAT3の SH2ドメインに結合して二量体化を阻害す

ることを目的に設計され、その効果が検証されているが [8]、マウスの STAT3を阻害する

かどうか確認されていない。これらのことから、マウスモデルを用いて抗 PD-1 抗体との

併用効果を評価するのに先立ち、マウス大腸がん細胞 CT26 を用いてマウス STAT3 に対

する YHO-1701の阻害作用を検討した。また、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用投与タ

イミングにより抗腫瘍効果が異なる可能性を考慮し、抗 PD-1 抗体の投与時期を中心とし

て、YHO-1701 の前投与、同時投与及び後投与の 3 つの投与タイミングを比較検討した。 
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- 

１-１ 実験材料及び実験方法 

１-１-１ 実験材料 

１-１-１-１ 試薬 

⚫ RPMI-1640培地（富士フイルム和光純薬） 

⚫ ウシ胎児血清（Sigma-Aldrich） 

⚫ Penicillin-Streptomycin (5,000 U/mL)（Thermo Fisher Scientific） 

⚫ ジメチルスルホキシド（富士フイルム和光純薬） 

⚫ メチルセルロース 400（富士フイルム和光純薬） 

⚫ YHO-1701（創薬探索センター又は株式会社ヤクルト本社で合成） 

⚫ マウス IL-6（BioLegend） 

⚫ Recombinant Mouse IL-6R alpha (aa 20-357) Protein（R&D systems） 

⚫ 正常ヤギ血清（Vector Laboratories） 

⚫ 抗マウス STAT3（124H6）マウスモノクローナル抗体（Cell Signaling Technologies） 

⚫ Alexa Fluor 488™標識抗ウサギ免疫グロブリンG抗体（(Invitrogen） 

⚫ VECTASHIELD™ Mounting Medium with DAPI（Vector Laboratories） 

⚫ RIPA Buffer (10 ×)（Cell Signaling Technology） 

⚫ 抗マウスリン酸化 STAT3（Tyr705）（D3A7）マウスモノクローナル抗体（Cell 

Signaling Technologies） 

⚫ 抗マウス α-チューブリン抗体（abcam） 

⚫ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent（Global Life Sciences Solutions） 

⚫ イソフルラン（富士フイルム和光純薬） 

⚫ GoInVivo™ Purified anti-mouse CD279 (PD-1) Antibody（BioLegend） 

⚫ RNase（Sigma-Aldrich） 

⚫ Cellstain PI Solution（同仁化学研究所） 

⚫ Alexa Fluor™ 488 Annexin V（Thermo Fisher Scientific） 

 

１-１-１-２ 細胞 

⚫ マウス大腸がん細胞株 CT26（American Type Culture Collection） 

⚫ マウス線維芽細胞腫細胞株 CMS5a（三重大学大学院医学系研究科 珠玖洋教授よ

り分与） 

 

１-１-１-３ 動物 

⚫ BALB/cCrSlc雌性マウス（日本エスエルシー株式会社） 
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１-１-２ 実験方法 

１-１-２-１ がん細胞の培養 

RPMI-1640培地（以下、培養培地）に終濃度が 10 %となるようにウシ胎児血清（fetal 

bovine serum: FBS）及び 0.3 g/L L-グルタミン（L-glutamine: L-Gln）を加え、100 U/mL

ペニシリン及び 100 mg/Lストレプトマイシンを添加し培養培地を調製した。凍結保存マ

ウス大腸がん細胞株 CT26を 37°Cの湯浴にて融解し、培養培地に細胞を懸濁し、190 × g、

室温で 3分間遠心分離した後、上清を除去し、培養培地で再懸濁して培養容器に播種した。

CO2インキュベータ内に静置して、約 80 %コンフルエントになるまで培養した。 

増殖培地を吸引除去し、ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（Dulbecco's phosphate-

buffered saline: D-PBS） (−) （8.1 mM リン酸水素二ナトリウム、1.5 mM リン酸二水

素カリウム、2.7 mM 塩化カリウム、137 mM 塩化ナトリウム）にて洗浄した後、0.25 %

トリプシン／エチレンジアミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA）溶液を

加え、8 割程度の細胞が培養容器の底から剥離するまで、様子を見ながら静置した。培養

培地を加えて懸濁し、190 × g、室温で 3分間遠心分離して上清を除去し、培養培地で再懸

濁した細胞を、細胞密度が約 0.7 – 2.5 × 104 cells/cm2になるように播種した。CO2インキ

ュベータ内に静置し、約 80 %コンフルエントになるまで培養し、目的の細胞数が得られる

まで継代培養を行った。 

 

１-１-２-２ リン酸化 STAT3の核内移行評価 

CT26細胞を培養培地 100 µLあたり 3 × 103細胞となるように懸濁液を調製し、96穴

プレートに 100 µLずつ播種して CO2インキュベータ中で一晩培養した。 

その後、上清を除去して 0.5 % FBS含有培養培地 80 µLを添加し、更に終濃度の 10倍

濃度の被験物質の 5 %ジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide: DMSO）及び 0.5 % FBS

含有培養培地 10 µL を添加して CO2 インキュベータ中で 1 時間静置した。そこへ 0.3 

µg/mL IL-6 ／ 0.3 µg/mL Recombinant Mouse IL-6R alpha (aa 20-357) Protein

（interleukin 6 receptor A: IL-6RA）溶液 10 µLを添加し、CO2インキュベータ中で更に

30分間静置して STAT3のリン酸化を誘導した。 

その後、上清を除去して 37°Cに加温したD-PBS (−) 100 µLで洗浄し、3 %パラホルム

アルデヒド（paraformaldehyde: PFA）／2 %スクロース溶液 50 µLを添加後室温で 10分

間静置して細胞を固定した。 

その後、上清を除去して Tween™ 20 含有 PBS（phosphate-buffered saline with 

Tween™ 20: PBS-T）（8.1 mM リン酸水素二ナトリウム、1.5 mM リン酸二水素カリウ

ム、2.7 mM 塩化カリウム、137 mM 塩化ナトリウム、0.05w/v % Tween™ 20、pH 7.4） 

50 µL で 3回洗浄し、100 mMグリシン含有 PBS 50 µLを添加して室温で 20 分間静置

し、上清を除去して PBS-T 50 µLで 3回洗浄し、氷冷した 100 %メチルアルコール 100 

µLを添加後−20°Cで 10分間静置して透過処理を行った。 
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その後、上清を除去して PBS-T 100 µLで 3回洗浄し、0.3 % TritonX-100含有 PBS 40 

µL で 5 %に希釈した正常ヤギ血清を添加後室温で 1 時間静置してブロッキングした後、

上清を除去して PBS-T 40 µLで 3回洗浄し、40 µLの 1次抗体溶液（1 %ウシ血清アルブ

ミン［bovine serum albumin: BSA］及び 0.3 % TritonX-100含有 PBSで 1400倍希釈し

た抗マウス STAT3マウスモノクローナル抗体）を添加し、4°Cで一晩静置した。その後、

上清を除去して PBS-T 40 µLで 3回洗浄し、40 µLの 2次抗体溶液（1 %BSA及び 0.3 % 

TritonX-100含有PBSで 1,000倍希釈したAlexa Fluor™ 488標識抗ウサギ免疫グロブリ

ンG抗体）を添加後室温で 1時間静置して STAT3を染色した。 

その後、上清を除去して PBS-T 40 µLで 3回洗浄し、3 % PFA含有 PBS 40 µLを添加

後室温で 10分間静置した後、上清を除去してTween™ 20含有トリス緩衝生理食塩水（150 

mM 塩化ナトリウム、50 mM トリスヒドロキシメチルアミノメタン、0.05 w/v % 

Tween™ 20、pH 7.6） 40 µLで 3回洗浄し、VECTASHIELD™ Mounting Medium with 

DAPIを 10 %含有する PBS 40µLを添加後室温で 30分間静置して核を染色した。 

これを Cellomics ArrayScan™ VTI HCS Reader（Thermo Fisher Scientific）を用いて

解析した。 

 

１-１-２-３ STAT3及びリン酸化 STAT3のイムノブロット 

10 % FBS、0.3 g/L L-Gln、100 U/mLペニシリン及び 100 mg/Lストレプトマイシンを

添加した培養培地 100 µLあたり 1 × 104細胞となるように CT26細胞の懸濁液を調製し、

96穴プレートに 100 µLずつ播種して CO2インキュベータ中で一晩培養した。 

その後、上清を除去して培養培地 90 µLを添加し、更に終濃度の 10倍濃度の被験物質

の 5 % DMSO及び 0.5 % FBS含有培養培地 10 µLを添加してCO2インキュベータ中で

24時間静置した。 

その後、上清を除去して氷冷した PBS 100 µLで 1回洗浄し、Milli-Q水で 10倍希釈し

た RIPA Buffer (10 ×) （20 mM トリスヒドロキシメチルアミノメタン［pH 7.5］、150 

mM 塩化ナトリウム、1 mM エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム、1 mM グリコール

エーテルジアミン四酢酸、1 % NP-40、1 % デオキシコール酸ナトリウム、2.5 mM ピロ

リン酸ナトリウム、1 mM グリセロール 2-リン酸, 1 mM オルトバナジン酸ナトリウム、

1 µg/ml ロイペプチン）15 µLを添加し、セルスクレイパー（スクラッチアッセイ用）を

用いて細胞を回収し、4穴分をまとめて 20,400 × g、4°Cで 10分間遠心分離して上清を回

収した。 

その後、上清を 4 – 20 %のグラジェント SDSポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳

動（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE）で分離し、

ポリフッ化ビニリデン（poly vinylidene difluoride: PVDF）膜に転写し、スキムミルクで

ブロッキングし、1次抗体（抗マウスSTAT3抗体、抗マウスリン酸化STAT3抗体［Tyr705］

又は抗マウス α-チューブリン抗体）を添加してインキュベート後洗浄し、2次抗体を添加
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してインキュベート後洗浄した。 

その後、PVDF膜の標的タンパク質を ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

を用いて検出し、検出されたバンドの標的タンパク質量を画像解析ソフトウェア Multi 

Gauge ver. 3.2 （富士フイルム）を用いて定量した。 

 

１-１-２-４ 細胞周期解析 

10 cm dishに培養培地 9 mL及び CT26細胞懸濁液（50 × 104 cells/mL）1 mLを分注

し、CO2インキュベータ（37°C、5 % CO2）中で 24時間静置した。その後、培養上清を除

去し、YHO-1701を終濃度 0.44、1.33又は 3.93 μMとなるように添加し、CO2インキュ

ベータ中で更に 48 時間静置した。培養上清を除去し、PBS で洗浄した後、トリプシン処

理により細胞を剥離させ、280 × g、室温で 5分間遠心分離した後、2 % FBS含有 PBSに

懸濁した。 

106 cellsをチューブに分注し、280 × g、室温で 5分間遠心分離した後、106 cells/mLと

なるよう氷冷した 70 %エタノールを添加して氷中に 30分間静置した。細胞懸濁液を V底

プレートに 100 μL/wellで分注して 410 × g、4°Cで 2分間遠心分離し、上清を除去後、

2 % FBS含有 PBSで 3回洗浄した。100 μLの 0.25 mg/mL RNaseを添加し、CO2イン

キュベータ（37°C、5 % CO2）中で 30分間静置した。その後、1mg/mL Cellstain PI Solution

を 5 μL/wellで添加し、氷中で 20分間静置した。そこへ 2 % FBS含有 PBS 100 μLを添

加し、セルストレイナーを通して、BD FACSCanto™ II（BD Bioscience）を用いて測定

した。細胞周期プロファイルは BD FlowJo™ software（BD Bioscience）で解析した。 

 

１-１-２-５ アポトーシスの誘導 

１-１-２-５-１ アポトーシス誘導能の測定 

１-１-２-４ と同様に CT26細胞に YHO-1701を曝露し、Cellstain PI Solutionに変え

て Alexa Fluor™ 488 Annexin Vを用いて細胞を染色し、同様に BD FACSCanto™ II（BD 

Bioscience）を用いて測定した。 

 

１-１-２-５-２ 統計解析 

測定結果は対照群に対するDunnett検定により、5 %有意水準で仮説検定した。 
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１-１-２-６ 腫瘍増殖の阻害 

１-１-２-６-１ 動物の入手及び飼育 

6 週齢の BALB/cCrSlc 雌性マウスを供給元から入手し、がん細胞移植までの一週間を

馴化期間としてプラスチックケージにて飼育した。動物実験計画は動物実験委員会の承認

を得て（承認番号 186319）、動物は静岡県立大学動物実験規程を順守して取り扱った。 

 

１-１-２-６-２ 移植細胞の調製 

移植する細胞を約 80 %コンフルエントに培養した後、培地を除去し、D-PBS (−) で 1

回洗浄した。0.25 % trypsin/EDTA 溶液を加え、細胞が培養容器の底から剥離するまで、

様子を見ながら静置した。培養培地を加えて懸濁し、280 × g、4°Cで 5分間遠心分離して

上清を除去して沈殿を軽くタッピングし、氷冷した RPMI-1640 培地を加えて細胞を懸濁

した。これを 3回繰り返し、セルストレイナー（Falcon 40 µm）を通して塊になっている

細胞を除去し、懸濁液の一部をトリパンブルーと混合して細胞数を計測した。 

細胞懸濁液から 4.0 × 107細胞を含む容量を遠沈管に採取し、280 × g、4°Cで 5分間遠

心分離して上清を吸引除去し、細胞ペレットを氷冷した RPMI-1640培地で 1.0 × 106 

cells/100 µLの細胞濃度になるように懸濁した（以下、細胞懸濁液）。 

 

１-１-２-６-３ がん細胞の移植 

馴化したマウスを移植前日に刈毛した。刈毛翌日、イソフルランの吸入麻酔にて全身

麻酔した後、保定して 29Gの 1 mL針付注射器を用いて左右両側の背部皮下に細胞懸濁

液 100 µL（1.0 × 106 cells）を注入した。 

 

１-１-２-６-４ 腫瘍径の測定及び腫瘍体積の算出 

全個体の腫瘍塊の長径及びそれに直交する短径をノギスで測り、以下の計算式にて推

定腫瘍体積を求めた。 

腫瘍体積＝長径×短径 2 × 0.5 

腫瘍体積の単位はmm3、長径及び短径の単位はmmとし、長径及び短径は小数点以下

2桁まで計測し、腫瘍体積は小数点以下 1桁まで算出した。 

また、両側の腫瘍体積を平均して各個体の腫瘍体積とした。 

 

１-１-２-６-５ 群分け 

マウスにがん細胞を移植した後、5日目に腫瘍径を測定し、各群の平均腫瘍径測定値が

ほぼ等しくなるように、CT26移植マウスモデルを用いた実験においては 7つの群に各群

9匹ずつ割り付け（表 1）、CMS5a移植マウスモデルを用いた実験においては 4つの群

に各群 10匹ずつ割り付けた（表 2）。 
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表 1 CT26移植マウスモデルを用いた実験での群一覧 

群名称 略称 

溶媒投与対照群 対照群 

抗 PD-1抗体投与群 αPD-1 

YHO-1701（5～9日目）投与群 YHO-1701 A 

YHO-1701（12～16日目）投与群 YHO-1701 B 

YHO-1701（19～23日目）投与群 YHO-1701 C 

YHO-1701（前投与）／抗 PD-1抗体併用投与群 Combo A 

YHO-1701（同時投与）／抗 PD-1抗体併用投与群 Combo B 

YHO-1701（後投与）／抗 PD-1抗体併用投与群 Combo C 

  

表 2 CMS5a移植マウスモデルを用いた実験での群一覧 

群名称 略称 

溶媒投与対照群 対照群 

抗 PD-1抗体投与群 αPD-1 

YHO-1701投与群 YHO-1701 

YHO-1701（同時投与）／抗 PD-1抗体併用投与群 併用群 

 

１-１-２-６-６ 投与液の調製 

１-１-２-６-６-１ YHO-1701投与液 

YHO-1701を秤取し磁性乳鉢に入れ、乳棒で均一な粉末状にした後、0.5 w/v %メチル

セルロース 400溶液（以下、メチルセルロース溶液）を少量ずつ徐々に加えながら乳棒

で良く練り、メチルセルロース溶液を加えて 4 mg/mLになるよう希釈した。これを滅菌

処理済み遠沈管に入れ、YHO-1701投与液とした。 

 

１-１-２-６-６-２ 抗 PD-1抗体投与液 

GoInVivo™ Purified anti-mouse CD279 (PD-1) Antibodyに PBSを加えて 250 µg/ 

mLとなるように希釈した。これを抗マウス PD-1抗体（以下、抗 PD-1抗体）投与液と

した。 

 

１-１-２-６-６-３ 薬剤投与 

下表の通り、投与スケジュールに従い薬剤を 1日 1回投与した（表 3及び表 4）。 
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表 3 CT26モデルを用いた実験での投与量、投与スケジュール及び投与方法 

群略称 投与薬剤 投与量 投与日（移植後） 投与方法 

αPD-1 抗 PD-1抗体 50 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

YHO-1701 A YHO-1701 40 mg/kg 5～9日目 強制経口投与 

YHO-1701 B YHO-1701 40 mg/kg 12～16日目 強制経口投与 

YHO-1701 C YHO-1701 40 mg/kg 19～23日目 強制経口投与 

Combo A YHO-1701 40 mg/kg 5～9日目 強制経口投与 

抗 PD-1抗体 50 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

Combo B YHO-1701 40 mg/kg 12～16日目 強制経口投与 

抗 PD-1抗体 50 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

Combo C YHO-1701 40 mg/kg 19～23日目 強制経口投与 

抗 PD-1抗体 50 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

 

表 4  CMS5aモデルを用いた実験での投与量、投与スケジュール及び投与方法 

群略称 投与薬剤 投与量 投与日（移植後） 投与方法 

αPD-1 抗 PD-1抗体 200 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

YHO-1701 YHO-1701 40 mg/kg 5～9日目 強制経口投与 

併用群 YHO-1701 40 mg/kg 5～9日目 強制経口投与 

抗 PD-1抗体 200 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

 

１-１-２-６-７ 抗腫瘍効果の評価 

移植後 5、7、9、12、14、16、19、21、23、27、29及び 33日目に、１-１-２-６-４

に示す方法に従って各群のマウスの腫瘍径を計測し、腫瘍体積を算出した。 

 

１-１-２-６-８ 統計解析 

各群で算出した腫瘍体積について、αPD-1群の腫瘍体積に対するDunnettの検定によ

り、5 %有意水準で仮説検定した。 

 

１-２ 実験結果 

１-２-１ YHO-1701のマウス STAT3に対する阻害作用 

１-２-１-１ マウス STAT3の核内移行評価 

マウス大腸がん細胞株 CT26 を用いて、YHO-1701 の STAT3 の核内移行阻害作用、

STAT3リン酸化阻害作用、細胞増殖抑制作用、アポトーシス誘導作用及び細胞周期に対す

る作用を評価した。 

STAT3の核内移行について、濃度依存的な阻害作用が認められた（図 2）。 
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図 2 CT26細胞における YHO-1701による STAT3の核内移行評価 

CT26細胞を YHO-1701（0.625 – 20 μM）を添加して 1時間培養後 IL-6/IL-6RA 30 ng/mL

を加えて 30分間刺激した。核内の STAT3量は蛍光免疫染色法を用いて定量した。結果は

溶媒対照の測定値に対する、各濃度の YHO-1701添加時の測定値の比（対照群比）を百分

率の平均値±標準誤差を示す（n = 3）。 
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１-２-１-２ マウス STAT3のリン酸化評価 

YHO-1701 はリン酸化 STAT3 の二量体化阻害薬として設計されているが、ヒトがん細

胞株において、細胞株により異なるものの、STAT3のリン酸化を阻害する作用が認められ

ている [8]。本研究において主に用いる CT26細胞株における YHO-1701の STAT3リン

酸化阻害作用について、濃度依存的な 705番目のチロシン残基のリン酸化阻害作用が認め

られた（図 3）。 

 

 

図 3 CT26細胞における YHO-1701による STAT3リン酸化評価 

A. CT26細胞に YHO-1701（0.625, 1.25及び 2.5 μM）を加え 24時間培養後の細胞抽出

液を、 Y705 リン酸化 STAT3（ phospho-signal transducer and activator of 

transcription 3: pSTAT3）抗体及び抗 STAT3 抗体を用いたイムノブロットを行った

（n = 2、2回繰り返して実施した実験結果の代表的な結果を示した）。 

B. イムノブロットの結果のデンシトメトリー解析結果を、溶媒対照の染色強度を 100 %

とした棒グラフで示す。 
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１-２-１-３ マウスがん細胞株に対する細胞増殖阻害 

YHO-1701 の CT26 細胞に対する in vitro における細胞増殖抑制効果について、時間依

存的及び濃度依存的な細胞増殖抑制作用が認められた（図 4）。また、これらの結果から各

条件における 50 %阻害濃度（IC50）を算出した（表 5）。 

 

図 4 CT26細胞に対する YHO-1701の細胞増殖阻害作用 

CT26細胞を YHO-1701 （0.156 – 20 μM）を添加して 24、48又は 72時間培養し、生細

胞数をWST-8法により計測した。結果は対照群に対する比の百分率の平均値±標準誤差で

示す（n = 3）。 

 

表 5 各曝露時間における YHO-1701の IC50 

YHO-1701曝露時間 YHO-1701 IC50 (μM) 

24時間 >20 

48時間 1.31 

72時間 0.94 
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１-２-１-４ マウスがん細胞株の細胞周期への影響 

YHO-1701が CT26細胞の培養における細胞周期に与える影響について、フローサイト

メトリーを用いた細胞周期解析を行った。その結果、濃度依存的な sub-G1 期集団の増加

が認められた（図 5）。 

 

 

図 5 CT26細胞の細胞周期に対する YHO-1701の作用 

CT26細胞に YHO-1701（0.44、1.33及び 3.93 μM；それぞれ 1/3、1及び 3 × IC50に相

当）を添加して 48時間培養し、フローサイトメトリー法により細胞周期を解析した。結果

は総細胞数に対する各細胞周期にある細胞数の比を百分率の平均値±標準誤差で示す（n = 

3）。 
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１-２-１-５ マウスがん細胞株へのアポトーシス誘導能 

細胞周期解析の結果、YHO-1701は濃度依存的に sub-G1期集団を増加させたことから、

CT26 細胞に対するアポトーシス誘導能を評価した。その結果、早期アポトーシス細胞集

団については減少させる傾向が認められたが、後期アポトーシス細胞集団については高濃

度における増加が認められた（図 6）。 

 

 

図 6 CT26細胞に対する YHO-1701のアポトーシス誘導作用 

A. 初期アポトーシス誘導作用：CT26細胞に YHO-1701（0.44、1.33及び 3.93 μM；そ

れぞれ 1/3、1 及び 3 × IC50 に相当）を添加して 48 時間培養後、Annexin V-FITC

（fluorescein isothiocyanate）と 7-アミノアクチノマイシンD（7-amino-actinomycin 

D: 7-AAD）で染色してフローサイトメトリー法により annexin Vのみ陽性となったア

ポトーシス細胞を計測した。結果は全細胞数に対するアポトーシス細胞の百分率の平

均値±標準誤差で示す（n = 3）。* は対照群に対するDunnett検定の結果 p < 0.05で

あったことを示す。 

B. 後期アポトーシス誘導作用：A と同様の操作を行い、フローサイトメトリー法により

annexin V及び 7-AADの両方が陽性となったアポトーシス細胞を計測した。結果は全

細胞数に対するアポトーシス細胞の百分率の平均値±標準誤差で示す（n = 3）。* は対

照群に対するDunnett検定の結果 p < 0.05であったことを示す。 
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１-２-２ マウスがん細胞移植マウスモデルにおける抗 PD-1抗体との併用効果 

前述の実験結果から、YHO-1701はヒト STAT3に対する作用と同様にマウス STAT3に

対しても阻害作用が示された。そのため CT26細胞を用いた同系移植マウスモデルを用い

て YHO-1701 と抗 PD-1 抗体との併用効果を評価する実験を行った。投与量については

YHO-1701及び抗 PD-1抗体についてそれぞれ単独で統計学的に有意な腫瘍増殖抑制作用

を示さない用量を、予備実験を実施して確認し、それぞれ 1投与当たり 40 mg/kg及び 50 

μg と設定した。また、両剤の投与タイミングが腫瘍増殖抑制作用に与える影響について、

3つの投与スケジュールを設定して比較検討した（図 7）。 

 
 

がん細胞移植後の日数 

群名 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

αPD-1               P   P   P               

YHO-1701 A Y Y Y Y Y                             

YHO-1701 B               Y Y Y Y Y               

YHO-1701 C                             Y Y Y Y Y 

Combo A Y Y Y Y Y     P   P   P               

Combo B               P/Y Y P/Y Y P/Y               

Combo C               P   P   P     Y Y Y Y Y 

P：抗 PD-1抗体投与、Y：YHO-1701投与 

図 7 各投与群の名称と投与スケジュール 

各投与群における両剤の投与スケジュールを示す。群名の αPD-1は抗 PD-1抗体単独投与

群、YHO-1701 Aは αPD-1群の抗 PD-1抗体投与時期を基準として YHO-1701単独前投

与群、YHO-1701 Bは YHO-1701単独同時期投与群、YHO-1701 Cは YHO-1701単独後

投与群、Combo Aは YHO-1701前投与後抗 PD-1抗体投与群、Combo Bは YHO-1701・

抗 PD-1 抗体併用同時期投与群、Combo C は抗 PD-1 抗体投与後 YHO-1701後投与群を

それぞれ示す。 

 

その結果、YHO-1701を前投与した後に抗 PD-1抗体を投与したスケジュール（Combo 

A）においてのみ、統計学的に有意な腫瘍増殖抑制効果が認められ、YHO-1701 単独投与

及び抗 PD-1 抗体単独投与においては有意な腫瘍増殖抑制効果が認められなかったことか

ら、当該マウスモデルにおいて YHO-1701と抗PD-1抗体の併用効果が示された（図 8及

び表 6）。また、YHO-1701単独投与の各投与タイミング（Combo A、B及び C）の間に

腫瘍増殖抑制効果の違いは認められなかった。なお、本実験における対照群及び各抗PD-

1 抗体併用投与群のマウス個体毎の腫瘍増殖曲線を確認したところ、各群においてある程

度のばらつきは認められるものの、評価に影響を及ぼす極端な外れ値を示す個体が存在し

ないことが確認された（図 9）。 
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図 8 CT26モデルにおける YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果 

各群における腫瘍体積の経時的変化を腫瘍体積の平均値±標準誤差で示す（n = 7 – 9）。対

照群に対する各時点での腫瘍体積の検定結果は表 6に示す。 
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表 6 対照群と各投与群間のDunnett検定の結果 

比較群名 

がん細胞移植後経過日数 

5 7 9 12 14 16 19 21 23 27 29 33 

αPD-1 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

YHO-1701 A NS * NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

YHO-1701 B NS * NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

YHO-1701 C NS * NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

Combo A NS * NS NS NS NS * NS NS * * * 

Combo B NS * NS NS NS NS * NS NS NS NS NS 

Combo C NS * NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

NS：有意差なし、*：p < 0.05 
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図 9 マウス個体毎の腫瘍体積推移 

実線は対照群及び各投与群の個体毎の腫瘍体積の推移を示す。 
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１-２-３ 免疫チェックポイント阻害療法不応性モデルにおける YHO-1701 と抗

PD-1抗体との併用効果 

YHO-1701に抗 PD-1抗体との併用効果が認められたことから、がん抗原を含む表面抗

原が乏しいためにマウスモデルにおいて抗 PD-1 抗体が不応性であると報告されている

CMS5a移植マウスモデル [34]におけるYHO-1701と抗PD-1抗体との併用効果を評価し

た。先の実験で YHO-1701 と抗 PD-1 抗体との併用効果が認められた CT26 モデル（図 

8）は抗 PD-1抗体に対して感受性があると報告されているが [35, 36, 37]、CMS5aモデ

ルは抗 PD-1抗体不応性であることから、抗 PD-1抗体の投与量を、CT26モデルを用いた

試験時の 4倍量である 200 µg/mouseと設定した。なお、YHO-1701の投与量については

CT26モデルを用いた試験時と同じく 40 mg/kgとした。 

YHO-1701 単独又は抗 PD-1 抗体単独投与した群（YHO-1701 群及び αPD-1 群）にお

いては有意な腫瘍増殖抑制効果は認めなかったが、YHO-1701と抗 PD-1抗体を併用投与

した群（併用群）においては有意な腫瘍増殖抑制効果が認められた（図 10）。 

 

 

図 10 CMS5aモデルにおける YHO-1701及び抗PD-1抗体の併用効果 

各群における腫瘍体積の経時的変化を腫瘍体積の平均値±標準誤差で示す（n = 9 – 10）。* 

は対照群に対するDunnett検定の結果が p < 0.05であったことを示す。 
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１-３ 考察 

YHO-1701はヒトのリン酸化 STAT3の SH2ドメインに結合し、その二量体化を阻害す

ることを目的に設計、検証された低分子阻害薬であり、本研究において使用したマウス大

腸がん細胞株 CT26 において、YHO-1701がマウス STAT3を阻害するかどうかを評価し

た。リン酸化されホモ二量体化した STAT3 は核内に移行して転写因子として働くことか

ら、STAT3 の核内移行を指標として YHO-1701 によるマウス STAT3 の二量体化阻害に

ついて実験した結果、濃度依存的な核内移行阻害が認められた（図 2）。また、対象とする

細胞株により作用は異なるものの、YHO-1701 によるヒト STAT3 二量体化阻害によりヒ

トSTAT3のリン酸化阻害が観察されていることから [8]、YHO-1701によるマウスSTAT3

の 705番目のチロシン残基のリン酸化阻害について実験したところ、濃度依存的なリン酸

化阻害が認められた（図 3）。これらの結果はヒトがん細胞株において認められた YHO-

1701の作用と同様であり [8]、CT26細胞において YHO-1701がマウス STAT3の二量体

化及びリン酸化を阻害することが示された。次に CT26 細胞に対する YHO-1701 の細胞

増殖抑制作用、細胞周期への作用及びアポトーシス誘導能について評価した。その結果、

時間及び濃度依存的な細胞増殖抑制効果を示し（図 4）、48時間培養の条件における IC50

値は 1.31 µM であった（表 5）。細胞周期への作用については、濃度依存的な sub-G1 期

細胞の増加が認められた（図 5）。この結果は YHO-1701が CT26細胞に対してアポトー

シス誘導能を有することを示唆するものであるため、annexin Vを指標として YHO-1701

によるアポトーシス細胞数の変化を測定した。その結果、高濃度（3 × IC50）の YHO-1701

を曝露した条件下において後期アポトーシス細胞の増加が認められた。YHO-1701濃度依

存的な sub-G1期細胞の増加及びannexin V陽性細胞の増加が認められたことから、YHO-

1701は CT26細胞に対して直接的なアポトーシス誘導能を有することが示された。また、

これらの結果はヒトがん細胞株に対する YHO-1701 の作用と同様であり [8, 10]、YHO-

1701 はヒトがん細胞株における結果と同様にマウス大腸がん細胞株 CT26 においても

STAT3二量体化阻害作用を示すことが示された。これらの結果から、抗 PD-1抗体の抗腫

瘍効果を評価できることが報告されている CT26 移植マウスモデル [35, 36, 37]を用い、

YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果を試験することが妥当であることを確認した。一

方、初期アポトーシス細胞数については、中濃度（1 × IC50）及び高濃度の YHO-1701曝

露条件下で統計学的に有意な減少が認められたが、sub-G1 期細胞が低濃度から高濃度に

かけて YHO-1701濃度依存的に増加したのに対し、後期アポトーシス細胞は高濃度でのみ

有意な増加を認めたこと、後期アポトーシス細胞の測定方法ではネクローシスやその他の

アポトーシス以外の細胞死を生じた細胞も併せて検出されることを考慮すると、STAT3阻

害薬で報告されているネクローシスやフェロトーシス [38]を YHO-1701 が誘導する可能

性や YHO-1701濃度により優勢となる作用が異なる可能性が考えられる。 

前述の結果を踏まえ、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果の評価に CT26移植マウ
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スモデルを用いた。併用効果に対し、両剤の相対的な投与タイミングが併用効果に影響を

与える可能性を考慮し、適切な投与スケジュールの検討も同時に行った（図 7）。免疫チェ

ックポイント阻害剤との併用療法については、併用薬の投与タイミングがその併用効果に

影響を与えたという報告と、逆に与えなかったという報告があり [39, 40, 41]、その違いは

併用する薬剤の作用機序や、実験モデルにおいて免疫チェックポイント阻害剤を投与する

タイミング等の影響を含めて考える必要があるが、投与タイミングによる併用効果の差異

を評価することは、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果の作用機序の推測にも有用で

あると考えられた。そこで、投与スケジュールも含めた YHO-1701と抗 PD-1抗体との併

用効果を試験した結果、YHO-1701投与後に抗 PD-1抗体を投与した群においてのみ、対

照群に対して統計学的に有意な腫瘍増殖抑制効果を認めた（図 8）。この結果は、YHO-1701

と抗 PD-1 抗体との併用投与は併用効果を示すが、その効果は、少なくとも本研究におい

て使用したモデルにおいては、両剤の相対的な投与タイミングの影響を受けることを示唆

した。免疫チェックポイント阻害剤の抗腫瘍効果は、腫瘍の免疫微小環境の影響を受ける

ことが知られているが [42, 43, 44]、CT26細胞を用いたマウスモデルにおいても腫瘍免疫

微小環境が経時的に変化していることが報告されている [45]。これらの報告と、本研究に

おいてYHO-1701の前投与のみが抗PD-1抗体との併用効果を認めた結果を総合して考え

ると、YHO-1701が腫瘍免疫微小環境の変化を介して抗 PD-1抗体の抗腫瘍効果を向上さ

せた可能性が考えられた。なお、STAT3 阻害剤と抗 PD-1 抗体又は抗 PD-L1抗体との併

用効果が認められたとの複数の報告があるが [35, 36, 37]、投与タイミングの影響に関す

る報告は著者の知る限り報告されていない。 

臨床においては、腫瘍微小環境における免疫細胞の活性が抑制されている事例が報告さ

れており [46, 47, 48]、標準療法として広く用いられている抗 PD-1 抗体による腫瘍微小

環境における免疫細胞の活性化に対し、抵抗性を示す症例が多く存在することも報告され

ている [49]。そこで YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果を、抗 PD-1抗体抵抗性のモ

デルを用いて試験した。その結果、免疫細胞が認識できる表面抗原を欠いているため抗PD-

1 抗体に抵抗性であると報告されている CMS5a マウスがん細胞株を移植したマウスモデ

ル [34]において、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用投与による有意な腫瘍増殖抑制効果

が認められた。免疫細胞による細胞傷害活性が期待できない腫瘍に対しても、YHO-1701

と抗 PD-1 抗体とを併用投与することにより腫瘍増殖抑制効果を示した結果を考えると、

腫瘍免疫が十分機能を発揮できていない腫瘍に対しても、YHO-1701と抗 PD-1抗体の併

用療法は一定の効果が期待できると考えられる。 

これらの結果に基づき、本研究において YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果への免

疫細胞の寄与及び YHO-1701の腫瘍免疫への作用を検証することとした。 
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第２章 YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果の機序 

第 1章で述べた通り、STAT3 二量体化阻害薬である YHO-1701と抗 PD-1 抗体とは、

マウスがん細胞移植マウスモデルにおいて併用効果が認められた。今日ではがん治療に対

する有効な薬物療法として抗 PD-1 抗体療法は重要な位置を占めており、抗 PD-1 抗体と

の併用投与による併用効果が認められる薬剤の探索、開発が進められている [31, 32]。そ

のなかで、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用投与がどのような特徴を持つのかを検討す

るため、その機序の探索を試みた。 

抗 PD-1 抗体の作用機序は、PD-1 とそのリガンドである PD-L1 及び PD-L2 との結合

を阻害し、がん抗原特異的な T細胞の増殖、活性化及び細胞傷害活性の増強等により、腫

瘍増殖を抑制すると考えられているが [50]、NK細胞の活性制御にも関連することが報告

されている [51]。そこで、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果の機序を検討するにあ

たり、T細胞又はNK細胞の機能を抑制したマウスモデルを用いて併用効果の機序を検討

することとした。T細胞の機能抑制モデルでは、T細胞の表面抗原の一つである CD4又は

CD8 に対する特異的抗体 [52]を、NK 細胞の機能抑制モデルでは NK 細胞の表面抗原の

一つであるアシアロGM1に対する特異的抗体 [53]を、それぞれ投与した。 
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２-１ 実験材料及び実験方法 

２-１-１ 実験材料 

２-１-１-１ 試薬 

⚫ 抗アシアロGM1（ウサギ）（富士フイルム和光純薬） 

⚫ ジメチルスルホキシド（富士フイルム和光純薬） 

⚫ メチルセルロース 400（富士フイルム和光純薬） 

⚫ YHO-1701（創薬探索センター又は株式会社ヤクルト本社で合成） 

⚫ GoInVivo™ Purified anti-mouse CD279 (PD-1) (RMP1-14) Antibody（BioLegend） 

⚫ RIPA Buffer (10 ×)（Cell Signaling Technology） 

⚫ Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (100 ×)（Thermo Fisher 

Scientific） 

⚫ GoInVivo™ Purified anti-mouse CD4 (GK1.5) Antibody（BioLegend） 

⚫ GoInVivo™ Purified anti-mouse CD8 (53.6-7) Antibody（BioLegend） 

⚫ NK Cell Isolation Kit, mouse（Miltenyi Biotec） 

⚫ ペニシリン-ストレプトマイシン溶液 (× 100)（富士フイルム和光純薬） 

⚫ RPMI-1640培地（富士フイルム和光純薬） 

⚫ マウス IL-2（Miltenyi Biotec） 

⚫ マウス IL-6（BioLegend） 

⚫ Recombinant Mouse IL-6R alpha (aa 20-357) Protein（R&D systems） 

⚫ Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所） 

⚫ Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, PBS（Thermo Fisher Scientific） 

⚫ Alexa Fluor™ 488 anti-mouse H-2Kd (SF1-1.1) Antibody（BioLegend） 

⚫ BD Phosflow™ Fix Buffer I（BD Biosciences） 

 

２-１-１-２ 細胞 

⚫ マウス大腸がん細胞株 CT26（American Type Culture Collection） 

 

２-１-１-３ 動物 

⚫ BALB/cCrSlc雌性マウス（日本エスエルシー株式会社） 

⚫ BALB/cSlc-nu/nu雌性マウス（日本エスエルシー株式会社） 

 

２-１-２ 実験方法 

２-１-２-１ NK細胞活性抑制 CT26モデルの作成 

２-１-２-１-１ 動物の入手及び飼育 

 6 週齢の BALB/cCrSlc 雌性マウスを供給元から入手し、がん細胞移植までの一週間を
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馴化期間としてプラスチックケージにて飼育した。動物は静岡県立大学動物実験規程を順

守して取り扱い、実験は動物実験委員会の承認を得て行った（承認番号 186319、216492）。 

 

２-１-２-１-２ 投与液の調製 

抗アシアロGM1（ウサギ）に PBS（pH 7.2）を 1 mL加えて再溶解し、抗アシアロGM1

抗体投与液とした。 

 

２-１-２-１-３ 抗アシアロGM1抗体の投与 

１-１-２-６-３に示す通りマウスに CT26細胞を移植した。移植後 4日目に下表に従い各

群 10匹ずつ 4群に群分けし、NK細胞の活性抑制を行う群に抗アシアロGM1抗体投与液

を 10 µL腹腔内投与し、また、11日目にも同様に 10 µL投与することによりNK細胞の

活性を抑制した（表 7）。 

 

表 7 群一覧 

群名称 略称 抗体投与 

NK細胞活性抑制なし／溶媒対照群 対照群 なし 

NK細胞活性抑制あり／溶媒対照群 αGM1 あり 

NK細胞活性抑制なし／併用投与群 Combo なし 

NK細胞活性抑制あり／併用投与群 αGM1/Combo あり 

 

２-１-２-２ NK細胞活性抑制 CT26モデルにおける併用効果 

NK細胞活性を抑制した CT26移植マウスに、下表に従い YHO-1701及び抗マウス PD-

1抗体（以下、抗 PD-1抗体）を併用投与した（表 8）。 
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表 8 投与量、投与スケジュール及び投与方法 

群略称 αGM1 投与薬剤 投与量 投与日（移植後） 投与方法 

対照群 - 溶媒 - 5～9、12、14、16日

目 

腹腔内／ 

強制経口投与 αGM1 投与 溶媒 - 

Combo - YHO-1701 40 mg/kg 5～9日目 強制経口投与 

- 抗 PD-1抗体 50 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

αGM1/Combo 投与 YHO-1701 40 mg/kg 5～9日目 強制経口投与 

投与 抗 PD-1抗体 50 µg 12、14、16日目 腹腔内投与 

 

移植後 4、6、8、11、13、15及び 18日目に、１-１-２-６-４に示す方法に従って各群の

マウスの腫瘍径を計測し、腫瘍体積を算出した。 

 

２-１-２-３ 正常及び免疫不全マウスにおける YHO-1701の効果比較 

２-１-２-３-１ 動物の入手及び飼育 

6週齢の BALB/cCrSlc雌性マウス及び 7週齢の BALB/cSlc-nu/nuマウスを供給元から

入手し、がん細胞移植までの一週間を馴化期間としてプラスチックケージにて飼育した。

動物実験計画は動物実験委員会の承認を得て（承認番号 186319）、動物は静岡県立大学動

物実験規程を順守して取り扱った。 

 

２-１-２-３-２ 腫瘍増殖の阻害 

正常マウスとして BALB/cCrSlcマウスを、免疫不全マウスとして BALB/cSlc-nu/nuマ

ウスを用いた。１-１-２-６-１及び１-１-２-６-３に示す方法と同様に CT26 移植マウスを

作製し、移植後 5日目に正常マウスについては各群 9匹ずつ、免疫不全マウスについては

各群 5匹ずつ、それぞれ対照群と YHO-1701投与群の 2群に群分けした。 

対照群には溶媒を、YHO-1701投与群には YHO-1701 60 mg/kgを移植後 5～9日目及

び 12～16日目に強制経口投与した。 

各群のマウスの腫瘍径を、移植後 4、6、8、11、13、15、18、20及び 26日目に、１-１

-２-６-４に示す方法に従って腫瘍系を計測し、腫瘍体積を算出した。 

 

２-１-２-４ 腫瘍内のリン酸化 STAT3の検出 

２-１-２-４-１ YHO-1701投与及び腫瘍の摘出 

１-１-２-６-３に示す方法で CT26 移植マウスを作製し、移植後 5 日目に各群 7 匹ずつ

対照群と YHO-1701投与群の 2群に群分けした。移植後 5日目に YHO-1701 60 mg/kgを

単回強制経口投与し、投与後 7.5 時間後に腫瘍を摘出し、腫瘍の重量を測定した後、液体

窒素で凍結した。 
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２-１-２-４-２ 腫瘍からのタンパク質抽出 

RIPA Buffer (10 ×)を Milli-Q 水で 10 倍希釈し、Halt Protease and Phosphatase 

Inhibitor Cocktail (100 ×)、0.5 M エチレンジアミン四酢酸及び 0.1 Mフッ化フェニルメ

チルスルホニルをそれぞれ 1/100容量添加して溶解緩衝液を作製した。 

gentleMACS M Tube（Miltenyi Biotec）に 10 mg腫瘍組織/mLとなるように溶解緩衝

液を分注し、凍結した腫瘍組織を投入してハサミで細かく切断し、倒立混合して組織を破

砕領域に落とした。 

M Tube を gentleMACS Dissociator（Miltenyi Biotec）にセットし、プロトコル

「Protein_01」を実行してタンパク質を抽出した。 

内容液をM Tubeから遠沈管に移し、4,000 × g、4°Cで 5分間遠心分離し、上清を 2 mL

チューブに分取して速やかに液体窒素で凍結し、−80°Cで保存した。 

 

２-１-２-４-３ リン酸化 STAT3の検出及び定量 

２-１-２-４-２で調製したタンパク質抽出液を、タンパク質量として 6 µg を１-１-２-３ 

に示す方法に従いイムノブロットを行い、リン酸化 STAT3量を定量した。 

 

２-１-２-５ T細胞活性抑制 CT26モデルの作成 

２-１-２-５-１ 投与液の調製 

GoInVivo Purified anti-mouse CD4 Antibody及びGoInVivo Purified anti-mouse CD8 

Antibodyを終濃度が 0.25 mg/mLとなるように PBS（pH 7.2）でそれぞれ希釈して投与

液を調製した。 

 

２-１-２-５-２ 抗 CD4又は抗 CD8抗体の投与 

１-１-２-６-３に示す通りマウスに CT26細胞を移植した。移植後 4日目に下表に従い各

群 9匹ずつ 6群に群分けし、CD4陽性 T細胞及びCD8陽性T細胞活性抑制を行う群に抗

マウス CD4抗体（以下、抗 CD4抗体）又は抗マウス CD8抗体（以下、抗 CD8抗体）投

与液を 200 µL腹腔内投与し、T細胞の活性を抑制した（表 9）。 
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表 9 群一覧 

群名称 略称 抗体投与 

T細胞非活性抑制／溶媒対照群 対照群 なし 

T細胞非活性抑制／YHO-1701投与群 YHO-1701 なし 

CD4陽性T細胞活性抑制／溶媒対照群 αCD4/対照群 抗 CD4抗体 

CD4陽性T細胞活性抑制／YHO-1701投与群 αCD4/YHO-1701 抗 CD4抗体 

CD8陽性T細胞活性抑制／溶媒対照群 αCD8/対照群 抗 CD8抗体 

CD8陽性T細胞活性抑制／YHO-1701投与群 αCD8/YHO-1701 抗 CD8抗体 

 

２-１-２-６ T 細胞活性抑制 CT26 モデルにおける YHO-1701 の抗腫瘍効果の

評価 

T細胞の活性を抑制した CT26移植マウスに、下表に従い YHO-1701及び抗 PD-1抗体

を併用投与した（表 10）。 

 

表 10 投与スケジュール 

群名称 投与薬剤 投与日（移植後） 

対照群 溶媒 移植後 5～9日目 

YHO-1701 YHO-1701 移植後 5～9日目 

αCD4/対照群 溶媒 移植後 5～9日目 

αCD4/YHO-1701 YHO-1701 移植後 5～9日目 

αCD8/対照群 溶媒 移植後 5～9日目 

αCD8/YHO-1701 YHO-1701 移植後 5～9日目 

 

各群のマウスの腫瘍径を、移植後 4、7、9、11、14、18及び 20日目に、１-１-２-６-４

に示す方法に従って腫瘍系を計測し、腫瘍体積を算出した。 

αCD4/対照群及び αCD8/対照群で算出した腫瘍体積について、それぞれ対照群の腫瘍体

積に対するDunnett検定により、5 %有意水準で仮説検定した。また、αCD4/YHO-1701

群及び αCD8/YHO-1701 群で算出した腫瘍体積について、それぞれ YHO-1701 群の腫瘍

体積に対する Studentの t検定により、5 %有意水準で仮説検定した。 

 

２-１-２-７ NK 細胞活性抑制 CT26 モデルにおける YHO-1701 の抗腫瘍効果

の評価 

２-１-２-１ に示す方法により作成した NK 細胞活性抑制 CT26 移植マウスを、表 11

に従い群分けした。 
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表 11 群一覧 

群名称 略称 抗体投与 

NK細胞非活性抑制／溶媒対照群 対照群 なし 

NK細胞活性抑制／溶媒対照群 αGM1 あり 

NK細胞非活性抑制／YHO-1701投与

群 

YHO-1701 なし 

NK細胞活性抑制／YHO-1701投与群 αGM1/YHO-1701 あり 

 

NK細胞の活性を抑制した CT26移植マウスに、表 12に従い YHO-1701 60 mg/kgを

強制経口投与した。 

 

表 12 投与スケジュール 

群名称 投与薬剤 投与日（移植後） 

対照群 溶媒 移植後 5～9日目 

αGM1 YHO-1701 移植後 5～9日目 

YHO-1701 溶媒 移植後 5～9日目 

αGM1/YHO-1701 YHO-1701 移植後 5～9日目 

  

各群のマウスの腫瘍径を、移植後 4、7、9、11、14、16及び 18日目に、１-１-２-６-４

に示す方法に従って腫瘍系を計測し、腫瘍体積を算出した。 

各群で算出した腫瘍体積について、対照群で算出した腫瘍体積に対してDunnett検定に

より、5 %有意水準で仮説検定した。また、YHO-1701群で算出した腫瘍体積について、

αGM1/YHO-1701群で算出した腫瘍体積に対して Studentの t検定により、5 %有意水準

で仮説検定した。 

 

２-１-２-８ YHO-1701のマウスNK細胞活性抑制の阻害 

２-１-２-８-１ YHO-1701マウスNK細胞への曝露 

BALB/cマウスから脾臓を摘出し、NK Cell Isolation Kit, mouseを用いてNK細胞を

分離した。10 % FBS、0.3 g/L L-Gln、100 U/mLペニシリン及び 100 mg/Lストレプトマ

イシンを添加した RPMI-1640培地（以下、培養培地）に、50 µM 2-メルカプトエタノー

ル及び 500 U/mL IL-2を添加し、3 × 105 cells/mLとなるように分離したNK細胞を加え、

3 µM YHO-1701又は 0.1 % DMSO（溶媒）を添加して CO2インキュベータ中で 1時間静

置した。 
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２-１-２-８-２ マウスNK細胞の活性化評価 

YHO-1701 又は溶媒を添加して培養した NK 細胞に、30 ng/mL IL-6 及び 30 ng/mL 

Recombinant Mouse IL-6R alpha (aa 20-357) Proteinを添加して CO2インキュベータ中

で 20時間静置した。 

 

２-１-２-８-３ CT26細胞に対するマウスNK細胞の細胞傷害活性の評価 

２-１-２-８-２で活性化抑制したNK細胞を回収し、培養培地で 2回洗浄し、培養培地中

で 4×104細胞となるようにNK細胞懸濁液調製した。 

培養培地 100 µLを 96穴プレートに分注し、CT26細胞 3 × 103細胞を播種して CO2イ

ンキュベータ中で一晩培養した後、上清を除去し、培養培地 100 µL を加えた。そこへ調

製したNK細胞懸濁液 100 µLを加え、CO2インキュベータ中で 4時間静置した。 

その後、NK 細胞を含む上清を除去し、PBS 200 µL で 3 回洗浄した。そこへ RPMI-

1640培地（10 % FBS含有、フェノールレッド不含）（以下、測定用培地）70 µLを加え、

測定用培地で 3倍希釈した Cell Counting Kit-8 30 µLを添加した。添加直後と発色後の

450 nmの吸光度を蛍光プレートリーダーを用いて測定し、生細胞数を測定した（n = 3）。 

 

２-１-２-８-４ 統計解析 

測定した生細胞数から細胞傷害活性百分率を算出し、IL-6/IL-6RA 非添加／溶媒対照群

に対する IL-6/IL-6RA添加／溶媒対照群の細胞傷害活性百分率、IL-6/IL-6RA添加／溶媒

対照群に対する IL-6/IL-6RA添加／YHO-1701群の細胞傷害活性百分率についてStudent

の t検定により、5 %有意水準で仮説検定した。 

 

２-１-２-９ YHO-1701による CT26細胞のMHCクラスⅠ分子の発現抑制 

２-１-２-９-１ YHO-1701 による CT26 細胞の MHC クラスⅠ分子の発現へ

の作用の評価 

24穴プレートに、培養培地中で 0.5 × 105 cells/mL/wellとなるように CT26細胞を播種

し、5 % CO2インキュベータ中に 37°Cで一晩静置した。その後、培養上清を除去し、RPMI-

1640 培地で 2 回洗浄し、0.5 % FBS 含有 RPMI-1640 培地 900 μL を加えた。そこへ

0.5 %FBS含有 RPMI-1640培地を用いて終濃度の 10倍濃度（6.25, 12.5及び 25.0 µM）

に調製した YHO-1701の 5 % DMSO溶液 100 µLを添加し、5 % CO2インキュベータ中

に 37°Cで 24時間静置した。培養上清をチューブに回収し、プレートに PBS (−) 1mLを

加えて 1分間静置し、上清をチューブに回収し、これをもう一度繰り返した。 

プレートに Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, PBS 0.5 mLを加え、2～3分間、室

温で静置した後、顕微鏡で細胞の剥離状態を確認し、チューブに回収し、440 × g、4°Cで

5分間遠心分離して上清を除去し、2 % FBS含有PBS (−) 5 mLを加えて再度 440 × g、
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4°Cで 5分間遠心分離して上清を除去した。沈殿を 2 % FBS含有 PBS (−) 1 mLに懸濁

し、96穴 V底プレートに 200 μL/wellで分注した。 

プレートを 410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去し、2 % FBS含有PBS 200 µL

を加えて沈殿を懸濁し、410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去し、100倍希釈し

た Alexa Fluor™ 488 anti-mouse H-2Kd Antibody 50 µLを加え、遮光下、4°Cで 15分

間静置した後、2 % FBS含有 PBS 150 µLを加え、410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して

上清を除去し、2 % FBS含有 PBS 200 µLを加えて沈殿を懸濁した後、410 × g、4°Cで 2

分間遠心分離して上清を除去し、BD Phosflo Fix Buffer I 100 μLを添加し、遮光下、室

温で 20分間静置した。その後 2 % FBS含有 PBS 100 µLを加えて沈殿を懸濁し、410 × 

g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去し、2 % FBS含有 PBS 200 µLを加えて沈殿を

再度懸濁し、プレートを 410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去した。 

2 % FBS含有 PBS 200 µLを加えて沈殿を再懸濁し、BD FACSCanto™ II（BD）を用

いて測定した。 

 

２-１-２-９-２ 統計解析 

フローサイトメトリー法にて測定した対照群の平均蛍光強度（mean fluorescent 

intensity: MFI）に対する各群の MFI について Williams検定より、5 %有意水準で仮説

検定した。 
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２-２ 実験結果 

２-２-１ 抗 PD-1抗体との併用効果に対するNK細胞の寄与 

CT26移植マウスで認められた YHO-1701と抗PD-1抗体との併用効果について、その

機序を探索することを目的として、免疫チェックポイント阻害療法において主に抗腫瘍免

疫を担う T細胞及びナチュラルキラー（NK）細胞の寄与を検証した。 

抗 PD-1 抗体の腫瘍増殖抑制効果が CD8 陽性 T 細胞に依存することが報告されている

ため [54]、併用機序については、まず STAT3による腫瘍免疫活性化に関与すると報告さ

れているリンパ球の一つである NK 細胞 [51]の寄与を検証することとし、マウス NK 細

胞の活性を減少させるため、抗アシアロGM1抗体を投与したマウスモデルを用いた [53]。

CT26移植マウスにおいて、抗アシアロGM1抗体は腫瘍の増殖を有意に促進した（図 11）。

これは当該モデルにおいて、NK細胞が CT26細胞の増殖を抑制しているためであると考

えられた。抗アシアロ GM1 抗体により NK 細胞の活性を減少させた条件下において、

YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果は消失し、両剤の併用効果にNK細胞が寄与して

いることが示唆された（図 11）。 
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図 11 YHO-1701と抗PD-1抗体との併用効果に対するNK細胞活性抑制の影響 

NK細胞活性を抑制するため、αGM1群及び αGM1/Combo群において CT26細胞移植後

4日目及び11日目に抗アシアロGM1抗体を腹腔内投与した。Combo群及びαGM1/Combo

群においては、YHO-1701（40 mg/kg）及び抗 PD-1抗体（50 μg）を図 7の YHO-1701 

A群の投与スケジュールに従って移植後 5日目から 9日目に連日投与した。各群における

腫瘍体積の経時的変化を腫瘍体積の平均値±標準誤差で示す（n = 9 – 10）。* は対照群に対

する Dunnettの検定の結果 p < 0.05であったこと、# 及び ## は αGM1/Combo群に対す

る Studentの t検定の結果がそれぞれ p < 0.05又は p < 0.01であったことを示す。 
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２-２-２ YHO-1701の腫瘍内 STAT3のリン酸化阻害作用 

CT26モデルにおいて YHO-1701（60 mg/kg）投与後に腫瘍中の STAT3リン酸化阻害

を評価するため、YHO-1701 単回投与後の腫瘍を摘出し、STAT3 が活性化され、二量体

化、核内移行、およびDNA結合が誘導されるリン酸化部位であるチロシン 705のリン酸

化 STAT3及び非リン酸化 STAT3の量をウェスタンブロット法により測定した。 

その結果、YHO-1701の投与により腫瘍中の STAT3量は変化せず、リン酸化 STAT3量

が低下した（図 12及び図 13）。 

 

 

図 12 YHO-1701単回投与後の腫瘍内リン酸化 STAT3量及び STAT3量 

CT26移植マウスにYHO-1701を単回投与し、7.5時間後に腫瘍を摘出し、腫瘍内のSTAT3

量及び Y705 リン酸化 STAT3（pSTAT3 Y705）量をウェスタンブロット法により測定し

た。 
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図 13 ウェスタンブロット結果の画像解析結果 

A. 抗 Tyr 705リン酸化 STAT3（pSTAT3 Y705）抗体を用いたWesternブロットの結果

を画像解析により定量化した結果を示す。結果は α-チューブリンで補正した対照群の

定量値の平均を 100 %とした際の、α-tubulin補正後の百分率平均値±標準誤差で示し

た（n = 7）。** は対照群に対する Studentの t検定の結果が p < 0.01 であったこと

を示す。 

B. 抗 STAT3 抗体を用いた Western ブロットの結果を画像解析により定量化した結果を

示す。結果は α-チューブリンで補正した対照群の定量値の平均を 100 %とした際の、

α-tubulin補正後の百分率平均値±標準誤差で示した（n = 7）。対照群に対する Student

の t検定の結果は p > 0.05 であった。 
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２-２-３ 正常及び免疫不全マウスにおける YHO-1701の効果比較 

抗 PD-1抗体単独投与において、その細胞増殖抑制効果に T細胞及びNK細胞が寄与す

ることが報告されているため [54, 51]、YHO-1701単独投与による細胞増殖抑制効果に対

する腫瘍免疫の寄与を検証することとした。まず、CT26を免疫不全マウスである BALB/c

ヌードマウスに移植したモデルを用い、正常な免疫機能を持つ BALB/cマウスに移植した

モデルを用いた場合との YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果を比較した。なお、本実験におけ

る YHO-1701の投与量は、単剤による有意な腫瘍増殖抑制効果を期待して、抗 PD-1抗体

との併用において選択した 40 mg/kgよりも高用量である 60 mg/kgを選択した。 

その結果、CT26移植 BALB/cマウスで認められた有意な腫瘍増殖抑制効果は、CT26移

植ヌードマウスでは認められなかった（図 14）。これらの結果から、CT26 移植 BALB/c

マウスモデルで認められた YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果には、T細胞が関与しているこ

とが示唆された。 
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図 14 BALB/cマウス及びヌードマウスにおけるYHO-1701の腫瘍増殖抑制効果 

BALB/cマウス及び BALB/c nu/nuヌードマウスに CT26細胞を移植し、移植後 5日目か

ら 9日目、12日目から 16日目に YHO-1701（60 mg/kg）を投与した。各群における腫瘍

体積の経時的変化を腫瘍体積の平均値±標準誤差で示す（BALB/cマウス：n = 9、BALB/c

ヌードマウス：n = 5）。**  は対照群に対する Studentの t検定の結果が p < 0.01であった

ことを示す。 
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２-２-４ T細胞活性減少 CT26モデルにおける YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果 

BALB/cヌードマウスは胸腺を欠失しており、成熟T細胞を作り出すことができないこ

とから [55]、YHO-1701 の腫瘍増殖抑制効果に対する CD4又は CD8陽性 T 細胞の寄与

を検証するため、CT26移植 BALB/cマウスモデルを用い、マウス CD4又は CD8に対す

る抗体を用い、CD4陽性 T細胞又は CD8陽性 T細胞の活性を抑制し、YHO-1701の腫瘍

増殖抑制効果に対する両 T細胞の寄与を評価した。 

その結果、CD8 陽性 T 細胞活性抑制条件下 YHO-1701 投与（αCD8/YHO-1701）群に

おいて YHO-1701群で認められた腫瘍増殖抑制効果が消失した（図 15及び表 13）。CD4

陽性 T細胞活性抑制条件下 YHO-1701投与（αCD4/YHO-1701）群においては腫瘍移植後

7～11日目に CD4陽性T細胞活性抑制（αCD4/Control）群に対して有意な腫瘍増殖抑制

効果を示したが、αCD4/Control 群も対照群に対し、腫瘍移植後 7 日目以降に有意ではな

いものの低い腫瘍体積で推移し、腫瘍移植後 18～20 日目で有意に腫瘍増殖が抑制されて

いたため、その意味するところ及び YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果に対する CD4陽性 T

細胞の寄与について、本実験結果をもとに評価することができなかった。また、CD8陽性

T細胞活性抑制（αCD8/Control）群では対照群に対して有意な腫瘍増殖の亢進が認められ

た。 
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図 15 YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果に対する T細胞活性抑制の影響 

T 細胞活性を阻害するため、 αCD4/Control 群及び αCD4/YHO-1701 群並びに

αCD8/Control群及び αCD8/YHO-1701群においてCT26細胞移植後 4日目にそれぞれ抗

CD4 抗体又は抗 CD8 抗体を腹腔内投与した。YHO-1701 群、αCD4/YHO-1701 群及び

αCD8/YHO-1701群においては、YHO-1701（60 mg/kg）を移植後 5日目から 9日目に連

日投与した。各群における腫瘍体積の経時的変化を腫瘍体積の平均値±標準誤差で示す（n 

= 9）。 
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表 13 主要群間のDunnett検定及び Studentの t検定の結果 

比較群名 

がん細胞移植後経過日数 

4 7 9 11 14 18 20 

対照群 vs αCD4/Control NS NS NS NS NS * * 

対照群 vs αCD8/Control NS NS NS NS NS ** ** 

対照群 vs YHO-1701 NS ** ** ** * * * 

αCD4/Control vs αCD4/YHO-1701 NS ** * * NS NS NS 

αCD8/Control vs αCD8/YHO-1701 NS NS NS NS NS NS NS 

YHO-1701 vs αCD4/YHO-1701 NS * NS NS NS NS NS 

YHO-1701 vs αCD8/YHO-1701 NS ** ** ** ** ** ** 

NS: 有意差なし、*：p < 0.05、**：p < 0.01 
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２-２-５ NK 細胞活性抑制 CT26 モデルにおける YHO-1701 の腫瘍増殖抑制効

果 

BALB/cヌードマウスは成熟 T細胞を持たないが [55]、NK細胞をはじめとする免疫細

胞は具備していることから、１-２-２ で述べた抗 PD-1 抗体との併用効果の試験と同様

に、抗アシアロGM1抗体を用いてNK細胞の活性を抑制し、YHO-1701の腫瘍増殖抑制

効果に対するNK細胞の寄与について検証した。 

その結果、YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果はNK細胞の活性抑制によって消失したこと

から、YHO-1701の CT26移植マウスモデルにおける腫瘍増殖抑制効果にNK細胞が寄与

していることが示された（図 16）。なお、抗アシアロ GM1 抗体の投与により腫瘍増殖の

亢進傾向が認められたが、本実験においては統計学的有意差を認めなかった。 

 

 

図 16 YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果に対するNK細胞活性抑制の影響 

NK 細胞の活性を抑制するため、αGM1 群及び αGM1/YHO-1701 群において CT26 細胞

移植後 4 日目及び 11 日目に抗アシアロ GM1 抗体を腹腔内投与した。YHO-1701 群及び

αGM1/YHO-1701群においては YHO-1701（60 mg/kg）を移植後 5日目から 9日目に連

日投与した。各群における腫瘍体積の経時的変化を腫瘍体積の平均値±標準誤差で示す（n 

= 7 – 8）。* は対照群に対するDunnettの検定の結果が p < 0.05であったことを、# 及び 

## は αGM1群に対する Studentの t検定の結果がそれぞれ p < 0.05又は p < 0.01であっ

たことを示す。 
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２-２-６ YHO-1701によるマウスNK細胞活性抑制の阻害 

YHO-1701のCT26モデルにおける腫瘍増殖抑制効果に免疫細胞が寄与していることが

示されたことから、YHO-1701が免疫活性を向上させる機序を検討した。サイトカインで

ある IL-6 により STAT3 が活性化され、STAT3 経路の亢進により NK 細胞の細胞傷害活

性が抑制されることが報告されていることから [51]、YHO-1701が STAT3により抑制さ

れたNK細胞の細胞傷害活性を回復させるかどうか、マウスの脾臓から抽出したNK細胞

を用いて in vitroでの細胞傷害活性を実験した。 

その結果、YHO-1701は IL-6及び IL-6RAによるNK細胞の CT26細胞に対する細胞

傷害活性の抑制を阻害することが示された（図 17）。 

 

 

図 17  YHO-1701によるマウスNK細胞の細胞傷害活性の抑制阻害 

マウス脾臓から抽出したNK細胞を YHO-1701（3 µM）添加及び非添加培地で 1時間培

養後、IL-6及び IL-6RA（各 30 ng/mL）添加培地で 20時間培養し、NK細胞数と CT26

細胞数の比率（E:T）を 4:1とした際のNK 細胞の CT26 細胞に対する細胞傷害活性を、

WST-8法を用いて測定した結果を平均値±標準誤差で示した（n = 3）。* は Studentの t

検定の結果が p < 0.05であったことを、 ** は結果が p < 0.01であったことを示す。  
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２-２-７ YHO-1701による CT26細胞のMHCクラスⅠ分子の発現抑制 

YHO-1701 による NK 細胞への直接的作用が認められたため、腫瘍微小環境において

NK 細胞の細胞傷害活性に対し抑制的に作用するがん細胞への作用を評価した。がん細胞

表面に発現する主要組織適合遺伝子複合体（major histocompatibility complex: MHC）ク

ラス I分子は、NK細胞の受容体に結合しNK細胞の細胞傷害活性を抑制的に制御するこ

とが知られている [56]。そこで本研究では CT26細胞が発現するマウスのMHCクラス I

分子である H-2Kdの発現量を指標として YHO-1701 のがん細胞における MHC クラス I

分子の発現に与える作用を検討した。 

その結果、YHO-1701 の濃度依存的な MHC クラス I 分子の発現量低下が認められ、

CT26細胞における YHO-1701によるMHCクラス I分子の発現抑制作用が示された（図 

18）。 

 

 

図 18 CT26細胞における YHO-1701によるMHCクラス I分子の発現抑制 

CT26 細胞を用いて YHO-1701 によるマウスの MHC クラス I 分子である H-2Kdの発現

抑制を評価した。CT26細胞に YHO-1701（0.625、1.25及び 2.5 µM）を添加して 24時

間培養し、H-2Kdの発現量をフローサイトメトリーにより測定した（n = 4）。各培養条件

におけるH-2Kd非染色及び染色条件下でのMFIを示す。* はWilliams検定の結果が p < 

0.05であったことを示す。  
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２-３ 考察 

本章では、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果の機序を探索する目的で実施した、

免疫細胞の活性を抑制したマウスモデルを用いた試験結果について述べた。STAT3はNK

細胞の細胞傷害活性の制御に関与していることが報告されており [57]、また、抗PD-1抗

体の腫瘍増殖抑制効果に関与していることが報告されている [35, 36, 37]。これらの報告

から、YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果にNK細胞が寄与している可能性を検証す

るため、NK細胞の活性を抑制した CT26移植マウスモデルを用いて YHO-1701と抗 PD-

1 抗体との併用による腫瘍増殖抑制効果を試験した。その結果、NK 細胞活性抑制条件下

においてはYHO-1701と抗PD-1抗体との併用投与による腫瘍増殖抑制効果は認められな

かった（図 11）。この結果から YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用投与による腫瘍増殖抑

制効果は、NK細胞の寄与が重要であることが示唆された。 

また、薬物動態及び薬力学的観点から、YHO-1701を本研究で選択した 60 mg/kgより

も高用量である 80 mg/kg をヒト腫瘍移植マウスに経口投与した際の血漿中及び腫瘍中濃

度推移が報告されている [8]。本研究において CT26 移植マウスに 60 mg/kg を経口投与

した後、腫瘍中の STAT3 Y705のリン酸化阻害が示されたことから（図 12及び図 13）、

異なるマウスモデル間での比較ではあるものの、60 mg/kg投与後においても 80 mg/kg投

与後と同様に、YHO-1701 が STAT3 二量体化を阻害することができる腫瘍中濃度に到達

していたことが強く推察された。 

抗PD-1抗体単独投与による細胞増殖抑制効果にT細胞及びNK細胞が寄与することが

報告されていることから [54, 51]、YHO-1701単独投与による細胞増殖抑制効果に対する

免疫細胞の寄与を検証するため、CT26を免疫不全マウスである BALB/cヌードマウスと

正常な免疫機能を持つ BALB/c マウスに移植したモデルを用いて YHO-1701 の腫瘍増殖

抑制効果を比較した。その結果、YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果は免疫不全マウスモデル

では認められず、正常な免疫機能を持つマウスモデルでのみ認められた（図 14）。このこ

とから、CT26移植 BALB/cマウスモデルにおけるYHO-1701の腫瘍増殖抑制効果は T細

胞を主とした免疫作用に基づくものであることが示唆された。 

YHO-1701単剤の腫瘍増殖抑制効果に対する免疫細胞の寄与が示唆されたため、寄与す

る免疫細胞の探索を行った。対象とする免疫細胞として CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T細

胞及びNK細胞を選択し、これらの活性を抑制した CT26移植マウスモデルを用い、各免

疫細胞の併用効果への寄与を検証した。その結果、CD8 陽性 T 細胞又は NK 細胞の活性

を抑制した条件下では YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果が認められなかった（図 15及び図 

16）。これらの結果から、CT26 移植マウスモデルにおける YHO-1701 単剤の腫瘍増殖抑

制効果に、CD8 陽性 T 細胞及び NK 細胞が大きく寄与していることが示唆された。これ

までに実施された YHO-1701の腫瘍増殖抑制効果の試験は、免疫不全マウスにヒトがん細

胞を移植したモデルを用いており [8, 9, 10]、本研究において認められたこれらの結果は、

YHO-1701 が腫瘍免疫に作用して腫瘍増殖抑制効果を発揮することを示唆する新たな発
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見であると考えられる。 

CT26 移植マウスモデルにおいて YHO-1701 単剤の腫瘍増殖抑制効果に対する NK 細

胞の寄与が明らかとなったことから、YHO-1701がNK細胞に対して直接的に作用するか

どうかを検討するため、マウスの脾臓から抽出した NK 細胞を用いて YHO-1701 が NK

細胞の細胞傷害活性に与える影響を評価した。腫瘍においてNK細胞は、STAT3経路の活

性化によりその細胞傷害活性が抑制されていることが報告されていることから [58]、本研

究では STAT3経路を活性化するサイトカイン IL-6及びその受容体 IL-6RAによるNK細

胞の細胞傷害活性抑制を、YHO-1701が阻害するかどうかを評価した。その結果、IL-6及

び IL-6RA を曝露した NK 細胞の、CT26 細胞に対する細胞傷害活性は抑制されたが、

YHO-1701 で前処理した後に IL-6及び IL-6RAを曝露した NK細胞では細胞傷害活性は

抑制されなかった（図 17）。この結果から、YHO-1701はNK細胞に直接作用し、STAT3

経路の活性化を抑制し、細胞傷害活性の抑制を阻害することができることが示唆された。

これは YHO-1701ががん細胞のみならず、免疫細胞に対しても直接的作用を及ぼすことを

示唆する新たな発見であると考えられる。 

NK 細胞の細胞傷害活性は、標的細胞であるがん細胞表面の MHC クラス I 分子によっ

て抑制されることがある。MHC クラス I 分子は腫瘍免疫において細胞内のがん抗原を細

胞傷害性 T細胞に提示する役割を果たしているが、NK細胞に対しては抑制的リガントと

して作用する [56]。本研究においては、YHO-1701ががん細胞への直接的作用によりNK

細胞の細胞傷害活性に及ぼす影響を評価するため、CT26 細胞におけるマウス MHC クラ

ス I分子であるH-2Kdの発現量に与えるYHO-1701の作用について検討した。その結果、

YHO-1701 濃度に依存的な H-2Kd 発現量の抑制が認められた（図 18）。この結果から、

YHO-1701ががん細胞に直接的に作用し、NK細胞の細胞傷害活性を向上させうると考え

られる。 

NK 細胞の抗腫瘍効果に着目した場合、YHO-1701 は NK 細胞への直接的作用に加え、

がん細胞への直接的作用により MHCクラス I 分子の発現を抑制し、NK細胞とがん細胞

の両方向から、直接的及び間接的にNK細胞の細胞傷害活性を向上させうると考えられる。

MHCクラス I分子については、一方では細胞傷害性 T細胞へのがん抗原の提示を担って

おり、その発現抑制は細胞傷害性 T細胞による抗腫瘍効果を抑制するとされている [59]。

CT26移植マウスモデルにおける腫瘍微小環境においてYHO-1701がどのように作用して

いるのかを評価するには、本研究の実験条件及び結果では限界がある。しかしながら、

YHO-1701 の腫瘍増殖抑制効果は、NK 細胞の活性抑制のみならず、CD8 陽性 T 細胞の

活性抑制によっても消失したという結果が得られたことを考慮すると（図 15及び図 16）、

少なくとも CT26移植マウスモデルの腫瘍微小環境において、細胞傷害性 T細胞を過剰に

抑制するような作用は示していないものと考えられる。CT26 移植マウスモデルにおける

腫瘍に浸潤した免疫細胞の経時的変化に関する報告によると [45]、移植後の腫瘍形成初期

から細胞傷害性 T細胞及びNK細胞の浸潤が比較的多く、免疫チェックポイント阻害によ
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る腫瘍増殖抑制効果が高いモデルであることが示されている。従って、少なくとも細胞傷

害性 T細胞の抗腫瘍効果が十分に期待できる状況においては、YHO-1701によるがん細胞

のMHCクラス I分子の発現抑制は、全体として細胞傷害性 T細胞及びNK細胞を中心と

した免疫細胞による抗腫瘍効果に悪影響を及ぼすものでは無く、その効果を向上させる方

向に作用するものであると考えられる。 
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第３章 YHO-1701のヒト免疫細胞に対する作用 

第 2章で述べた通り、YHO-1701はマウスがん細胞株 CT26を移植したマウスモデルに

おいて免疫チェックポイント阻害剤との併用効果を示し、NK 細胞を介して腫瘍免疫応答

を増強することが示唆された。そこで、マウスモデルで認められた作用をヒトに外挿する

ことができるかどうかを検討するため、本研究において確立することができたヒトのがん

細胞、免疫細胞を用いた in vitro モデルにより YHO-1701のヒト免疫細胞に対する作用に

ついて検討した。 
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３-１ 実験材料及び実験方法 

３-１-１ 実験材料 

３-１-１-１ 試薬 

⚫ DMEM（富士フイルム和光純薬） 

⚫ MEMα（L-グルタミン, ピルビン酸ナトリウム, ヌクレオシド含有）（富士フイルム

和光純薬） 

⚫ Penicillin-Streptomycin (5,000 U/mL)（Themo Fisher Scientific） 

⚫ ペニシリン-ストレプトマイシン溶液 (× 100)（富士フイルム和光純薬） 

⚫ FBS（Sigma-Aldrich） 

⚫ RPMI-1640（富士フイルム和光純薬） 

⚫ YHO-1701（創薬探索センター又は株式会社ヤクルト本社で合成） 

⚫ Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, PBS（Thermo Fisher Scientific） 

⚫ Zombie Green（BioLegend） 

⚫ APC anti-human CD45 Antibody（BioLegend） 

⚫ BD Phosflow™ Fix Buffer I（BD Biosciences） 

⚫ MICA 抗体（2C10）PE （Santa Cruz Biotechnology） 

⚫ D-MEM (High Glucose) with L-Glutamine and Phenol Red（富士フイルム和光純

薬） 

⚫ IMDM with L-Glutamine, Phenol Red, HEPES and Sodium Pyruvate（富士フイ

ルム和光純薬） 

⚫ ImmunoCult™ Dendritic Cell Medium（STEMCELL TECHNOLOGIES） 

⚫ ImmunoCult™ Dendritic Cell Differentiation Supplement （ STEMCELL 

TECHNOLOGIES） 

⚫ ImmunoCult™ Dendritic Cell Maturation Supplement （ STEMCELL 

TECHNOLOGIES） 

⚫ IL-12, Human, ELISA Kit, Quantikine（R&D systems） 

 

３-１-１-２ 細胞 

⚫ ヒトNK細胞株NK92-MI（American Type Culture Collection） 

⚫ ヒト大腸がん細胞株HT-29（American Type Culture Collection） 

⚫ ヒト子宮頸がん細胞株HeLa（理化学研究所バイオリソース研究センター） 

⚫ ヒト末梢血単核球（STEMCELL TECHNOLOGIES） 

 



– 52 – 

 

３-１-２ 実験方法 

３-１-２-１ 細胞の培養 

３-１-２-１-１ ヒトNK細胞株NK92-MI 

ヒトNK細胞株NK92-MIの培養培地として、MEMα（L-グルタミン, ピルビン酸ナト

リウム, ヌクレオシド含有）に終濃度として 100 U/mLペニシリン及び 100 mg/Lストレ

プトマイシンを添加し、そこへ非働化した 12.5 % FBS及び 12.5 %ウマ血清を添加し、更

に、使用直前に終濃度として 200 μM イノシトール、20 μM葉酸及び 100 μM 2-メルカプ

トエタノールを添加して混合したものを調製した。凍結保存した NK92-MI を 37°C の湯

浴にて融解し、培養培地に細胞を懸濁し、190 × g、室温で 3分間遠心分離した後、上清を

除去し、培養培地で再懸濁して培養容器に播種した。CO2 インキュベータ内に静置して、

約 80 %コンフルエントになるまで培養し、目的の細胞数が得られるまで継代培養を行っ

た。 

 

３-１-２-１-２ ヒト大腸がん細胞株HT-29 

ヒト大腸がん細胞株HT-29の培養培地として、RPMI-1640培地に終濃度 10 % FBS、

0.3 g/L L-Gln、100 U/mLペニシリン及び 100 mg/Lストレプトマイシンを添加して混合

したものを調製した。凍結保存したHT-29細胞を 37°Cの湯浴にて融解し、培養培地にそ

れぞれ懸濁し、190 × g、室温で 3分間遠心分離した後、上清を除去し、培養培地で再懸濁

して培養容器に播種した。CO2インキュベータ内に静置して 3、4日毎に培地交換を行い、

約 80 %コンフルエントになるまで培養し、目的の細胞数が得られるまで継代培養を行っ

た。 

 

３-１-２-１-３ ヒト子宮頸がん細胞株HeLa 

ヒト子宮頸がん細胞株HeLaの培養培地として、DMEM培地に 10 % FBS、100 U/mL

ペニシリン及び 100 mg/Lストレプトマイシンを添加して混合したものを調製した。凍結

保存HeLaを 37°Cの湯浴にて融解し、培養培地にそれぞれ懸濁し、190 × g、室温で 3分

間遠心分離した後、上清を除去し、培養培地で再懸濁して培養容器に播種した。CO2イン

キュベータ内に静置して 3、4日毎に培地交換を行い、約 80 %コンフルエントになるまで

培養し、目的の細胞数が得られるまで継代培養を行った。 

 

３-１-２-２ ヒトNK細胞株のヒトがん細胞株に対する細胞傷害活性の評価 

３-１-２-２-１ NK細胞の準備 

NK92-MIの培養培地 10 mLにNK92-MI細胞 1 × 106細胞を播種し、5 % CO2インキ

ュベータ中に 37°Cで 48時間静置した。細胞を 50 mLチューブに回収し、190 × g、室温

で 3分間遠心分離した後、上清を除去し、HT-29細胞又はHeLa細胞の培養培地で再懸濁
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した。これを 3回繰り返し、1.5 × 106 cells/mLのNK92-MI細胞懸濁液を得た。 

 

３-１-２-２-２ がん細胞（標的細胞）の準備 

HT-29細胞及びHeLa細胞の培養培地に、それぞれHT-29細胞又はHeLa細胞を 1.5 × 

106細胞播種し、5 % CO2インキュベータ中に 37°Cで 24時間静置した。そこへ培養培地

に溶解した YHO-1701を終濃度 2.5 μMとなるように添加し、5 % CO2インキュベータ中

に 37°Cで 24時間静置した。上清を除去し、PBS 10 mLを添加して洗浄・上清除去した

のち、PBS 20 mLを添加して 5分間静置した。上清を除去し、Cell Dissociation Buffer, 

enzyme-free, PBS 5 mLを添加して 5 % CO2インキュベータ中に 5分間静置した。顕微

鏡観察にて細胞接着の弱まりを確認したのち、ピペッティングで細胞を剥離して 50 mLチ

ューブに回収した。50 mLチューブを 190 × g、室温で 3分間遠心分離した後、上清を除

去し、HT-29細胞又はHeLa細胞の培養培地で再懸濁した。これを 3回繰り返し、3 × 105 

cells/mLのHT-29細胞及びHeLa細胞懸濁液をそれぞれ得た。 

 

３-１-２-２-３ NK細胞と標的細胞との共培養 

96穴プレートにHT-29細胞又はHeLa細胞懸濁液 100 μLを分注し、等量の培養培地

又はNK92-MI細胞懸濁液を添加し、5 % CO2インキュベータ中に 5時間静置した。V底

プレートに細胞を回収し、410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去して PBS（ア

ジ化ナトリウム、Tris, protein不含）200 μLを添加して洗浄し、これを再度繰り返した。

そこへ Zombie Green 1 μL及び PBS 100 μLを添加し、室温で 20分間静置した。そこへ

2 % FBS含有PBS 100 μLを添加し、410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去し

たのち、細胞を 2 % FBS含有 PBS 200 μLに再懸濁し、15 mLチューブに回収し、そこ

へ 2 % FBS含有 PBS 1.8 mLを添加した。280 × g、4°Cで 5分間遠心分離して上清を除

去し、V底プレートに移した。V底プレートを 410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清

を除去して APC anti-human CD45 Antibodyを 2 % FBS含有 PBSにて 100倍希釈して

50 μL を添加したのち、遮光して 4°C で 15 分間静置した。そこへ 2 % FBS 含有 PBS 

150 μLを添加し、410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去し、2 % FBS含有 PBS 

200 μL を添加し、410 × g、4°C で 2 分間遠心分離して上清を除去した。そこへ BD 

Phosflow™ Fix Buffer I 100 μLを添加したのち、遮光して室温で 20分間静置した。その

後 2 % FBS含有 PBSで 2回洗浄を繰り返し、2 % FBS含有 PBS 200 μLに再懸濁して

BD FACSCanto™ II（BD）を用いて測定した。 

 

３-１-２-２-４ 統計解析 

NK92-MI 細胞を添加した条件下における死細胞率から添加しなかった条件下における

死細胞率を減じて、これを 100 から添加した条件下における死細胞率を減じた値で除し、

細胞傷害活性率を算出した。 
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得られた結果について、YHO-1701を添加しなかった条件（溶媒対照群）と添加した条

件（被験群）の細胞傷害活性率を Studentの t検定により、5 %有意水準で仮説検定した。 

 

３-１-２-３ YHO-1701曝露後のMICA発現量の測定 

10 cm dishに、培養培地で懸濁したHT-29細胞を 1.5 × 106細胞播種し、5 % CO2イン

キュベータ中に 37°Cで 24 時間静置した。そこへ培養培地に溶解した YHO-1701 を終濃

度 0.625、1.25又は 2.5 μMとなるようにそれぞれ添加し、5 % CO2インキュベータ中に

37°Cで 24時間静置した。上清を除去し、PBS 10 mLを添加して洗浄・上清除去したの

ち、PBS 20 mL を添加して 5 分間静置した。上清を除去し、Cell Dissociation Buffer, 

enzyme-free, PBS 5 mLを添加して 5 % CO2インキュベータ中に 5分間静置した。顕微

鏡観察にて細胞接着の弱まりを確認したのち、ピペッティングで細胞を剥離して 50 mLチ

ューブに回収した。50 mLチューブを 190 × g、室温で 3分間遠心分離した後、上清を除

去し、HT-29細胞の培養培地で再懸濁した。これを 3回繰り返し、3 × 105 cells/mLのHT-

29細胞懸濁液を得た。 

V底プレートに細胞懸濁液を分注し、410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去し

てMICA 抗体（2C10）PE （santa-cruz sc-23870 PE）の 100倍希釈液 100 μLを添加し

たのち、遮光して 4°Cで 15分間静置した。そこへ 2 % FBS含有 PBS 150 μLを添加し、

410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去し、2 % FBS含有 PBS 200 μLを添加し、

410 × g、4°Cで 2分間遠心分離して上清を除去した。そこへ BD Phosflow™ Fix Buffer I 

100 μLを添加したのち、遮光して室温で 20分間静置した。その後 2 % FBS含有PBSで

2回洗浄を繰り返し、2 % FBS含有PBS 200 μLに再懸濁して Cytomics FC500TM MXP

（BECKMAN COULTER）を用いて測定した。 

 

３-１-２-４ YHO-1701曝露後のヒト樹状細胞成熟化の誘導 

３-１-２-４-１ 各種培地の調製 

D-MEM (High Glucose) with L-Glutamine and Phenol Redに終濃度 10 %の FBS及

び 1 %のペニシリン-ストレプトマイシン溶液（× 100）を添加し、細胞洗浄用培地を調製

した。 

IMDM with L-Glutamine, Phenol Red, HEPES and Sodium Pyruvateに終濃度 10 %

の FBS及び 1 %のペニシリン-ストレプトマイシン溶液（× 100）を添加し、単球培養培地

を調製した。 

ImmunoCult™ Dendritic Cell Medium に 1/100量の ImmunoCult™ Dendritic Cell 

Differentiation Supplementを添加し、樹状細胞分化培地を調製した。 

 

３-１-２-４-２ ヒト末梢血単核球から樹状細胞への分化 

液体窒素中に保存したヒト末梢血単核球（peripheral blood mononuclear cells: PBMC）
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を、37°Cの湯浴にて融解し、細胞洗浄用培地 9 mLに懸濁し、190 × g、室温で 5分間遠

心分離して上清を除去し、単球培養培地で懸濁した細胞の一部を等量のトリパンブルーと

混合し、血球計算盤を用いて細胞数を計測した。懸濁液を 190 × g、室温で 5分間遠心分

離して上清を除去し、細胞ペレットを樹状細胞分化培地で 3.0×105 cells/250 µLの細胞懸

濁液を調製した。 

 

３-１-２-４-３ IL-10によるヒト樹状細胞の成熟化阻害及び生細胞数測定 

48穴プレートに細胞懸濁液 250 µLを分注し、5 % CO2インキュベータ中に 37°Cで 72

時間静置した。その後培地を除去し、樹状細胞分化培地 250 µLを添加し、5 % CO2イン

キュベータ中に 37°C で 48 時間静置し、ImmunoCult™ Dendritic Cell Maturation 

Supplement 2.5 μL、終濃度 10 ng/mLの IL-10及び 1.0、3.0又は 10.0 μMの YHO-1701

を添加して穏やかに混合し、5 % CO2インキュベータ中に 37°Cで更に 48時間静置した。 

各穴の培養液をピペッティングして懸濁し、1.5 mLチューブに採取した。採取した懸濁

液 20 µLを 96穴プレートに移し、トリパンブルー溶液と混合して生細胞数を計測した。

残りの懸濁液を 300 × g、室温で 10分間遠心分離し、上清を新しい 1.5 mLチューブに分

取し、ELISAによる解析を行うまで−80°Cで凍結保存した。 

培養上清を氷上にて解凍し、IL-12, Human, ELISA Kit, Quantikine™を用いて、培養

上清中の IL-12p70濃度を測定した。 

 

３-１-２-４-４ 統計解析 

IL-10添加条件（樹状細胞成熟化抑制）下と非添加条件下における培養上清中のIL-12p70

濃度、IL-10 添加 YHO-1701 非添加条件下と YHO-1701 各種濃度添加条件下における培

養上清中の IL-12p70濃度及び生細胞数について、それぞれStudentの t検定及びWilliams

検定により、5 %有意水準で仮説検定した。 
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３-１-３ 実験結果 

３-１-３-１ ヒトがん細胞株及びヒト NK 細胞株を用いた YHO-1701 による細

胞傷害活性の向上作用 

ヒト結腸腺がん細胞株 HT-29 及びヒト NK 細胞株 NK-92MI を用いて、YHO-1701 の

がん細胞に対する作用がNK細胞の細胞傷害活性に及ぼす作用を in vitroで実験した。 

その結果、YHO-1701のがん細胞に対する作用がNK-92MI細胞のがん細胞に対する細

胞傷害活性を有意に上昇させることが示された（図 19）。 

 

 

図 19 ヒト株化NK細胞における YHO-1701による細胞傷害活性の向上 

ヒト NK 細胞株 NK-92MI のヒト結腸腺がん細胞株 HT-29 に対する細胞傷害活性を評価

した。YHO-1701 添加／非添加条件下における HT-29 細胞と NK-92MI 細胞との共培養

時の死細胞数の変化率を、細胞傷害活性率として百分率で平均値±標準誤差で示した（n = 

3）。また、陽性対照として同様にヒト子宮頸がん細胞株HeLaに対する細胞傷害活性率を

示した（n = 3）。共培養においてNK-92MI細胞とHT-29細胞又はHeLa細胞との細胞数

の比率（E:T）は 5:1とした。* は Studentの t検定の結果が p < 0.05であったことを示

す。 
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３-１-３-２ YHO-1701 のヒトがん細胞における NK 細胞活性化分子の発現量

に及ぼす作用 

YHO-1701 のヒトがん細胞における NK 細胞活性化分子の発現量に及ぼす作用を評価

するため、HT-29細胞株を用いてYHO-1701によるNK細胞の細胞傷害活性向上作用を、

NK細胞を活性化させる natural killer group 2, member D（NKG2D）リガンドの一つで

あるMICA [60]の発現量に及ぼす作用を評価した。 

その結果、YHO-1701 の濃度依存的な MICA 発現量の増加が認められた（図 20）。な

お、本実験は n = 1で実施したが、同じ実験を n = 1で再度実施し、再現性があることを

確認した。 

 

 

図 20 YHO-1701のヒト結腸腺がん細胞株HT-29のMICA発現量に及ぼす作用 

HT-29細胞に YHO-1701を 0.625, 1.25及び 2.5 µM添加して 24時間培養し、細胞表面の

MICA分子の発現量をフローサイトメトリー法により測定した（n = 1）。各培養条件にお

けるMICA非染色及び染色条件下での平均蛍光強度を示す。 

  



– 58 – 

 

３-１-３-３ YHO-1701のヒト樹状細胞成熟化に対する作用 

腫瘍微小環境において、抑制性に作用するサイトカインにより樹状細胞の成熟化が阻害

されていることが報告されていることから [61]、本研究においてはヒト PBMC を用いて

in vitroで樹状細胞前駆細胞へ分化させ、その後の成熟化を IL-10により抑制した条件下に

おける YHO-1701の樹状細胞成熟化に対する作用を評価した。 

成熟化した樹状細胞が分泌するサイトカインである IL-12 p70 を ELISAにて測定した

ところ、YHO-1701濃度に依存的な IL-12 p70濃度の上昇が認められた（図 21）。なお、

有意な IL-12 p70濃度の上昇が認められた際の YHO-1701濃度（10 μM）において、生細

胞数の減少が認められたことから、測定された培地中 IL-12 p70濃度は、減少した生細胞

減少の影響を受けたものと考えられた（図 22）。 

 

 

図 21 ヒト樹状細胞の成熟化抑制条件下におけるYHO-1701の成熟化抑制解除作用 

ヒト PBMC より分化させた樹状細胞の成熟化を IL-10 により抑制した条件下における

YHO-1701（1.0、3.0及び 10.0 μM）添加による樹状細胞成熟化への影響を、成熟化の指

標として培地中に分泌された IL-12 p70濃度を測定した（n = 3）。グラフは IL-12 p70濃

度を平均値±標準誤差で示す。*はWilliams検定の結果が p < 0.05であったことを、**は

Studentの t検定（片側）の結果が p < 0.01であったことを示す。 

 



– 59 – 

 

 

図 22 YHO-1701添加によるヒト樹状細胞生細胞数への影響 

成熟化培養後のヒト樹状細胞の生細胞数を測定した。グラフは生細胞数を平均値±標準誤

差で示す。*はWilliams検定の結果が p < 0.05であったことを示す。 
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３-２ 考察 

マウスモデルで認められた YHO-1701の腫瘍免疫を介した抗腫瘍効果が、ヒトにおいて

も認められる可能性を検討するため、各種ヒト細胞を用いた実験を行った。実験に用いた

ヒト結腸腺がん細胞株HT-29は、NK細胞の細胞傷害作用に対して抵抗性を示すことが報

告されている [62]。YHO-1701をHT-29細胞に曝露した後、株化ヒトNK細胞と共培養

した結果、NK 細胞の細胞傷害活性の向上を認めた（図 19）。このことから、YHO-1701

はマウスがん細胞と同様に、ヒトがん細胞における STAT3二量体化阻害作用により、NK

細胞の細胞傷害活性を増強できると考えられた。また、NK 細胞による細胞傷害作用に抵

抗性を示す HT-29 細胞への細胞傷害活性を向上させたことから、臨床において NK 細胞

抵抗性となっているがん細胞に対し、NK 細胞への感受性を回復できる可能性があると考

えられた。 

NK 細胞は自らを活性化するレセプターである NKG2D 分子のリガンドである MICA

を認識すると、細胞傷害活性を増強することが報告されている [60]。そこで YHO-1701が

HT-29細胞のMICA発現量に及ぼす影響を評価した。その結果、YHO-1701はHT-29細

胞のMICA発現量を有意に増加させた（図 20）。したがって、YHO-1701はがん細胞への

直接的作用として MHCクラスⅠ分子の発現量を変化させ、NK細胞によるがん細胞に対

する細胞傷害活性を向上させうると考えられた。 

更に、がん細胞への直接作用を介したNK細胞の活性向上作用に加え、NK細胞以外の

免疫細胞に対するYHO-1701の作用を評価するため、ヒトPBMCを樹状細胞へ分化させ、

樹状細胞の成熟化が抑制されている条件下において、YHO-1701による成熟化抑制解除作

用を実験した。その結果、YHO-1701は IL-10により抑制された条件下において、樹状細

胞の成熟化を誘導できることが示された（図 21）。よって、YHO-1701はヒトNK細胞の

活性向上に加え、成熟化が抑制されたヒト樹状細胞に対しても成熟化を誘導したことから、

ヒト腫瘍微小環境において活性や成熟化が抑制された状態にあるNK細胞や樹状細胞の活

性向上および樹状細胞の成熟化抑制解除を通じ、腫瘍免疫の活性を向上させる機序が考え

られた。 

本研究においてはヒト NK 細胞及び樹状細胞以外の免疫細胞に対する YHO-1701 の作

用を評価するための実験系構築を試みたが、これら 2つの免疫細胞以外の実験系を構築す

ることはできなかった。したがって、本研究では限られた免疫細胞への限られた条件下に

おける YHO-1701の作用のみが評価できた状況であるため、本併用療法の有用性を評価す

るためには、今後さらなる検討が必要である。しかし、本研究から得られた結果に基づく

と、YHO-1701が腫瘍微小環境において免疫細胞とがん細胞の両方に直接的に作用するこ

とにより、マウスモデルで認められた抗 PD-1 抗体との併用による腫瘍増殖抑制効果を臨

床においても期待できると考えられる。 
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総括及び結論 

本研究においては、STAT3 二量体化阻害薬 YHO-1701 の抗 PD-1 抗体との併用効果の

評価と作用機序の解析を行い、YHO-1701の腫瘍免疫を介した抗腫瘍効果を明らかにした。 

YHO-1701 はヒトがん細胞への直接的作用に注目して研究開発が進められていたこと

から、腫瘍免疫を評価する際の実験モデルとなる、同系移植モデルを構成するマウスがん

細胞における STAT3 二量体化阻害作用の有無について、評価がなされていなかった。そ

こで本研究の前提として、マウスがん細胞における YHO-1701の STAT3二量体化阻害活

性を評価した。その結果、ヒトがん細胞と同様に、マウスがん細胞においても十分な STAT3

阻害作用が示された。 

がん免疫療法として確立されている免疫チェックポイント阻害剤のうち、STAT3阻害と

の併用効果が報告されている抗 PD-1抗体 [35, 36, 37]と YHO-1701との併用効果を、マ

ウスがん細胞の同系移植モデルを用いて試験した。その結果、腫瘍増殖抑制作用について

YHO-1701と抗 PD-1抗体との併用効果を認めた。ただし、この併用効果は YHO-1701と

抗 PD-1 抗体の相対的な投与タイミングに依存するものであり、投与タイミングが併用効

果の作用機序に関係することを示唆するものであった。当該併用効果の作用機序を探索す

るため、抗 PD-1 抗体の作用機序及び耐性機序との関連が報告されている免疫細胞 [16, 

18]を中心に、当該併用効果への寄与の有無を検証した。本研究において確立できた実験系

は限られたものであるが、抗腫瘍活性を示す主要な免疫細胞である T細胞及びNK細胞の

関与を検証した。その結果、抗 PD-1 抗体の主要な作用点である CD8 陽性 T 細胞が、予

想通り当該併用効果に寄与していたことに加え、NK 細胞も強く寄与していることが示さ

れた。NK 細胞は、IL-6 等により活性化された STAT3 により細胞傷害活性が抑制されて

いることが報告されているが [51]、マウス NK 細胞に IL-6を曝露させて活性を抑制した

実験系において、YHO-1701 はその抑制を阻害したことから、当該併用効果には YHO-

1701 の NK 細胞に対する直接的作用が関与していることが示唆された。また、がん細胞

に対する直接的作用とNK細胞の細胞傷害活性との関係については、マウスがん細胞に対

して YHO-1701が、NK細胞に対して抑制的に作用するMHCクラスⅠ分子の発現を抑制

することが示された。これらの結果から、腫瘍微小環境において YHO-1701 は NK 細胞

への直接的作用に加え、がん細胞への作用を介してNK細胞の細胞傷害活性を上昇させる

作用を持つことが示唆された（図 23）。 

マウスがん細胞を用いた各種実験系において、YHO-1701の腫瘍免疫を介した抗腫瘍効

果が認められたが、結果のヒトへの外挿性を評価するため、ヒトがん細胞及びヒト免疫細

胞を用いた実験を行った。YHO-1701 はヒトがん細胞の STAT3 二量体化を阻害し、ヒト

NK細胞を活性化させる分子であるMICAの発現上昇をもたらすことが、NK細胞活性を

向上させる作用機序の一つであることを示唆する結果を得た。また、T細胞及びNK細胞

以外の免疫細胞として、ヒト樹状細胞に注目した実験系を確立して YHO-1701の作用を検

証した。IL-10等のサイトカインにより活性化した STAT3シグナルにより、樹状細胞の成
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熟化が抑制されていることが報告されているが [61]、IL-10曝露により成熟化を抑制した

ヒト樹状細胞に対し、YHO-1701は成熟化抑制を阻害した（図 23）。 

 

 

STAT3に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドである danvatirsenと抗 PD-L1抗体

との併用効果が報告されているが、danvatirsen の第Ⅰ相臨床試験において、投与前と投

図 23 STAT3二量体化阻害薬 YHO-1701による免疫細胞への作用 

本研究において得られた実験結果に基づき、YHO-1701 を用いた STAT3 二量体化阻害に

よる CD8陽性 T細胞（細胞傷害性 T細胞）、NK細胞及び樹状細胞に認められた作用を図

示した。 
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与後の生検検体を用いた細胞内取り込みに関する報告によると、danvatirsen は腫瘍微小

環境に存在するがん細胞以外の細胞への取り込みは認められたが、がん細胞への取り込み

は認められなかった [63]。一方、低分子化合物である YHO-1701 はがん細胞にも取り込

まれて STAT3の二量体化を阻害することにより、ヒトがん細胞におけるNKG2Dリガン

ドの発現を増加させた。これは YHO-1701 が腫瘍微小環境において danvatirsen とは異

なる作用を示す可能性を示唆するものであり、治療選択肢を広げるという観点で重要なも

のであると考えられる。 

以上、本研究においては、動物モデルを用いて YHO-1701の腫瘍免疫を介した抗腫瘍効

果を明らかにし、また、ヒトがん細胞及びヒト免疫細胞を用いたモデル系において、ヒト

における腫瘍免疫を介した抗腫瘍効果を発揮することが期待される結果を得た。したがっ

て、STAT3二量体化阻害薬は、近年発展の著しいがん免疫療法における新たな選択肢とし

て開発する価値のある新規抗がん剤標的となる作用機序の候補であると考えられる。 
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