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略語表 

 

APCs; Antigen Presenting cell 

ATCC; American Type Culture Collection 

Cmax; Maximum Concentration 

CPE; Cytopathogenic Effect 

CTL; Cytotoxic T Lymphocyte 

DAMPs; Damage-Associated Moleculer Patterns 

DMSO; Dimethyl sulfoxide 

ELISA; Enzyme-linked Immune Sorbent Assay 

FBS; Fetal Bovine Serum 

FDA; Food and Drug Administration 

GM-CSF; Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor 

HMGB-1; High Mobulity Group Box 1 

HPMC; Hydroxypropylmethylcellulose 

IFN; Interferon 

IHC; Immuno Histo Chemistry 

IL-X; Interleukin X (X=2, 6) 

IP-10; Interferon- inducible Protein 10 

IR; Ionizing Radiation 

IRF3; Interferon Regulatory Transcription Factor3 

KC; Keratinocyto-derived Cytokine 

LC-MS/MS; liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LTS; Long Term Survival 
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Luc; Luciferase 

MCP-1; Monocyte Chemotactic Protein-1 

MEC; Minimum Effective Concentration 

MHC; Major Histocompatibility Complex 

MIG; Monokine induced by Interferon Gamma 

MTT; 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

MyD88; Myeloid differentiation factor 88 

NF-κB; Nuclear Factor-kappa B 

NK; Natural Killer 

PD; Pharmacodynamics 

pDC; Plasmacytoid Dendritic cell 

PK: Pharmacokinetics 

RCC; Renal cell carcinoma 

RTV4; Retlative Tumor Volume to Quadruple 

SEAP; Secreted Alkaline Phosphatase 

SHIP-1; Src Homology 2 domain-containing Inositol Polyphosphate 1 

SPF; Specific Pathogen Free 

TAA; Tumor Asociated Antigen 

TLR7; Toll-Like Receptor7 

TNF-α; Tumor Necrosis Factor alpha 
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1 諸言 

日本における死亡要因の年次推移をみると(図 1)、がんは一貫して上昇を続

けており、1981 年以降我が国において第 1 位となっている。2011 年のがんによ

る死亡者数は 35 万 7,305 人(男性 21 万 3,190 人、女性 14 万 4,115 人)となり、総

死亡数の 28.3%を占めるようになった 1。また、欧米諸国においても、がんによ

る死亡は心疾患に次いで第 2 位を占めており、新興国においても死亡要因の上

位を占めている。がんの診断ならびに治療はいずれも進歩しているものの、依

然としてアンメット・メディカル・ニーズの高い疾患である。 

がんの治療法には 3 大療法と呼ばれる、外科療法、化学療法、放射線療法が

ある。さらに、第 4 の治療法として期待されているのが免疫療法であり、免疫

担当細胞、サイトカイン、抗体等を用いる方法や、これらを活性化する物質を

用いて、免疫機能によりがんを克服する治療法である。がんに対する免疫療法

は 1960 年代頃から行われており、非特異的な免疫賦活化剤による治療が試みら

れてきた。その後、免疫反応を調整する液性因子であるサイトカインが発見さ

れて以降、サイトカインそのものを用いる治療が行われるようになった。さら

に、細胞の培養技術の進歩に伴い、患者から採取したリンパ球を活性化させて

患者に投与する細胞療法が実施されるようになった。1990 年代には、がん細胞

に特異的に発現するがん抗原が同定され、その後がん抗原を用いたワクチン療

法の研究が盛んになった。2010 年に入り、前立腺がんを適応とした樹状細胞療

法  Sipuliucel-T (Provenge®) と、悪性黒色腫を適応とした抗 CTLA-4 抗体 

Ipilimumab (Yervoy®)が FDA により承認された 2。これらは第 3 相試験において有

効性を示した免疫療法剤であり、特に Provenge®はがん治療ワクチンとして初め

て FDA に承認されたことから話題を呼んだ。また、Yervoy®は悪性黒色腫におい

て初めて全生存率を延長し、強力な抗腫瘍作用を有することを示した 3。これら
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の薬剤の成功により、現在、免疫療法に対して期待が高まりつつある。米国に

おける抗がん剤の開発において、治療用ワクチンを含む免疫療法剤の開発は臨

床試験全体の約 2 割を占めている。 

1995 年、Drosophila melanogaster 胚の体軸の腹背極性に関わる遺伝子である

Toll が成体の真菌感染防御に重要な役割(抗真菌ペプチドの分泌)を果たすことが

明らかとなった。翌年、Drosophila の Toll と構造上の類似性を示す哺乳類の Toll

ホモログが同定され、Toll-like receptor: TLR と命名された 4。哺乳類において免疫

反応は自然免疫と獲得免疫に大別され、獲得免疫では外来抗原に対する抗原特

異的な受容体を有した B 細胞や T 細胞により外来抗原は処理されている。一方、

自然免疫は主にマクロファージや白血球などによって担われ、非特異的な貪食

作用によって外来抗原が処理されている。TLR は自然免疫すなわち細菌やウィル

ス等の病原微生物から生体を防御するシステムに関わる重要な分子であること

が明らかとなっており、主にマクロファージや白血球に発現している。ヒトで

は 10 種類の TLR が見いだされており、それぞれの TLR とリガンドの関係が明ら

かにされている(図 2)5,6。また、TLR は自然免疫に関わる細胞の活性化のみならず、

サイトカインや副刺激分子の誘導により獲得免疫の誘導にも重要な役割を果た

している。 

ヒトの免疫機構は絶えずがんの形成を監視し排除していると考えられてい

る。しかし、多くの場合、がん抗原は自己抗原であることから、免疫細胞はが

んを認識できないことや、免疫の賦活化シグナルが欠如していること、腫瘍自

身の免疫逃避機構等により、がん細胞は免疫機構から逃れ腫瘍を形成している

可能性が考えられている 7。TLR 刺激による免疫機能の活性化は、より強い抗腫

瘍免疫を誘導できると期待される。 

抗原提示細胞である樹状細胞は、自然免疫と獲得免疫の橋渡しに重要な役割
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を担う細胞である 8,9。リンパ球系の形質細胞様樹状細胞(pDC)のエンドソーム内

には主に Toll-like Receptor 7、 8 および、9 が発現しており、ウィルスの一本鎖

RNA (ssRNA)や非メチル化 CpG DNA を認識し(図 2)、ウィルス感染時に大量の Type 

I IFN を産生する 10,11。さらに、TLR 刺激を受けた pDC は Type I IFN の産生に加え、

IP-10、IFN-γ、TNF-α、IL-6 等の炎症性サイトカインの産生を誘導し、腫瘍細胞を

直接殺傷する能力のあるナチュラルキラー細胞(NK)の活性化を誘導する 12。また、

pDC は Type I IFN やサイトカインのオートクライン刺激により共刺激分子(CD40、

CD80、CD86 等)や主要組織適合遺伝子複合体(MHC 分子)を発現し、成熟樹状細

胞となる。pDC は成熟と同時に抗原提示能を獲得し、抗原特異的な T 細胞の活性

化を誘導する(図 3)13-17。成熟 pDC は腫瘍組織もしくは、所属リンパ節でがん抗

原を提示し、腫瘍抗原特異的に反応する T 細胞の活性化を誘導し抗腫瘍免疫に

寄与していると考えられている 18。さらに、Type I IFN や炎症性サイトカインの

一部はがん細胞に対し直接殺傷する能力があることから、IFN-α や IL-2 は腎がん

(RCC)に対するサイトカイン療法として用いられてきた。このように、近年 TLR

リガンドによる獲得免疫の活性化メカニズムが明らかとなるにつれ、TLR リガン

ドが抗腫瘍免疫を活性化することが考えられ、免疫療法として有用であると期

待されている。 

多くの TLR リガンドはウィルスやバクテリアの構成成分であり、その複雑な

構造を有するため医薬品として開発することは難しい。一方、Type I IFN を誘導

す る イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 骨 格 を 有 す る 低 分 子 化 合 物  (Imiquimod 、

Resiquimod(R-848)等)が TLR7/8 のアゴニストであることが報告され、医薬品とし

て低分子の TLR アゴニストを開発できる可能性が示された 10。抗ウィルス薬とし

て開発された Imiquimod(ALDARA3M Cream)は、全身投与への認容性が低いため臨

床での使用は限定的であるが、皮膚がんの一部に対する効能を有している 19。現
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在では、Imiquimod に比べ 100 倍活性の強い R-848 が TLR7/8 アゴニストとして多

くの非臨床研究に使用されている。しかし、ヒトでは TLR7 および、TLR8 が機能

しているが、げっ歯類では TLR7 は機能しているものの、TLR8 に関しては機能し

ていないとの報告や TLR7 の反応を抑制性にコントロールしているとの報告もあ

り、その機能は十分に明らかになっていない 20,21。そのため、TLR7/8 アゴニスト

の作用・副作用を正確にげっ歯類で評価することは難しい。著者らはこれまで

に全身投与に認容性の高い TLR7 選択的な低分子アゴニストを複数見出しており、

これらは固形がんに対する免疫療法剤として有用であることが期待される 22,23。 

一般的に既存のがん治療ではがんを克服することは難しく、多剤を併用し抗

腫瘍作用を増強する治療法が臨床では行われている。腫瘍組織は腫瘍血管の形

成や免疫抑制性のサイトカイン TGF-β や IL-1024 の産生、抗原提示能を低下し T

細胞から逃れる機構を有するなど 25,26、がん微小環境を形成している(図 4)27,28。

非臨床試験においても免疫療法剤での腫瘍の完全退縮は難しく、抗腫瘍作用を

最大化することを目的として抗 CTLA-4抗体や TLR7などの免疫療法剤と放射線治

療や化学療法剤との併用が試みられ、これらの併用は免疫反応を増強し、がん

治療として有効であることが報告されている 29-35。欧米諸国では約 50%のがん患

者が放射線治療を受けており、放射線治療は固形がんの非外科的治療の 1 つと

して有用となっている。放射線 (Ionizing Radiation; IR)治療は、有糸分裂の崩壊、

ネクローシス、アポトーシス含む致死性の DNA 損傷を誘導し 36,37、これらの細

胞死はがんの免疫原性や抗腫瘍免疫反応を誘導することが報告されている。IR

処理されたがん細胞は、細胞性ストレスや HMGB-1(High Mobility Group Box 1)な

どの DAMPs (damage-associated molecular patterns; ダメージ(傷害)関連分子パタ

ーン)を誘導し、さらに ATP を細胞外に放出するが、これらの分子は抗原提示細

胞(APCs)を活性化し、がん抗原特異的 T 細胞を誘導することが報告されている
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37,38。また、IR 処理によって誘導された DNA 損傷は、新規のタンパク質発現(抗

原性が高いと考えられる)やがん細胞の MHC クラス I の発現を亢進する 36。この

ように、IR 治療はがんの免疫原性を誘導するとの報告がある一方で、臨床試験・

非臨床試験ともに IR 治療のみでは抗腫瘍免疫反応を長期間維持することに成功

していない 29,39。そのため、抗腫瘍免疫を活性化する TLR7 アゴニストと、がん

の免疫原性を誘導する IR 治療を併用することは、それぞれの治療を補完し合う

ことが予想され、抗腫瘍効果が増強することが期待される(図 5)40。 

著者らは全身投与に認容性のある新規 TLR7 選択的アゴニストをがん免疫療

法剤として開発することを目的とし、これまで見出してきた経口投与可能な

SM-276001 および、アゴニスト活性が高くかつ溶解性を向上し静脈内投与可能と

なった DSR-6434 を用いて、TLR7 アゴニストの抗腫瘍作用を評価した。本研究で

は、SM-276001 および、DSR-6434 の TLR7 アゴニスト活性および、その選択性を

評価し、両化合物が TLR7選択的アゴニストであることを示した。また、SM-276001

を用いて全身投与における免疫活性化および、抗腫瘍効果を評価した。さらに

全身投与および、局所投与による免疫活性化および、抗腫瘍作用の違いについ

て明らかにした。また、免疫原性の異なる細胞株を用いて DSR-6434 と IR 治療と

の併用効果を評価すると共に、DSR-6434/IR 併用によるがん抗原特異的メモリーT

細胞の誘導能について評価した。 
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図 1．主な死因別に見た死亡率の年次推移－昭和 22 年～平成 23 年－ 

死亡率の年次推移を死因別にみると、明治から昭和初期まで多かった結核や肺炎など

の感染症が第 2 次世界大戦後急速に減少し、代わって生活習慣病(がん、心臓病、脳卒

中)による死亡が上位を占めるようになった。がんによる死亡は一貫して増加しており、

1981 年以降日本の死因の第 1 位を占め、2011 年の死亡者数は 35 万 7,305 人に上り、総

死亡数の 28.5%を占めるようになった 1。 
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図 2．Toll-like receptor とそのリガンドによる下流のシグナル伝達 

TLR1、2、4、5、6、11 は細胞膜上に発現しており、TLR2 はリポペプチドの認識に必

須の受容体であり、TLR1 と会合し細菌由来のトリアシルポリペプチドを、また TLR6 と

会合しマイコプラズマ由来のジアシルリポペプチドを認識する。TLR4 は LPS の認識に必

須の受容体であり、TLR5 は鞭毛タンパク質(フラジェリン)を認識する。TLR11 はバクテ

リアのプロフィリンを認識するが、ヒトでは発現していない。TLR3、7、8、9 はエンド

ソームに発現しており、主にウィルスの構成成分を認識する。ウィルス由来の 2 本差

RNA は TLR3 によって、一本鎖 RNA は TLR7、TLR8 によって認識される。また、TLR9 は

細菌やウィルス由来の CpG DNA を認識する。TLR のシグナルはアダプター分子である

MyD88 を介する経路と TRIF を介する経路があり、それぞれ転写因子である NF-κB と

Interferon regulatory transcription factor3 (IRF3)を介して炎症性サイトカインやインターフ

ェロンなどの産生を誘導する 6。 
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図 3．樹状細胞の活性化と獲得免疫の形成 

TLR 刺激を受けた pDC は Type I IFN の産生に加え、IP-10、IL-12、IFN-γ、TNF-α、IL-6 等

の炎症性サイトカインの産生を誘導する。また、サイトカインのオートクライン刺激を

受け、共刺激分子(CD40、CD80、CD86 等)や主要組織適合遺伝子複合体(MHC 分子)を発

現し成熟樹状細胞となる。成熟した樹状細胞は抗原提示能を獲得し抗原特異的な T 細胞

の活性化を誘導する。ナイーブ Th1 細胞は、IFN-γ を代表とする Th1 サイトカインが優

位な状況では、Th1 細胞へと分化し、Th1 サイトカインを産生する 13。 
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図 4．がんの免疫抑制機構および、免疫学的チェックポイント 

 がんは多くの免疫抑制メカニズムを駆使することで、抗腫瘍免疫反応を回避している。

例えば、がん抗原の提示やそのプロセッシング機能の消失、抑制性の共刺激分子

(CTLA-4/B7, PD-1/PD-L1)の発現誘導、免疫抑制性の因子(IL-10, TGF-β, galectin-1, 

gangliosides, PGE2)の誘導、アポトーシス経路の活性化(FasL, TRAIL, IDO, RCAS1)、NK 細胞

を介した抗腫瘍作用の抑制 (MICA の発現)や樹状細胞の分化および、成熟化の抑制

(STAT3, VEGF, IL-10, SOCS1, arginase)等、様々なメカニズムで抗腫瘍免疫を抑制している。

さらには、免疫抑制性細胞(CD4+CD25+ 抑制性 T 細胞、IL-13 発現 NKT 細胞、抑制性の樹

状細胞)を誘導し、がん微小環境を形成する 28。 
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図 5．免疫療法と放射線療法による抗腫瘍効果の増強メカニズム 

 放射線照射によりがんはアポトーシス、ネクローシス等の細胞死を誘導すると共に、

MHC の発現誘導やサイトカイン産生を誘導する。免疫療法によりマクロファージや樹

状細胞を活性化することで、死細胞はこれらの免疫細胞に貪食され、がん抗原が効率的

に提示される。がん抗原を提示した樹状細胞はがんの所属リンパ節へ輸送され、がん抗

原特異的 T細胞を活性化する。その後、がん抗原特異的な T細胞は腫瘍組織へと浸潤し、

抗腫瘍免疫によりがんを排除する 40。 

  

 

 

Radiation Immune Activation 

Immune Response 
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2 本論 

2.1  TLR7 選択的アゴニストの抗腫瘍作用 
2.1.1  SM-276001 および、DSR-6434 の TLR7 アゴニスト活性、選択性および、

免疫活性化の検討 

 

TLR7 は主に pDC のエンドソーム内に発現しており、リガンド刺激を受けると

大量の IFN-α を産生する 10,11。著者らはこれまでに Type I IFN を誘導する低分子

化合物として SM-276001 を見出してきた 22。そこで、ヒト TLR7 を形質移入した

HEK 細胞のレポーターアッセイ系を用いて、本化合物の TLR7 アゴニスト活性を

評価した。また、TLR7 に対す選択性を明らかにする目的で、TLR7 と同様に Type 

I IFN の発現を誘導する TLR8 および、TLR9 のアゴニスト活性の有無を評価した。

TLR7 アゴニストは pDC を活性化すると Type I IFN の産生に加えて、IFN 依存的な

ケモカインである IP-10 や炎症性サイトカインを誘導する 21。そこで、マウスの

脾臓より調製した脾臓細胞を SM-276001 で刺激し、炎症性サイトカインの誘導

能を評価した。 

医薬品開発において、新規薬剤の薬物動態/薬力学作用(PK/PD)プロファイルを

明らかにすることは、作用・副作用の観点において重要である。そこで、

SM-276001 の in vivo 薬効評価を行うために、マウスに経口投与した際の PK/PD

プロファイルを評価した。また、TLR7 アゴニストは免疫細胞の活性化を誘導す

ることが報告されているため、PD レスポンスとして脾臓細胞上の活性化マーカ

ーである CD69 の発現を Flow cytometer により解析した。 

著者らはさらに、SM-276001 に比べ溶解性が向上し、かつ hTLR7 アゴニスト活

性が強い静脈内投与可能な新規化合物 DSR-6434 を見出した 23。そこで、本化合

物についても SM-276001 同様に TLR7 アゴニスト活性および、選択性について評

価した。また、DSR-6434 の TLR7 特異性を TLR7-/-マウスを用いて評価し、PD レス
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ポンスは DSR-6434 を静脈内投与し脾臓細胞上の CD69 発現を指標に解析した。 
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2.1.1.1 方法 

 

試薬 

 SM-276001 および、DSR-6434 は大日本住友製薬にて合成した(図 6)22,23。

SM-276001は 0.05 M リン酸バッファー/0.5% HPMC/0.1% Tween80/0.6% NaCl (pH6)

に懸濁し、in vivo 試験に使用した。DSR-6434 は 1% (v/v) DMSO/Saline または、

Saline(pH5)に懸濁し、in vivo 試験に使用した。 

 

動物 

 Balb/c マウスおよび、TLR7-/-/Balb/c マウスは Harlan, UK、Charles river, Japan ま

たは、Oriental Yeast, Japan より購入し Specific pathogen free(SPF)下で飼育した。

すべての動物実験は大日本住友製薬株式会社の実験動物取扱いまたは UK Home 

Office Animal (Scientific Procedure) Act 1986 のガイドラインに従って実施した。 

 

TLR7、TLR8、TLR9 レポータージーンアッセイ 

ヒト TLR7(pUNO 発現ベクター)と pNiFty2-SEAP レポータープラスミドまたは、

ヒト TLR8 (pCMV-script発現ベクター)と pNF-κB-Luc Cisレポータープラスミドを形

質移入した HEK293 細胞を 96 well プレートに 2×104 cells/well 播種し、様々な濃

度の SM-276001、DSR-6434 または、R-848 を添加し 37°C, 5% CO2 インキュベータ

ーで 6-20 時間培養した。TLR7 アゴニスト活性は細胞の SEAP 活性を測定し算出

した。一方、TLR8 アゴニスト活性はルシフェラーゼの発光を測定し算出した。

TLR9 安定発現 293XL-hTLR9A 細胞(Invivogen)に pNF-κB-Luc Cis レポータープラスミ

ドを形質移入した細胞を 5×104 cells/well 播種し、様々な濃度の SM-276001、

16 
 



DSR-6434 または、CpG ODN 2006 (Invivogen)を添加し、37°C, 5% CO2 インキュベー

ターで 6 時間培養した。細胞のルシフェラーゼの発光を測定し TLR9 アゴニスト

活性を測定した。 

 

脾臓細胞からのサイトカイン産生 

 Balb/c、TLR7-/-/Balb/c、C57BL/6J を安楽死後に脾臓を採取し、脾臓細胞を調製

した。96 well プレートに 1×106 cells/well となるよう細胞を播種し、様々な濃度

の SM-276001 または、DSR-6434 を添加し、37°C, 5% CO2 インキュベーターで 24

時間培養した。培養後に細胞上清を回収し、上清中の IP-10、IFN-γ、IL-6、IL-10、

IL-12(p40)、IL-12(p70)、TNF-α、GM-CSF、KC を Milliplex (Millipore)を用いて測定し

た。 

 

SM-276001 の薬物動態プロファイル 

 SM-276001 を Balb/c マウスに 0.1、1、10 mg/kg 経口投与した。投与 1、2、4、

8 時間後にマウスを安楽死し、血液を採取し 2,486g で 20 分間、4°C で遠心した。

血漿を回収し、0.1% ギ酸/メタノールおよび、0.1%ギ酸/水で処理し、化合物濃

度を LC-MS/MS で測定した 

 

脾臓細胞の CD69 発現誘導 

 Balb/c マウスに SM-276001 を 0.1、1、10 mg/kg 経口投与し、8、24、48 時間後

にマウスを安楽死し脾臓を採取した。担癌マウス (腫瘍径 180-220mm3)に

DSR-6434 を 0.1 mg/kg 静脈内投与し、4 時間後にマウスを安楽死し脾臓を採取し

た。脾臓細胞を調製し CD49(BD Pharmingen)、CD69(BD Pharmingen)、CD3ε (BD 

Pharmingen)、CD19(eBioscience)で染色し、Flow cytometer を用いて解析した。 
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DSR-6434 の全身投与によるサイトカイン産生 

0.1 mg/kg の DSR-6434 を TLR7wtおよび、TLR7-/-マウスに 0.1 mg/kg 静脈内投与

し、投与 2、4、8、12、24 時間後に採血し、血漿中のサイトカインを測定した。

IFN-α、IP-10、IFN-γ、TNF-α、KC は添付文書に従い ELISA 法または、Milliplex アッ

セイにより測定した(PBL Interferon Source, Millipore )。 
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2.1.1.2 結果 

 

TLR7 選択的アゴニスト SM-276001 によるサイトカイン産生 

 SM-276001 の TLR7 アゴニスト活性は、NF-κB レポーターアッセイを用いて評

価した。ポジティブコントロールとして、TLR7/8 アゴニストである R-848、TLR9

リガンドである CpG ODN 2006 を用いた。SM-276001 および、R-848 はそれぞれ

用量依存的に TLR7 依存的な NF-κB 活性を誘導し、SM-276001 の最少有効濃度

(MEC; minimum effective concentration)は R-848 に比べ低濃度であった(図 7a)。一

方、R-848、CpG ODN 2006 は用量依存的に hTLR8、hTLR9 依存的な NF-κB を活性

化したが、SM-276001 は最高濃度 10 µM においても hTLR8、hTLR9 依存的な NF-κB

の活性化を誘導しなかった (図 7b、7c)。以上の結果より、SM-276001 は TLR8 お

よび、TLR9 には作用せず、TLR7 選択的なアゴニストであることが示された。 

 次に、マウスの脾臓細胞を用いて SM-276001 によるサイトカイン誘導能を評

価した。マウス脾臓細胞を 3 nM～10 µM の SM-276001 および、R-848 で刺激し

たところ、いずれの化合物も用量依存的に IP-10、IFN-γ、GM-CSF、IL-12、IL-10、

IL-6、TNF-α 等の炎症性サイトカインを産生した(図 8)。マウスでは、TLR8 は機能

していないことが報告されていることから、R-848 によって誘導されたサイトカ

インは TLR7 依存的な作用である可能性が考えられる 41。SM-276001 および、R-848

は、ともに 30 nM よりサイトカインを産生することが示され MEC は 30 nM であ

った(図 8)。 

 

SM-276001 経口投与による免疫エフェクター細胞の活性化 

 SM-276001 の薬物動態プロファイルを明らかにする目的で、0.1、1、10 mg/kg
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の SM-276001 をマウスに経口投与し、血漿中の SM-276001 濃度を測定した。そ

の結果、投与 1 時間後に SM-276001 の血漿中濃度は最高濃度(Cmax)に達した(図

9a)。さらに、投与量が 0.1-10 mg/kg の範囲では、投与量と Cmax に線形性が認

められた(図 9b)。また、投与量が 1 mg/kg 以上では、血漿中の SM-276001 濃度が

in vitro の MEC である 30 nM を超えることが示された(図 9)。 

 次に、in vivo において SM-276001 が免疫エフェクター細胞を活性化すること

を確認するために、0.1-10 mg/kg の SM-276001 をマウスに経口投与し、8、24、

48 時間後に脾臓細胞を回収し NK、NKT、B および、T 細胞上の CD69 発現を Flow 

Cytometry により解析した。SM-276001 はビークル群、無処置群に比べ、いずれ

の時間においても NK、NKT、B および、T 細胞上に有意に CD69 を発現した(図 10)。

1、10 mg/kg 投与群では 60-80%の細胞が CD69 を発現し、投与 8-24 時間後に発現

はもっとも高く、その後 24 時間で低下した(図 10)。投与量 1 mg/kg 以上では、

血漿中濃度が MEC を超え、それに伴って免疫細胞の活性が認められ、このこと

は PK と PD に相関があることを示唆しており、in vivo 薬効評価試験は十分な免

疫活性作用を有する 1 mg/kg 以上で実施する必要があることが示された。 

 

DSR-6434 の TLR7 特異性および、サイトカイン産生 

 SM-276001 と同様に NF-κB レポーターアッセイを用いて DSR-6434 の TLR7 アゴ

ニスト活性を評価した。ポジティブコントロールとして、TLR7/8 アゴニストで

ある R-848、TLR9 リガンドである CpG ODN 2006 を用いた。DSR-6434 および、R-848

は用量依存的に TLR7 依存的な NF-κB 活性を誘導した(図 11a)。一方、R-848、CpG 

ODN 2006 はそれぞれ用量依存的に TLR8、TLR9 依存的な NF-κB を活性化したが、

DSR-6434 は最高濃度 10 µM においても TLR8、TLR9 依存的な NF-κB の活性化は認

められず(図 11b, c)、TLR7 に対し特異性が高いことが示された。 
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TLR7wt および、TLR7-/-マウスより採取した脾臓細胞を DSR-6434(0.64-2000nM)

で 24 時間刺激し、培養上清中の炎症性サイトカイン・ケモカイン(IP-10、IL-12p70、

IFN-γ、KC、TNF-α)を測定した。その結果、TLR7wt マウスの脾臓細胞を DSR-6434

で刺激した場合のみ用量依存的なサイトカイン・ケモカインの産生が認められ

た(図 12)。一方、TLR7wt の脾臓細胞において十分サイトカインを産生する濃度

2000 nM の DSR-6434 で TLR7-/-マウスの脾臓細胞を刺激したが、サイトカイン・

ケモカインの産生は認められなかった(図 12)。 

さらに、TLR7wtマウスおよび、TLR7-/-マウスの静脈内に DSR-6434 を 0.1 mg/kg

を単回投与し、2、4、8、12、24 時間後に採取した血漿サンプルの IFN-α および、

炎症性サイトカインを測定した。TLR7wtマウスでは、投与 2 時間後に IFN-α の産

生が最大となり基準値(無処置マウス)と比較して 72倍増加したが (<6.3 pg/mL vs 

455±49.5 pg/mL)、TLR7-/-マウスでは IFN-α の産生は認められなかった(図 13)。ま

た同様に、IFN-α 依存性ケモカインである IP-10 の発現は DSR-6434 を投与した

TLR7wt マウスでのみ認められ、その発現量は基準値の 148 倍であった(基準

値;72.9±7.9 pg/mL, DSR-6434; 10764±708.2 pg/mL) (図 13)。その他の炎症性サイト

カイン (KC、IFN-γ, TNF-α)の産生も TLR7wtマウスでのみ認められ、TLR7-/-マウスで

はいずれのタイムポイントにおいても認められなかった(図 13)。以上の結果より

DSR-6434 が TLR7 特異的アゴニストであることが示唆された。 

 

 

DSR-6434 静脈内投与による免疫エフェクター細胞の活性化 

 In vivo における DSR-6434 の免疫エフェクター細胞活性化能を各種免疫細胞の

CD69 発現を指標に評価した。担癌マウスに 0.1 mg/kg の DSR-6434 を静脈内投与

し 4 時間後に脾臓を回収した。脾臓細胞中の T(CD3+)細胞、NK(CD49+)細胞、
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NKT(CD3+CD49+)細胞および、B(CD19+)細胞上の CD69 発現を Flow Cytometer によ

り解析した結果、コントロールマウスと比較して、いずれの免疫エフェクター

細胞も 6.5-10.2 倍の有意な CD69 発現を誘導した(図 14)。 
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図 6. SM-276001(a)および、DSR-6434(b)の構造式 
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a             b 

 

c 

 
 

図 7．In vitro における SM-276001 の TLR7 アゴニスト活性および、選択性 

(a) ヒトTLR7(pUNO発現ベクター)とpNiFty2-SEAPレポータープラスミドを形質移入した

HEK293細胞をSM-276001または、R848で刺激し、NF-κBの活性化をSEAP活性により

検出した。 

(b) ヒトTLR8(pCMV-script発現ベクター)とpNF-κB-Luc Cisレポータープラスミドを形質移

入したHEK293細胞をSM-276001または、R848で刺激し、NF-κBの活性化をルシフェ

ラーゼの発光により検出した。 

(c) ヒトTLR9を発現する293XL-hTLR9A細胞にpNF-κB-Luc Cisレポータープラスミドを形

質移入し、SM-276001または、CpG ODN 2006で刺激し、NF-κBの活性化をルシフェラ

ーゼの発光により検出した。 
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図 8．SM-276001 刺激による脾臓細胞からのサイトカイン産生 

 Balb/c マウスの脾臓細胞を調製し、SM-276001 または、R848 で 24 時間刺激した。培

養上清を回収し、サイトカイン・ケモカイン産生量を、Milliplex アッセイ(Millipore)を用

いて測定した。 
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a 

 

b 

 
図 9．SM-276001 の薬物動態(PK)プロファイル 

(a) SM-276001 を Balb/c マウスに経口投与し、1、2、4 および、8 時間後に採血した(n=3)。

血液中の化合物濃度を LC-MS/MS により測定した。 

(b) 各投与量とその際の血中最高濃度(Cmax)の相関をプロットした。 
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図 10．SM-276001 経口投与による免疫エフェクター細胞の活性化 

  Balb/c マウスに SM-276001 を経口投与し、8、24 および、48 時間後に安楽死させた

(n=3)。脾臓細胞を調製し、表面マーカーの発現と CD69 発現を Flow cytometer により解

析した。 
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c 

 

 
図 11．In vitro における DSR-6434 の TLR7 アゴニスト活性化および、選択性 

(a) ヒトTLR7(pUNO発現ベクター)とpNiFty2-SEAPレポータープラスミドを形質移入した

HEK293細胞をDSR-6434または、R848で刺激し、NF-κBの活性化をSEAP活性により検

出した。 

(b) ヒトTLR8(pCMV-script発現ベクター)とpNF-κB-Luc Cis-Reporterプラスミドを形質移入

したHEK293細胞をDSR-6434または、R848で刺激し、NF-κBの活性化をルシフェラー

ゼの発光により検出した。 

(c) ヒトTLR9を発現する293XL-hTLR9A細胞にpNF-κB-Luc Cisレポータープラスミドを形

質移入し、DSR-6434または、CpG ODN 2006で刺激し、NF-κBの活性化をルシフェラ

ーゼの発光により検出した。 
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図 12．DSR-6434 刺激による脾臓細胞からのサイトカイン産生 

 Balb/c TLR7wtまたは、Balb/c TLR7-/-マウスより脾臓細胞を調製し、DSR-6434 で 24 時間

刺激した。培養上清を回収し、サイトカイン・ケモカイン産生量を Milliplex アッセイ 

(Millipore)を用いて測定した。 
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図 13．DSR-6434 静脈内投与によるサイトカイン産生 

  Balb/c TLR7wtまたは、Balb/c TLR7-/-マウスに DSR-6434 を 0.1 mg/kg 静脈内投与し、2、

4、8、12、24 時間後に全採血し血漿を回収した(n=3)。IFN-α、サイトカインおよび、サ

イトカイン産生量は ELISA 法(PBL interferon)または、Milliplex Assay(Millipore)を用いて測

定した。 
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c 

 
図 14．DSR-6434 静脈内投与による免疫細胞の活性化 

  CT-26 担癌 Balb/c マウス(a,c)または、KHT 担癌 C3H マウス(b,c)に DSR-6434 を静脈内

投与し、4 時間後に安楽死させた(n=3)。脾臓細胞を調製し、表面マーカーの発現と CD69

発現を Flow cytometer により解析した。 

  

BALB/c C3
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2.1.1.3 考察 

 

免疫アジュバントは、これまで持続的でブロードな免疫反応を活性化するこ

とから、がんの臨床試験が行われてきた。一方、選択的な TLR リガンドが効果

的に免疫細胞を活性化することが近年明らかとなり、ブロードな免疫アジュバ

ント療法に比べ有用であることが報告された 42。本試験では、SM-276001 および、

DSR-6434 が TLR7 依存的な NF-κB の活性化を誘導し、TLR7 選択的なアゴニストで

あることを明らかとした。さらに、DSR-6434 は TLR7-/-マウスを用いた検討にお

いて、サイトカイン産生および、各種免疫細胞の活性化を誘導せず、TLR7 に対

し特異性が高いことを示した。またこのことは、DSR-6434 が直接的な TLR7 アゴ

ニストであることを示唆している。 

がん免疫療法では、がん抗原の提示と腫瘍をターゲットとした免疫反応の活

性化が重要となる。一方、がんは免疫機構からの排除を回避するため、がん微

小環境を形成し、あらゆる手段によって抗腫瘍免疫の活性化を抑制しているこ

とが知られている。がん免疫療法はこのがん微小環境を打破することができる

と期待されている 43。TLR7 アゴニストは炎症性サイトカイン環境を作り出すこ

とが報告されており、本研究結果においても SM-276001、DSR-6434ともに、IL-1β、

IL-12、IFN-α、IFN-γ、IP-10、MIG 等の Th1 サイトカイン/ケモカインを誘導する

ことを示した。これらのサイトカインは樹状細胞の活性化を誘導し、また NK 細

胞の活性化や CD4+ T、CD8+ T 細胞のクローン性増殖や分化の誘導に重要な働きを

する。著者らも同様に TLR7 アゴニストの全身投与が、NK、NKT、T および、B 細

胞上に CD69 を発現することを確認し、免疫エフェクター細胞が活性化すること

を示した。さらに、MIG、IP-10、MCP-1(CCL2)、KC(CXCL1)などのケモカインは免

疫エフェクター細胞の移動や輸送に必須の因子であり、TLR7 アゴニストによっ
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て活性化した免疫エフェクター細胞を腫瘍組織へと移行するのに重要な働きを

担っていると考えられる。 

医薬品開発において薬物動態/薬力学作用(PK/PD)の関係を明らかにすること

は、薬効を予測する上で重要である。SM-276001 の PK プロファイルを評価した

結果、0.1 -10 mg/kg の投与量において線形成が認められた。さらに、0.1 mg/kg

を経口投与した際の血中濃度は、TLR7 活性に必要な最低有効濃度(MEC) 30 nM に

達しておらず、十分な CD69 発現は認められなかった。一方、1、10 mg/kg を経

口投与した際の血中濃度は、MEC をそれぞれ 2 時間、8 時間超えており、十分な

CD69 の発現を誘導した。これらの結果より、SM-276001 の血中濃度が in vitro の

最低有効濃度(MEC)を超えると、免疫細胞の活性化(PD レスポンス)が認められる

ことが示された。この結果は、ヒトでの PK/PD レスポンスの予想に有効である

可能性が考えられ、in vitro の検討結果からヒトの有効血中濃度を見積もること

が可能であることが示唆された。 
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2.1.2  SM-276001 の抗腫瘍作用 

 

 In vitro および、in vivo の検討により、SM-276001 が免疫細胞を活性化すること

を示した。がん免疫療法剤の研究において、このような薬剤はがん細胞を直接

殺傷する能力がないため、薬剤の抗腫瘍作用を in vitro の試験系で評価すること

は困難であり、in vivo モデルにて評価する必要がある。さらに、抗がん剤の薬効

評価は一般的にヒトでの臨床効果をより正確に見積もるために、免疫不全マウ

スにヒトがん細胞を移植した異種移植モデル(Xenograft model)を用いて評価され

る。しかし、免疫療法剤の評価には免疫系が正常であるマウスを使用する必要

があり、またマウスの免疫細胞はそもそも亜種のヒトがん細胞を拒絶すること

から、異種移植モデルは適当ではない。そのため、免疫療法剤の抗腫瘍作用は

一般的にマウスがん細胞をマウスに移植する同種移植モデル(Syngeneic model)

により評価される。そこで、マウス腎がん細胞株(Renca)および、マウス大腸が

ん細胞株(CT-26)を皮下に移植し作製した担癌マウスモデルを用いて SM-276001

の抗腫瘍作用を評価した。Renca 細胞は IFN-α 感受性細胞であることが報告され

ており 44、本モデルでは SM-276001によって誘導される IFN-αの直接作用および、

細胞性免疫による抗腫瘍作用が期待される。一方、CT-26 は IFN-α 非感受性モデ

ルであることから、細胞性免疫による抗腫瘍作用が期待される。 

 次に、マウス卵巣がん細胞株(OV2944-HM-1)を用いて作製したマウス自然転移

モデルにより SM-276001 の転移抑制作用を評価した。HM-1 は転移細胞株として

樹立され、皮下に腫瘍を形成するとリンパ節や肺へ高頻度に自然転移すること

から 45、実験的転移モデルに比べ、臨床に近い転移モデル系であると考えられる。

臨床において、転移に対する有効な治療法は確立しておらず、リンパ節や遠隔

臓器への転移が認められると、多くの場合予後が悪く死に至ることから、転移
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は最もアンメット・メディカル・ニーズの高い領域である。そこで、転移に対

する作用を明らかにする目的で、SM-276001 の全身投与と局所投与の異なる 2

つの投与ルートによる免疫活性化および、転移抑制作用の違いを比較した。 
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2.1.2.1 方法 

 

細胞 

 マウス腎がん細胞株(Renca)は岩手医科大学の藤岡知昭先生より恵与頂いた。

本細胞は、10% FBS、2mM L-glutamine、100 U/mL Penicillin、100 U/mL Streptomycin

を添加したRPMI-1640培地により維持した。マウス大腸がん細胞株(CT-26)はATCC 

(American Type Culture Collection)より購入し、10% FBS、2mM L-glutamine を添加

した DMEM 培地で維持した。マウス卵巣がん株(OV2944-HM-1、以下 HM-1)は広

島大学の丹羽太貫先生より恵与頂いた。本細胞は、10% FBS、2mM L-glutamine、

100 U/mL Penicillin、100 U/mL Streptomycin を添加した α-MEM 培地により維持し

た。 

 

In vitro 細胞増殖アッセイ 

96 well プレートに 1×103 cells/well の Renca、CT-26、HM-1 をそれぞれ播種し、

一晩 37 ˚C 、5% CO2 インキュベーターで培養した。細胞が接着していることを

確認し、2 nM-10 µM の SM-276001 または、vehicle を添加し、さらに 2-5 日間培

養した。細胞増殖は添付文書に従いアラマブルーアッセイにより評価した

(Invitrogen)。 

 

動物 

 Balb/c マウスは Harlan, UK または、Charles river, Japan より購入し、B6C3F1 マ

ウスは Charles river, Japan より購入した。マウスは Specific pathogen free(SPF)下で

飼育し、すべての動物実験は大日本住友製薬株式会社の実験動物取扱いまたは、

UK Home Office Animal (Scientific Procedure) Act 1986 のガイドラインに従い実施し
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た。 

 

皮下移植モデルの作製 

 Day0 に Balb/c マウスの腹部皮下に Renca または CT-26 をそれぞれ 1×105 cells

または、5×104 cells 移植した。SM-276001 は 10% DMSO/90%生理食塩水に懸濁し、

3 mg/kg を経口投与した。Renca 移植モデルでは Day1 より、CT-26 移植モデルで

は Day7 より投与を開始し、週 2 回、最大 7-5 回投与した。マウスは毎日観察し、

腫瘍径および体重は週 2 回測定した。腫瘍容積は以下の計算式により算出した。 

 

腫瘍容積(mm3)＝(短径 2×長径)/2 

 

全身性のサイトカイン産生を評価する目的で SM-276001 投与 2 時間後に採血

し、血漿中のサイトカインを測定した。IFN の力価は細胞変性効果(CPE)バイオア

ッセイにより測定した。IL-12(p40)および、TNF-α は添付文書に従い ELISA 法によ

り測定した(BioSource and genzymeTECHNE)。 

 

自然転移モデルの作製 

 B6C3F1マウスの背部皮下に1×106 cellsのHM-1細胞を移植した(Day0)。移植10日

後(Day10)にイソフルラン麻酔下で原発腫瘍を切除し、切開部をa-Cyanoacrylate

で接着しクリップで縫合した。次の日より、SM-276001を3 mg/kg経口投与また

は、0.06 mg/head 気管内投与を開始し、週2回、最大3週間投与した。原発巣を

切除してから25日後にマウスを安楽死させ、鼠蹊リンパ節、腋下リンパ節、上

腕リンパ節、肺を摘出し転移を評価した(図19a)。リンパ節への転移はリンパ節

重量をもとに、肺への転移は肺の結節数をもとに解析した。肺の結節数が100個
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以上の場合は、>100とした。局所および全身性のサイトカイン産生は、SM-276001

を投与し2時間後の気管支肺胞洗浄液(BALF)を回収または、血漿を回収し、IP-10、 

IL-12(p40)、TNF-α、KC、MIG、MIP、IL-6、MCP-1を、Milliplexアッセイ(Millipore)

を用いて測定した。 

 

統計解析 

In vivo 試験の有意差検定は、Mann-Whitney 検定を用いて実施した。In vitro 試

験の有意差検定は Student’s untailed t 検定を用いて実施した。P<0.05 を統計学的

に有意であるとした。 
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2.1.2.2 結果 

 

SM-276001 のマウスがん細胞株に対する直接作用 

 SM-276001 の抗腫瘍作用を評価するにあたり、使用するマウス腎がん細胞株

(Renca)、マウス大腸がん細胞株(CT-26)および、マウス卵巣がん細胞株(HM-1)に対

する SM-276001 の直接作用を評価した。3 細胞株を SM-276001 存在下で 2-5 日間

培養したが、最高濃度 10 µM で処理した場合においても細胞の増殖抑制は認め

られず、SM-276001 はこれら 3 細胞株に対し直接的に細胞増殖抑制作用を示さな

かった(図 15)。  

 

SM-276001 の皮下移植モデルに対する抗腫瘍作用 

 マウス腎がん細胞株 Renca 移植モデルを用いて SM-276001 の抗腫瘍作用を評

価した。SM-276001 を 3 mg/kg の投与量で週 2 回、計 7 回を経口投与したところ、

SM-276001 はビークル群と比較して有意に腫瘍の増殖を抑制し、Renca モデルに

対して抗腫瘍作用を示した(図 16a)。さらに、Renca を移植したマウスに、3 mg/kg 

SM-276001 を経口投与し、2 時間後の血漿中サイトカインを ELISA 法または、

Milliplex アッセイにより測定した結果、Vehicle 群に比べ有意な IFN-α、IL-12 p40、

TNF-α の産生が認められた(図 16b)。 

同様に、腫瘍の生着を認めた後に投与を開始したマウス大腸がん細胞株 CT-26

移植モデルにおいても、SM-276001 は有意な抗腫瘍作用を示した(図 16c)。さら

に、両試験期間中、SM-276001 の投与によるマウスの有意な体重変化は認められ

ず(図 17)、SM-276001 の経口投与は認容性が高く、Renca 移植モデルおよび、CT-26

移植モデルに対し有意に抗腫瘍作用を示すことが明らかとなった。 
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SM-276001 の転移モデルに対する抗腫瘍作用 

 次に、HM-1自然転移モデルにてSM-276001の抗腫瘍作用を評価した。本モデ

ルは背部皮下に形成させた原発腫瘍を除去し、その後リンパ節、肺への転移を

評価するモデルであり、術後アジュバント療法を模倣したモデルに近いと考え

られる。まず、本モデルを用いて、SM-276001の全身投与(経口投与; PO)および、

局所投与(気管内投与; IT)によるサイトカイン誘導作用について比較した。原発腫

瘍を除去後に図18aのスケジュールに従いSM-276001を経口投与または、気管内

投与し、血漿中または、肺胞洗浄液(BALF)中のサイトカイン産生について評価し

た。気管内投与では、BALF中にTNF-α、IL-6、KC、MIP-1の有意な産生が認められ

た(図18b)。一方、経口投与群ではBALF中に有意なTNF-αの産生を認めたが、気管

内投与によって誘導されるTNF-α産生量に比べ6.3倍低かった(図18b)。経口、気管

内の両ルートで投与した場合においても、BALF中にIP-10、IL-12p40、MIG、MCP-1

の発現は認められなかった。一方、経口投与および、気管内投与後の血漿中で

は、IP-10、IL-6、IL-12p40、KC、MIG、MCP-1の発現が認められた(図18c)。これら

のサイトカイン発現量を投与ルート間で比較すると、経口投与群においてIP-10 

(4.1倍)、IL-12p40 (7.5倍)、MIG (3.2倍)、MCP-1 (3.2倍)高いことが示された(図18c)。 

次に、自然転移モデルを用いて、2つの投与ルートによる転移抑制作用を比較

した。SM-276001の経口投与群はVehicle群と比較して肺への転移を完全に抑制し

(図19b, c)、さらに鼠蹊(Inguinal)、腋下(Axillary)、上腕(Brachial)リンパ節への転移

も有意に抑制した(図19d)。一方、SM-276001の気管内投与では肺への転移を有意

に抑制し(図19b)、近傍の腋下リンパ節への転移も同様に有意に抑制した(図19e)。

しかし、鼠蹊および上腕リンパ節への有意な転移抑制は認められなかった(図

19e)。以上より、局所投与では投与部位近傍の免疫反応を活性化するとともに局

所の転移抑制作用を誘導し、全身投与では、全身性の免疫反応を活性化し全身
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の転移抑制作用を示した。肺転移に着目した場合、いずれの投与ルートにおい

ても転移抑制作用を示すことが明らかとなった。 
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図 15．SM-276001 の各種がん細胞の増殖に対する影響 

 Renca、CT-26、HM-1 細胞を SM-276001 存在下にて 2-5 日間培養し、培養後の細胞の

生存率をアラマブルーアッセイにて評価した。化合物非添加群の生存率を 100%とし、

各添加群の生存率を算出した。 

● Renca 
■ CT-26 
▲ HM-1 
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図 16．SM-276001 経口投与による抗腫瘍作用 

(a) マウス腎がん細胞株 Renca 細胞をマウスに皮下移植し、移植 1 日後より 3 mg/kg の

SM-276001 または、Vehicle を週 2 回、最大 7 回、経口投与した。腫瘍径を週 2 回計

測し、腫瘍容積を算出した。●; Vehicle 群(n=6)、▲; SM-276001 群(n=6) 

(b) Renca 移植マウスに SM-276001(n=3)または Vehicle(n=3)を経口投与し、投与 2 時間後

に採血した。血漿中の IFN-α または、サイトカインをそれぞれ CPE バイオアッセイ

または、ELISA 法により測定した。 

(c) マウス大腸がん細胞株 CT-26 細胞をマウスに皮下移植し腫瘍を形成させた。移植 7

日目より、3 mg/kg の SM-276001 または、Vehicle を週 2 回、最大 5 回、経口投与し

た。腫瘍径を週 2 回計測し、腫瘍容積を算出した。●; Vehicle 群(n=6)、▲; SM-276001

群(n=6) 
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図 17．In vivo 試験中の体重変化 

Rencaモデル(a)、CT-26モデル(b)の抗腫瘍試験中(図16a,c)のマウスの体重変化を示した。

マウスの体重は試験期間中、週 2 回計測した。●; Vehicle 群(n=6)、▲;SM-276001 群(n=6) 
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図 18．HM-1 自然転移モデルを用いた、SM-276001 の経口・気管内投与によるサイトカ

イン誘導の比較 

(a) 試験スケジュール; マウス卵巣がん細胞株 HM-1 をマウスの背部皮下に移植し
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(Day0)、移植 10 日後に摘出した(Day10)。Day11 および、Day15 に SM-276001 を 3 mg/kg 

経口投与(n=3)または 0.06 mg を気管内(n=3)に投与し、2 回目の投与 2 時間後に BALF

の回収および採血を実施した 

(b) BALF 中サイトカインを Milliplex アッセイにより測定した。 

(c) 血漿中サイトカインを Milliplex アッセイにより測定した。 
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図 19．HM-1 自然転移モデルを用いた、SM-276001 の経口(PO)・気管内(IT)投与ルートに

よる抗腫瘍作用の比較 

(a) 試験スケジュール; マウス卵巣がん細胞株 HM-1 をマウスの背部皮下に移植し

(Day0)、移植 10 日後に摘出した(Day10)。Day11 より SM-276001 を 3 mg/kg 経口投

与(n=6)または 0.06 mg を気管内(n=6)に週 2 回のスケジュールで最大 7 回投与した。

最終日(Day35)にマウスを安楽死させ、肺およびリンパ節を採取した。 

(b) 最終日(Day35)の肺の結節数を計測した。結節数が 100 以上のものは、>100 とした。 

(c) Vehicle 群および、SM-276001 投与群の肺切片を作成し、ヘマトキシリン・エオジン

(H/E)染色を行った。腫瘍部分を(→)で示した。 

(d) Vehicle群および、SM-276001 経口投与群の鼠蹊(Inguinal)、腋下(Axillary)、上腕(Brachial)

リンパ節重量を測定し、リンパ節転移を評価した。 

(e) Vehicle 群および、SM-276001 気管内投与群の鼠蹊、腋下、上腕リンパ節重量を測定

し、リンパ節転移を評価した。 

  

49 
 



2.1.2.3 考察 

 

  Imiquimod の局所投与は一部の皮膚性悪性腫瘍に対する治療法として臨床

で使用されている。Imiquimod の局所投与は全身性の T 細胞を活性化する報告が

あるものの、治療効果は投与部位に限定され、全身性の抗腫瘍作用は認められ

ていない 46。非臨床研究では、TLR7 アゴニストである SM-360320 の全身投与が

マウス大腸がん(MC-28)を移植した遺伝子組み換えマウス(がん抗原に対する免

疫反応を有するマウス)に対し、抗腫瘍作用を示すことが報告された 47。さらに、

TLR7アゴニスト(ANA773;プロドラッグ TLR7アゴニスト)の経口投与は C型肝炎ウ

ィルス治療として非臨床・臨床研究が実施されている 48,49。このように、TLR7

アゴニストの全身投与は各種疾患に有効であることが期待されている。そこで、

本研究では、SM-276001 の経口投与(全身投与)による抗腫瘍作用と気管内投与(局

所投与)による抗腫瘍作用を比較した。 

マウス腎がん細胞株(Renca)皮下移植モデルおよび、マウス大腸がん細胞株

(CT-26)皮下移植モデルを用いた抗腫瘍作用の検討において、SM-276001 の全身投

与は有意な抗腫瘍作用を示した(図 16)。SM-276001 は Renca、CT-26 細胞株に対

して直接的に腫瘍増殖抑制作用を示さないことから、in vivo モデルにおける腫瘍

縮小効果は免疫系を介した作用であると考えられる。これまでの研究において、

腎細胞がん(RCC)は IFN-α に感受性が高いことが報告されており 50、臨床において

も recombinant human IFN-α 治療は転移性の RCC 治療に使用とされてきた 51。ま

た、IL-2 サイトカイン療法も RCC 治療法として有用であることが報告されている

52。本研究において、SM-276001 は、IFN-α 産生に加え Th1 サイトカインである

IL-12、IFN-γ 等を誘導することを示した。以上のことから、各種 Th1 サイトカイ

ンを誘導する TLR7 治療は、各サイトカイン療法と比べ、転移性の RCC 治療に有

50 
 



用であることが期待される。 

 CT-26 細胞は Renca 細胞とは異なり IFN-α 非感受性であるが、SM-276001 投与

による腫瘍増殖を有意に抑制した(図 16c)。これまでの研究において、TLR7 アゴ

ニストの腫瘍中投与や局所投与では NK 細胞の活性化、樹状細胞（DC）の活性化、

活性化 DC による抗腫瘍活性を有する CD8+ T 細胞の活性化など、複数の免疫細

胞集団を活性化することが報告されている 46,53。SM-276001 の全身投与では Th1

サイトカインの産生に加えて、細胞性免疫を介した抗腫瘍作用を誘導すること

が示唆された。 

 SM-276001 の経口投与と気管内投与によるサイトカイン産生を比較すると、

SM-276001 の気管内投与では BALF 中に TNF-α、IL-6、KC、MIP-1α を誘導した。一

方、SM-276001 経口投与では、BALF 中に TNF-α のみ誘導され、その発現量は気

管内投与後のそれと比べ 6.3 倍低い値であった。全身性のサイトカイン誘導につ

いて比較すると、気管内投与では有意に IL-12 を誘導するが、その産生量は経口

投与に比べ 7.5 倍低く、同様に IP-10 についても 4.1 倍低くかった。2 つの投与ル

ートによる転移抑制作用を比較すると、興味深いことに、気管内投与および経

口投与のいずれの投与ルートにおいても肺への転移を有意に抑制したが、経口

投与のみが鼠蹊・腋下・上腕リンパ節への転移を抑制した(図 19)。実験的喘息モ

デルに R848 を鼻腔投与すると、肺局所で Type I IFN の発現が誘導され、自然免

疫系の細胞や CD8+ T 細胞の肺への浸潤が報告されている 54。また、他の報告で

は、TLR9 選択的アゴニストである IMO-2055 (Idera Pharmaceuticals)の皮下投与と

鼻腔投与の抗腫瘍作用の比較では、いずれの投与ルートにおいても実験的肺転

移モデルにおける肺転移を抑制した 55。その際、TLR9 アゴニストの鼻腔投与で

は肺中に IL-12 発現を誘導することが示されたが、全身性の発現については明ら

かではない。以上の報告を踏まえると、肺をターゲットとした局所の TLR 治療
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では、肺局所の抗腫瘍免疫は活性化できるものの、全身性の抗腫瘍免疫の活性

化には限界があると考えられる。一方、SM-276001 の全身投与では、全身の抗腫

瘍免疫を活性化することから、広い範囲への転移を抑制することが出来た可能

性が考えられる。SM-276001 は全身(経口)、局所(気管内)投与の両投与ルートが、

原発摘出後の肺転移を有意に抑制することから、術後アジュバント治療として

応用できることが期待された。しかし、投与ルートにより免疫の活性化部位が

異なることから、治療に応用する際は十分に考慮する必要があると考えられる。 
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2.1.3  DSR-6434 の全身投与と放射線治療(IR 治療)との併用 

 

 臨床においてがんの治療は多剤併用による治療が一般的であり、複数の薬剤

や治療法を組み合わせた治療が行われている。そのため、免疫療法においても

にがんの完治を目指すべく、抗腫瘍効果を増強するための併用剤が求められる。

非臨床研究では、化学療法剤や放射線治療、冷凍アブレーション治療等が、が

んの免疫原性を亢進し、これらの治療と免疫療法を併用することで抗腫瘍作用

が増強することが報告されている 37,56,57。そこで、著者らは DSR-6434 と IR 治療

を併用することで、抗腫瘍効果を増強することが可能であるか検討した。局所

の IR 治療はホストの免疫を低下させることなく免疫原性の高い細胞死を誘導す

ることが報告されている。また、TLR7 は樹状細胞(pDC)の成熟化を誘導するが、

その際 IR 照射を受けネクローシスしたがん細胞が存在すると、樹状細胞は死ん

だがん細胞を貪食し、効率的にがん抗原を提示しがん抗原特異的 T 細胞を誘導

することが期待される。また、免疫細胞は炎症部位へ集積することから、IR 照

射によって腫瘍局所に炎症が生じ、免疫細胞がより腫瘍部位に浸潤することも

期待される。 

 マウス大腸がん細胞株(CT-26)は内在性レトロウィルスの遺伝子産物である

gp70 由来の H2-Ld 拘束性エピトープである AH-1 を発現している 58。そのため、

マウス大腸がん細胞株 CT-26 は免疫原性が高く、このペプチドに対するがん抗原

特異的 T 細胞(CTL)を誘導し易いことが示唆される。そこで、CT-26 移植モデルを

用いて DSR-6434 全身投与と IR 治療の併用を評価した。また、DSR-6434/IR 併用

によるメモリーCTL の誘導能を評価すると共に、そのメモリーCTL が AH-1 ペプチ

ドに反応する細胞であるか評価した。 

 KHT 細胞はがん抗原が特定されておらず、CT-26 と比較して免疫原性の低いが
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ん細胞である。そこで、この細胞を用いて DSR-6434 と IR 治療の併用効果を評価

した。KHT は HM-1 同様に皮下移植した原発腫瘍から肺へ自然転移し、腫瘍結節

を形成する 59。IR 治療は KHT を免疫原性の高い細胞死へと誘導し、その際

DSR-6434 による免疫反応の活性化を伴うことで、効率的にがん抗原特異的免疫

反応を惹起できることが期待される。本モデルにおいても、DSR-6434 と IR 治療

の併用による抗腫瘍作用および、転移抑制作用について評価した。 
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2.1.3.1 方法 

 

細胞 

 マウス大腸がん細胞株(CT-26)は ATCC (American Type Culture Collection)より購

入し、10% FBS、2mM L-glutamine を添加した DMEM 培地で維持した。マウス肉

腫細胞株(KHT)は、10% (v/v) FBS、1% (v/v) L-glutamine を添加した RPMI-1640 培地

で維持した 59。 

 

動物 

 C3H マウスはマンチェスター大学にて繁殖し、Balb/c マウスは Harlan, UK、よ

り購入し Specific pathogen free(SPF)下で飼育した。すべての動物実験は UK Home 

Office Animal (Scientific Procedure) Act 1986 または、The University of Manchester 

Ethics Committee のガイドラインに従い実施した。 

 

クローン形成法 

 CT-26 または KHT 細胞 1×102-2.4×103 cells/well をプレートに播種した。24 時間

後に、0-5 µMのDSR-6434で処理し、2時間後に4 Gyの放射線を照射した。DSR-6434

を添加後、24 時間後に培地を交換し、7 日後または、コントロールウェルでコ

ロニー数が 50 個程度認められるまで培養した。コロニーを 0.5% (w/v)メンチレ

ンブルー染色液で染め、コロニー数をカウントした。 

 

細胞増殖アッセイ 

 CT-26または、KHT細胞 1×103-1.5×103 cells/wellをプレートにそれぞれ播種した。
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次の日に、0-20 ng/mL の IFN-α で細胞を処理し 24 時間または、48 時間後に培地

交換を行った。72 時間後に 5 mg/mL の MTT 溶液を 50 µL 加え、4 時間後に培地

を DMSO に交換し 540 nm の吸収を µQuant Microplate Spectrophotometer(Bio Tek, 

UK)にて測定した。 

 

担癌モデルの作製 

  マウス大腸がん細胞株(CT-26)はBalb/cマウスの腹部皮下に1×105 cellsを移植

し、マウス肉腫細胞株（KHT）は C3H マウスの背部皮下に 5×105 cells を移植した。

腫瘍はノギスで計測し、腫瘍容積は以下の計算式により算出した。 

 

腫瘍容積(mm3)＝長径×短径×深さ 

 

腫瘍容積が 180-220 mm3 となったところで、群分けを実施し Saline 群(コント

ロール)、DSR-6434 群、IR 治療群(IR; ionized radiation)または、DSR-6434/IR 併用群

とし、治療を開始した。DSR-6434 は IR 治療の 4 時間前に尾静脈内投与し、週 1

回、計 4 回を投与した。実験のエンドポイントは腫瘍容積が治療開始時の 4 倍

に増大した時点とし (RTV4; tumor volume to quadruple)、腫瘍が RTV4 に達したマ

ウスは人道的エンドポイントにより安楽死した。KHT または、CT-26 担癌マウス

への IR 治療は、25Gy×1 回 (KHT)、15Gy×1 回(KHT)または、2Gy×5 日(CT-26)を実施

し、無麻酔下でマウスを保定し腫瘍局所に 200 kV X-rays 放射線装置(MXR-320/36 

X-ray tube, comet AG, Switzerland)を用いて照射した。90 日以上腫瘍を拒絶し続け

たマウスは、長期生存マウス(LTS; Long-term survivors)とした。 

 

細胞内 IFN-γ 産生の解析 

56 
 



 LTS マウスまたは、コントロールマウス(同週齢、非担癌)より調製した脾臓細

胞(3.5×106/well)を RPMI-1640 培地(10% FBS、100U/mL ペニシリン、100 µg/mL ス

トレプトマイシン、1% L-glutamine、50 µM 2-ME、10 IU/mL rh IL-2) で懸濁し、50Gy

で放射線処理した CT-26細胞(1×106 cells)、1 µM AH-1ペプチド(SPSYVYHGF; Anaspe, 

UK)または、1 µM コントロールペプチド(SIINFEKL; Anaspe, UK)と 5 日間 共培養し

た。その後、1 µL /mL Brefeldin A(BD Pharmingen, UK)と 100 IU/mL rh IL-2 (Chiron, NL) 

存在下で、上記のいずれかの脾臓細胞と 50Gy の放射線で処理した CT-26 細胞を

1:1 で混合し 16 時間共培養した。脾臓細胞を FITC-anti-CD8α 抗体で標識し、その

後固定化および、細胞膜を透過させ細胞内の IFN-γ を APC-anti-IFN-γ 抗体で標識

し、Flow Cytometer を用いて解析した。 

 

肺転移評価 

 KHT を皮下に移植したマウスより肺を採取し固定化したのちに、転移の程度を

Lunt らによって報告された手法を用いて 0-5 にスコア化した 58,59。具体的には以

下の要領で、独立した 2 名の研究員によってスコア化した。 

 

グレード 0; 明らかな転移が認められない 

グレード 1; 1mm3 以下の病変が 1 つ 

グレード 2; 肺転移が肺表面の 10-20% 

グレード 3; 肺転移が肺表面の 20-40% 

グレード 4; 肺転移が肺表面の 40-80% 

グレード 5; 肺転移が肺表面の>80% 

 

DSR-6434/15Gy IR 併用群は腫瘍が RTV4 に達した時点で、安楽死させ転移をス
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コア化した。25GyIR 群は、併用群(DSR-6434/15Gy IR)と同日に安楽死し転移をス

コア化した。 

 

統計解析 

In vivo 試験の有意差検定は Mann-Whitney 検定を用いて実施した。In vitro、ex 

vivo 試験は Student’s two-tailed t 検定を用いて実施した。In vivo での生存曲線の

比較はKaplan-Meier plotsを用いて、Log-Rank Mantel Cox検定にて実施した。P<0.05

を統計学的に有意であるとした。 
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2.1.3.2 結果 

 

CT-26 および、KHT 細胞株に対する DSR-6434 の直接作用 

マウス大腸がん細胞株 CT-26 および、マウス肉腫細胞株 KHT に対する DSR-6434

の直接作用を、コロニー形成法を用いて評価した。In vitro において両細胞株を

DSR-6434 (5 nM-5 μM)で処理したところ、放射線照射との併用に関わらず、

DSR-6434 による細胞増殖抑制作用は認められなかった(図 20a,b)。IFN-α は一部の

がん細胞に対して直接作用を示すことが報告されていることから、CT-26 および

KHT 細胞株の IFN-α 感受性について評価した。その結果、IFN-α 処理による細胞

障害性は認められず(図 20c)、DSR-6434 および、IFN-α はこれらの細胞株に対し

て直接作用がないことが示された。 

 

大腸がんモデルにおける DSR-6434 と IR 治療の併用効果 

 DSR-6434 および、DSR-6434/IR 併用による抗腫瘍作用を CT-26 移植マウスにて

評価した。DSR-6434 は 0.1 mg/kg を週 1 回静脈内投与し、IR 治療は 2Gy/日×5 日

(10Gy)のレジメンで照射した。併用群はそれぞれ上記のレジメンで DSR-6434 と

IR 治療を併用した。0.1 mg/kg の DSR-6434 全身投与は認容性が高く、全身投与に

よる状態悪化や体重減少は認められなかった(図 21c)。DSR-6434 群は、Saline 群

と比較して有意な腫瘍縮小効果が認められ(517.9±45.8 mm3, 736.7±70 mm3) (図

21a)、また、 RTV4 に達する期間にわずかな延長が認められた  (RTV4= 

9.55±1.3(DSR-6434) vs 6±0.42(Saline), P< 0.001)(図 21b, d)。5×2Gy IR 群では、Saline

群と比較して RTV4 に達する期間が 17.9±3.8 日延長した(IR RTV4 23.9±3.8 日, 

P<0.001)(図 21b, d)。DSR-6434/IR 併用群では、55% (12/22)のマウスで腫瘍の完全
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退縮が認められ、これらのマウスはその後 90 日間経っても腫瘍の再発は認めら

れなかった。また、併用群のうち腫瘍を退縮しなかったマウスのみの RTV4 に達

する期間の平均は、5×2Gy IR 群と比較して 16±3.4 日延長した(DSR-6434/IR 併用 

RTV4; 40.7±3.4 日, P<0.001) (図 21b, d)。これらの結果より、DSR-6434 と IR 治療の

併用は、それぞれの単剤と比べ相乗的な作用がある可能性が示唆された。腫瘍

組織の免疫組織染色(IHC)の結果、IR 群および、DSR-6434/IR 併用群は、ビークル

群に比べ有意な CD8+ T 細胞の浸潤が認められたが(P<0.05, 図 21e, f)、5×2Gy IR 群

と DSR-6434/IR 群の比較では、両群に統計学的有意差は認められなかった。 

 

DSR-6434 と IR 治療併用によるがん抗原特異的メモリーT 細胞の誘導 

 前述の通り、DSR-6434/IR 併用群では 55%(12/22)のマウスが腫瘍を拒絶し、長

期生存した。この長期生存(LTS)マウスにおいて免疫メモリー細胞が誘導されてい

るか検討した。LTS マウスより調製した CD8+ T 細胞と放射線処理した CT-26 細胞

を共培養し、CD8+ T 細胞の IFN-γ 発現を解析した。その結果、コントロールマウ

ス(同週齢・非担癌)と比較して LTS マウスでは IFN-γ を産生する CD8+ T 細胞の割

合が有意に増加した (18.1±2% (LTS) vs 0.8±0.1% (コントロール), P<0.001) (図 22a)。

次に、この免疫反応が AH-1 拘束性の反応であるかを評価するために、脾臓細胞

を AH-1 ペプチドまたは、コントロールペプチド存在下で 5 日間培養し、その後

放射線処理した CT-26 細胞と 16 時間共培養した。AH-1 ペプチドで活性化した LTS

マウスの脾臓細胞は、有意に IFN-γ+CD8+ T 細胞の割合が増加した(19.9±3.7% (LTS) 

vs 1.3±0.1% (コントロール), P<0.001) (図 22b)。一方、コントロールペプチドを用

いた評価では、LTS マウス、コントロールマウスともに IFN-γ+CD8+ T 細胞の割合

に差は認められず、コントロールペプチドに対する免疫反応は認められなかっ

た(3.7±1.1% (LTS) vs 1.1±0.1% (コントロール), P >0.05) (図 22c)。以上の結果より、
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LTS マウスは CT-26 のがん抗原に対する CD8+メモリーT 細胞を誘導していること

が示唆され、また、AH-1 ペプチドを認識する CD8+メモリーT 細胞が存在してい

ることが示された。このことから、DSR-6434 と IR 治療の併用では、がん抗原特

異的な免疫メモリー反応を長期間維持できる可能性が示された。 

 

DSR-6434 と局所放射線治療併用による肺転移抑制および、生存期間の延長 

 次に、DSR-6434 の抗腫瘍効果を免疫原性の低い KHT 肉腫転移モデルで評価し

た 60。DSR-6434 群は Saline 群と比較して、腫瘍縮小効果および生存の延長は認

められず、両群の平均 RTV4 期間は 4.7 日であった(図 23d)。15Gy IR 群では有意

な抗腫瘍作用が認められ、Saline 群に比べ RTV4 を 11.7±0.7 日延長した (P<0.001, 

図 23d)。一方、DSR-6434 を IR 治療に併用すると、投与開始 3 日目より抗腫瘍作

用が認められ、その時点の腫瘍容積はそれぞれ 485.7±41.8 mm3 (15Gy IR) vs 

340.8±17.3 mm3 (DSR-6434/15Gy IR 併用)と有意な差を認めた(P<0.05, 図 23a)。 

15Gy IR 群は、放射線照射 14 日後に RTV4 に達し、その時の腫瘍容積は 555.1±86.4 

mm3 であった。一方、治療開始 14 日後の DSR-6434/15Gy IR 併用群の腫瘍容積は

196.2±41.8 mm3 となり、15Gy IR 群と比較して有意な腫瘍縮小効果を示した

(P<0.01, 図 23a)。DSR-6434 は IR 治療による KHT 腫瘍増殖抑制効果を高め、併用

群のRTV4は 23.9±1.5日となり、15Gy IR群に比べ 7.5日延長した(P<0.001, 図 23d)。

DSR-6434 と IR 治療の併用は、それぞれの治療に比べ有意に生存を延長した

(P<0.001, 図 23b, d)。 

 KHT 肉腫モデルは自然肺転移の評価系としても有用なモデルである 59。そこで、

本モデルを用いて DSR-6434/IR 併用の転移抑制作用を評価した。抗腫瘍作用の評

価に用いた15Gyの IR治療は抗腫瘍作用が弱く生存期間が短いため対照群として

適当ではない。そこで、原発腫瘍の増殖をコントロールし十分な生存期間(20-24
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日間)を確保するため、対照群には 25Gy の IR 治療を実施した。DSR-6434/15Gy IR

併用群および、25Gy IR 群の肺をマウスより摘出し、肺転移をその程度により 0-5

にスコア化した。25Gy IR 群および、DSR-6434/15Gy IR 併用群の転移スコアはそ

れぞれ 4±0.5 および、1.2±0.2 となり、DSR-6434/15Gy IR 併用群で有意に肺転移を

抑制した。(P < 0.01, 図 23e) 
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図 20．DSR-6434 の各種がん細胞のコロニー形成に対する影響および、IFN-α の各種がん

細胞の増殖に対する影響 

(a) CT-26(左)、KHT(右)細胞を DSR-6434(0-5 µM)存在下で 24 時間培養し、その後培養液を

培地に換え、最大 10 日間培養した後に、形成したコロニー数を測定した。 

(b) CT-26(左)、KHT(右)細胞を DSR-6434(0-5 µM)存在下で 2 時間培養し、4Gy の放射線を

照射し、さらに 22 時間培養した。24 時間後に培養液を培地に換え、最大 10 日間培

養した後に、形成したコロニー数を測定した。 

(c) CT-26(左)、KHT(右)細胞を IFN-α(0-20 ng/mL)で 24、48 または、72 時間培養し、細胞

の生存率を、MTT アッセイを用いて評価した。 
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b 
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c 

 
d 

Treatment 
Days to reach RTV4 

(mean ± SEM) 

Saline 6 ± 0.42 

DSR-6434 9.55 ± 1.3 ** 

5×2Gy IR 23.94 ± 3.75 *** 

DSR-6434 + 5×2Gy IR 40.7 ± 3.36 *** +++ 
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e 

 

f 

Control        5 x 2Gy IR      DSR-6434+5 x 2Gy IR  

2 Days 

 

 

7 Days 

 

 

10 Days 
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図 21．マウス大腸がん細胞株(CT-26)モデルにおける DSR-6434 と放射線療法の併用効果 

(a) 1×105 個の CT-26 細胞をマウスの腹側皮下に移植し、腫瘍容積が 180-220 mm3にな

った時点より治療を開始した(治療開始日を Day0)。治療開始後の腫瘍容積の変化を

示し、各群のマウス 1 匹が RTV4(腫瘍開始時に比べ、腫瘍容積が 4 倍となった時点)

に達するまで腫瘍容積を計測した。□; Saline 群(生理食塩水 週 1 回 計 4 回, n=14)、○; 

DSR-6434 群 (0.1 mg/kg 週 1 回 計 4 回, n=12)、■; 5×2Gy IR 群(5 日×2Gy, n=18)、●; 

DSR-6434/IR 併用群 (0.1 mg/kg 週 1 回 計 4 回 + 5 日×2Gy, n=22) 

(b) (a)の生存曲線を示した。腫瘍容積が RTV4 に達したマウスは人道的エンドポイント

により安楽死した。 

(c) DSR-6434 群(c1)および、DSR-6434/IR 併用群(c2)の体重変化を示した。Y 軸に平行な点

線は DSR-6434 の投与日を示した。 

(d) (a)の腫瘍容積が RTV4 に達するまでに要した平均期間を示した。Saline 群に対する統

計解析を実施し、結果を*で示した(** P<0.01、*** P<0.001)。DSR-6434 群および、5×2Gy 

IR 群に対する統計解析を実施し、結果を+で示した(+++ P<0.001)。 

(e) 5×2Gy IR 群および、DSR-6434/IR 併用群の腫瘍への CD8+ T 細胞の浸潤割合を示した。

切片の全視野を Definiens Tissue Studio を用いて解析した。未治療(NT; Non Treat)群に

対する統計解析を実施した(* P<0.05)。NT(n=3)、5×2Gy IR 群(n=5)、DSR-6434/IR 併用

群(n=5) 

(f) (e)の解析に使用した免疫組織染色(IHC; Immune Histo Chemistry)の画像を示した。 
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c 

 
図 22．長期生存(LTS)マウス(DSR-6434/IR 併用群)のがん抗原特異的 CD8+メモリーT 細胞の

誘導 

コントロールマウス(同週齢、非担癌; naïve)(n=3)または、LTS マウス(DSR-6434/IR 併用

群のうち 90 日以上生存したマウス)(n=5)の脾臓細胞を調製し、50Gy の放射線を照射し

た CT-26(a)、AH-1 ペプチド(b)または、コントロールペプチド(c)と 6 日間培養した。その

後、50Gy の放射線を照射した CT-26 で 16 時間再刺激し、CD8+ T 細胞の IFN-γ 産生を Flow 

cytometry により解析した。Naïve 群に対して統計解析を実施した(*** P<0.001)。 
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b. 
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c 

 

 
d 

 
 
 
 
 
 
 

 
  

 
Treatment 

Days to reach RTV4 

(mean ± SEM) 

Saline 4.67 ± 0.33 

DSR-6434 4.67 ± 0.87  

15Gy IR 16.4 ± 0.67 ** 

DSR-6434 + 15Gy IR 23.89 ± 1.54 *** +++ 
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e.  
 
 
 
 

 

図 23．DSR-6434 と IR 治療併用によるマウス肉腫 KHT の肺転移抑制 

(a) 5×105 個の KHT 細胞をマウスの背部皮下に移植し、腫瘍容積が 180-220mm3 となっ

た時点より治療を開始した(治療開始日を Day0)。治療開始後の腫瘍容積の変化を示

し、各群のマウス 1 匹が RTV4 に達するまで腫瘍容積を計測した。□; Saline 群(生理

食塩水 週 1 回 計 4 回, n=6)、○; DSR-6434 群 (0.1 mg/kg 週 1 回 計 4 回, n=6)、■; 15Gy 

IR 群(15Gy, n=10)、●; DSR-6434/IR 併用群 (0.1 mg/kg 週 1 回 計 4 回 + 15Gy, n=22) 

(b) (a)の生存曲線を示した。腫瘍容積が RTV4 に達したマウスは、人道的エンドポイン

トにより安楽死した。 

(c) DSR-6434 群(c1)および、DSR-6434/IR 併用群(c2)の体重変化を示した。Y 軸に平行の点

線は DSR-6434 の投与日を示した。 

(d) (a)の腫瘍容積が RTV4 に達するまでに要した平均期間を示した。Saline 群に対する統

計解析を実施し、結果を*で示した(** P<0.01、*** P<0.001)。DSR-6434 群および、15Gy 

IR 群に対する統計解析を実施し、結果を+で示した(+++ P<0.001)。 

(e) DSR-6434/15Gy IR 併用群の原発腫瘍が RTV4 に達した際に、併用群または、

25Gy IR 群(対照群)より肺を採取し、肺転移をその程度によりスコア化した(方
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法は 2.1.3.1 参照) (n=9)。それぞれの肺の画像をグラフの上部に添付した(左; 
25Gy IR、右 DSR-6434/15Gy IR)。 
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2.1.3.3 考察 

 

TLR7 アゴニストにより活性化される抗腫瘍免疫の詳細なメカニズムは未だ明

らかになっていない。TLR7 アゴニストは、樹状細胞(pDC)を成熟化すると共に、

がん抗原(TAA; Tumor associated antigen)の提示を誘導し、T 細胞の活性化を促進す

ると考えられている 61,62。また、一方で TLR7 は IFN-α、IFN-γ や IL-12 等の Th1 サ

イトカインを介してがん特異的な T 細胞を活性化している可能性も考えられる

63。マウス同種移植モデルでは、移植する細胞によって免疫原性が異なっており、

CT-26 は内在性レトロウィルスの遺伝子産物である gp70 由来の AH-1 ペプチドを

産生しており、このペプチドは外来抗原であることから自己抗原に比べ免疫反

応が惹起されやすい。一方、KHT 細胞は外来抗原の発現に関する報告はなく、

CT-26 に比べ免疫原性が低い細胞であることが考えられる。著者らの研究では、

DSR-6434 治療は、CT-26 モデルに対し単剤で抗腫瘍効果を示したが、KHT 細胞に

対しては効果が認められなかった。このことは、TLR7 アゴニストによる抗腫瘍

作用が細胞免疫を介したメカニズムである可能性を示唆している。しかし、抗

原性の高い CT-26 モデルに対しても腫瘍の完全な退縮は認められず、DSR-6434

治療のみでは長期にわたり有効な CD8+メモリーT 細胞の誘導は難しいことが示

唆された。 

一方、マウスリンパ腫モデルにおいて、TLR7 アゴニストの全身投与と局所 IR

治療の併用が CD8+ T 細胞を長期に維持し、抗腫瘍作用および、生存を延長する

ことが示された 32。IR 治療で誘導された細胞死は、がん細胞上の MHC クラス I 分

子の誘導や APCs を活性化する DAMPs 分子の誘導を介し、がんの免疫原性を亢

進するとともに T 細胞を活性化することが報告されている 36,37,64。また、放射線
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処理したがん細胞を免疫すると全身の抗腫瘍免疫を活性化し、細胞の再移植に

対し非常に有効である 37。しかし、同種移植担癌マウスの腫瘍に対し IR 治療の

みをおこなっても、抗原特異的な免疫反応の活性化を十分に誘導することが出

来ないことも報告されている 29,39。実際のところ、臨床において緩和ケア(best 

supportive care)に比べ、放射線治療がどの程度免疫反応を亢進しているかは明ら

かになっていない。 

腫瘍局所はがん微小環境(血管新生や細胞増殖が盛んな免疫抑制性の環境)

を形成していることが明らかとなっており、がん微小環境をターゲットとした

免疫療法剤の開発が盛んに行われている。IR 治療は、免疫アネルギー環境の形

成を担当する免疫細胞やその環境下のがん細胞の細胞死を誘導し、がんの免疫

原性を高めることが期待される。しかし、本研究において IR 治療のみでは CD8+ 

T 細胞の浸潤が認められたにも関わらず、がんを完全に退縮することはできなか

った。このことは、IR 治療のみでは腫瘍局所のがん微小環境を完全に変化でき

ず、また活性化する免疫反応が限定的であることが示唆された。そのため、IR

治療によって免疫原性の高い細胞死を誘導するとともに、免疫アジュバント作

用のある薬剤を併用することで、がん抗原に対する抗腫瘍免疫が十分に活性化

することが期待される。本研究結果において DSR-6434 と IR 治療の併用はそれぞ

れの治療に比べ強い抗腫瘍作用を示し、免疫原性の高い CT-26 モデルに対しては

55%のマウスが腫瘍を完全に拒絶し長期間生存した。DSR-6434 は、in vitro にお

いて細胞増殖抑制作用を示さないことから、がん細胞への直接作用はなく、が

ん抗原特異的免疫反応を介した抗腫瘍作用を示しているとが考えられる。また、

CT-26 モデルにおいて DSR-6434/IR 併用群の長期生存(LTS)マウスは、CD8+メモリ

ーT 細胞を誘導していることが示唆された。さらに、IR 治療群および、DSR-6434/IR

併用群では有意に抗腫瘍作用が異なるものの、腫瘍中への CD8+ T 細胞の浸潤の
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割合に差は認られないことから、両治療では誘導した CD8+ T 細胞に質的な違い

があり、併用群ではより抗原特異的 CD8+ T 細胞が誘導された可能性が考えられ

た。 

KHT 肉腫モデルでは、DSR-6434/IR 併用治療は原発腫瘍を抑制すると共に、肺

への転移も有意に抑制した。以前、局所の IR 治療が遠隔の転移腫瘍にも有効で

あることが報告された 65。この結果は、IR 治療が全身性の免疫反応を活性化し

ていることが考えられ、免疫活性化剤との併用により遠隔転移へのさらなる治

療効果の増強が期待された 39,66。DSR-6434/IR 併用治療は、腫瘍部位にのみ IR 治

療を行っていることから、併用群の転移抑制作用は IR による直接作用ではない

ことは明らかである。DSR-6434/IR 併用治療は、がん抗原特異的 CD8+ T 細胞を誘

導し、原発腫瘍と肺の転移をともに抑制したと考えられる。このことから誘導

された CD8+ T 細胞は原発腫瘍および、肺の転移腫瘍を同様に認識していること

が考えられ、どちらのがん抗原も共通した内因性のがん抗原に対する免疫反応

が活性化したことが示唆される。IR 治療では DNA 損傷や異常タンパク質の発現

から新規のペプチドが誘導されることが報告されているものの、ここで得られ

た結果からはこのような反応が誘導された可能性は低いと考えられる。 

欧米では 50%のがん患者は、がん治療の一部として放射線治療を受けている

が、多くの患者が転移等の再発に苦しんでいる。腫瘍縮小効果のある治療法 (放

射線治療や化学療法)と免疫療法(免疫活性化剤や免疫チェックポイントの阻害

剤)の併用は予後の改善に繋がることが期待され、新しい治療法として確立する

ことが望まれている。本研究結果は、固形がんの原発腫瘍や転移がんの治療に

TLR7 アゴニストの全身投与と放射線治療の併用が有効かつ合理的であることを

示唆し、将来、臨床研究されることを期待する。 
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3 総括 

 

TLR7 アゴニストである SM-276001 および、DSR-6434 を用いた研究により、以

下のことを明らかとした。 

 

I. TLR7、8 または、9 を発現する細胞を用いて、SM-276001 および、DSR-6434

が選択的な TLR7 アゴニストであることを示した。また、マウス脾臓細胞を

用いた検討において SM-276001 および、DSR-6434 は炎症性サイトカイン、

ケモカインを誘導し、また、各種免疫細胞を活性化することを明らかにした。

さらに、マウスを用いた PK/PD プロファイル解析の結果、SM-276001 の経口

投与は投与量依存的に血中濃度が増加し、血中濃度が in vitro における最低

有効濃度を超えると免疫反応が活性化することを示し、良好な PK/PD プロフ

ァイルを示すことを明らとした。 

 

II. マウス腎がん細胞株 Renca 移植モデルおよび、マウス大腸がん細胞株 CT-26

移植モデルにおいて、SM-276001 は Vehicle 群に比べ有意な抗腫瘍を示すこ

とを明らかにした。SM-276001 は Renca、CT-26 細胞に対して直接的な細胞

障害活性を有していないことから、これらの作用は免疫を介した作用である

ことが示唆された。また、マウス卵巣がん細胞株(HM-1)を用いた自然転移モ

デルにおいて、SM-276001 の経口投与および、気管内投与は有意に肺転移を

抑制した。気管内投与では全身性のサイトカイン産生を誘導するものの、経

口投与時のサイトカイン産生に比べ産生量が低く、肺局所で主にサイトカイ

ンを誘導した。そのため、投与部位の所属リンパ節である腋下リンパ節への

転移は有意に抑制したが、鼠蹊・上腕リンパ節への有意な転移抑制作用は認
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められなかった。一方、経口投与では全身性のサイトカインを誘導すること

から、鼠蹊・腋下・上腕リンパ節への転移を有意に抑制した。このように投

与ルート(全身または、局所)の違いにより免疫活性化および、それに伴い誘

導される抗腫瘍作用に違いがあることを明らかとした。 

 

III. マウス大腸がん細胞株 CT-26 移植モデルおよび、マウス肉腫細胞株モデル

KHT 自然転移モデルを用いて、DSR-6434 と IR 治療の併用効果を評価した。

免疫原性の高い CT-26 モデルでは、DSR-6434 全身投与で有意な抗腫瘍を示し

た。また、DSR-6434/IR 併用治療はそれぞれの単独の治療に比べ、有意に抗

腫瘍作用を示し、併用群の約 55%のマウスが完全に腫瘍を退縮した。これら

のマウスでは CT-26 細胞に対するがん抗原特異的 CD8+メモリーT 細胞が誘導

していることが示唆された。一方、免疫原性の低い KHT 自然転移モデルでは、

DSR-6434 治療では原発腫瘍に対し抗腫瘍作用を認めなかった。しかし、

DSR-6434/IR 併用治療では、IR 治療に比べ原発腫瘍に対し有意に抗腫瘍作用

を示し、DSR-6434 が IR 治療の抗腫瘍効果を増強することを明らかにした。

さらに、DSR-6434/IR 併用治療では、IR 治療に比べ有意に肺転移を抑制した。

以上の結果より DSR-6434 と IR 治療の併用が有効な治療法となる可能性を示

した。 

 

今後、TLR7アゴニストを医薬品として開発するためには、TLRアゴニストによ

って誘導される抗腫瘍メカニズムの更なる解析やTLR7アゴニストによって誘導

される生体内の免疫反応について解析する必要があると考えられる。本論文が

今後の研究に役立てば幸いである。 
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