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研究成果の要旨 

本年度は、昨年に引き続き、DNA チップを用いた網羅的遺伝子発現解析により、多数の新規ヒト腫

瘍抗原を単離し、新規 HLA 結合ペプチド予測プログラム、in vitro T 細胞誘導法、HLA 遺伝子導入

マウス等を用いて、日本人に頻度の高い HLA-A24 や-A2 に結合する T 細胞エピトープを同定した。T

細胞エピトープペプチドを用いた各種癌に対する免疫の第 I 相臨床試験を開始し、重篤な副作用な

く一部の症例で免疫効果と抗腫瘍効果が認められた。投与ペプチドに対する IgG 抗体が検出される

症例があり、その意義解明による免疫療法の改良が考えられた。同種造血幹細胞移植により固形癌

に対しても抗腫瘍効果(GVT 効果)が認められ、腫瘍抗原に対する T細胞応答が増強する場合があるこ

とが明らかになった。また、ヒト T細胞再構成マウス、免疫モニター用の Q-dot を用いた高感度 HLA

マルチマー、Hsp90-ペプチド複合体による免疫誘導増強など、今後の免疫療法の改良に直接結びつ

く基礎研究成果をあげた。 
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分担研究課題 

各種遺伝子解析を用いたヒト腫瘍抗原の同定 

 

ヒト腫瘍抗原ペプチドの同定とその臨床応用 

腫瘍抗原ペプチドの同定と CTL 癌ワクチンの臨床試験 

再燃前立腺癌に対するペプチドワクチン療法に関する研

究 

造血器腫瘍に対するペプチドワクチン療法の開発 

ペプチドを用いた同種移植後の抗原特異的免疫回復の解

析とそれを用いた受動免疫療法の開発 

 

 

 

 

 

  

  

総括研究報告  

  

本研究の目的は、ヒト腫瘍抗原およびT細胞エピトープ

ペプチドを同定し、それを用いた抗腫瘍免疫応答の解析

と免疫療法の臨床試験の実施と評価、また、その改良に

より、各種癌（消化器癌、乳癌、泌尿器癌、婦人科癌、

１○研究目的 
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本年度は、網羅的遺伝子解析技術のうちDNA chip法を

用いて新規腫瘍抗原を多数同定した。正常組織42検体、

癌組織45検体、正常培養細胞株16検体、癌細胞株97検体

を用いたDNA chip法による遺伝子発現解析結果を比較す

ることにより、胃癌で高発現するKU-CT3、腎癌で高発現

するKU-RCC-1、種々の癌細胞に高発現するKU-CT6、KU-CR1

を同定した。各種正常組織、癌組織、正常培養細胞株、

癌細胞株を用いたRT-PCR、定量PCR法により、KU-CT3は胃

癌だけでなく、肺癌、悪性黒色腫、子宮体癌、大腸癌な

どでも発現が認められ、KU-RCC1は腎癌組織や腎癌細胞株

で高頻度に発現していた。多発性骨髄腫で発現が報告さ

れ、転座や遺伝子増幅が認められているKU-CT6は、多発

性骨髄腫、子宮体癌、卵巣癌、食道癌、膵癌、大腸癌、

肺癌など多くの癌で発現が認められた。FGFファミリーに

属するKU-CR1は大腸癌組織および細胞株、肺癌、食道癌

で発現していた。また各抗原の大腸菌組換えタンパクを

作製し、癌患者血清中における特異IgG抗体の存在を

Western blot法により検討したところ、KU-CT3は悪性黒

色腫患者27例中13例、KU-RCC1は腎癌患者28例中3例、

KU-CT6やKU-CR1では、それぞれ子宮体癌および肺癌患者

でIgG抗体が検出された。IgG抗体の存在は、癌患者にお

いて同じ腫瘍抗原に対するCD4+T細胞が活性化されてい

ることを意味し、新規同定腫瘍抗原は、少なくともCD4+T

細胞抗原として免疫療法に応用できると考えられる。 

造血器腫瘍、肉腫、悪性黒色腫など）に対する抗原ペプ

チドを標的とした免疫療法の可能性を追究することであ

る。同時に腫瘍抗原を用いた癌の診断法開発も検討する。 

 

具体的には、1. 新規腫瘍抗原の同定においては、網羅

的遺伝子発現解析(DNA Chip, DNAマイクロアレイ、SAGE

など)や患者T細胞や抗体を用いたcDNA発現クローニング

法などの各種方法を試み、改良を加えて新規腫瘍抗原を

単離同定する。また既知の候補分子が抗原になるかを検

討する。2. T細胞認識腫瘍抗原ペプチドの同定において

は、健常人や患者末梢血リンパ球を用いたin vitro T細

胞誘導法を用いて、CD8+T細胞やCD4+T細胞が認識する抗

原ペプチドを決定する。その際、新規開発HLA-A24結合ペ

プチド予測プログラム、HLAトランスジェニックマウスへ

の腫瘍抗原免疫実験によるT細胞エピトープの推定も試

みる。3. 抗腫瘍免疫応答の解明においては、腫瘍抗原に

対する免疫応答を、患者、健常人検体（末梢血、腫瘍浸

潤リンパ球など）を用いて、各種免疫アッセイにより検

討する。また、T細胞による癌細胞認識傷害機構の解明を

試み、将来の免疫療法改良へと結びつける。4. 免疫療

法・免疫モニタリング法の改良においては、新しい手法

を開発し将来の臨床試験に役立てる。5. 臨床試験の実施

と免疫モニタリングによる科学的評価においては、安全

性、免疫効果（Elispot、HLAテトラマー、抗体産生など）、

抗腫瘍効果（画像診断、腫瘍マーカー、免疫組織化学な

ど）を評価することにより、免疫療法の問題点を明らか

にし、改良法を考え、新たな免疫療法の開発を行う。 

 

また、別の DNA チップセットを用いて、35種類の新規

腫瘍抗原候補を抽出し、RT-PCR 法により、正常組織に発

現が極めて低く、癌組織に過剰発現する腫瘍抗原候補 17

種類を同定した。そのうち 5種類は新規蛋白質であり、

２種類は MMP ファミリー、１種類は酸素センサー分子、

１種類は蛋白リン酸化酵素であった。このうちの一つは

前立腺癌と乳癌に特異的に発現し、腫瘍マーカーとして

も有用であることが示唆された。 

 

２ 研究成果 

 

 本年度は、昨年度に引き続き、DNA Chipを用いた網羅

的遺伝子発現解析により、各種癌における新規ヒト腫瘍

抗原を同定し、in vitro T細胞誘導法やHLA 遺伝子導入
マウスを用いてT細胞エピトープを同定した。抗腫瘍免疫

応答の解析においては、ペプチド免疫の臨床試験におい

て、投与ペプチドに対する免疫応答をHLAテトラマー法な

どにより解析しただけでなく、投与ペプチドに対するIgG

抗体誘導の意義を詳細に検討し、また、同種造血幹細胞

移植における抗腫瘍免疫応答の解析を行った。免疫モニ

ター法の改良として、 Q-dotを用いた高感度HLAマルチマ

ーを開発し、免疫法の改良として、Hsp90/腫瘍抗原ペプ

チド複合体を用いた免疫法を開発した。高度免疫不全マ

ウスへのヒト造血幹細胞移植により、ヒト免疫再構成マ

ウスを作製し、ワクチンのモデルに使用できる可能性を

示した。また、昨年に引き続き、各種同定腫瘍抗原のT

細胞エピトープを用いて、臨床試験を実施し、現在のと

ころ重篤な副作用を認めずに、一部の患者においては免

疫誘導効果と抗腫瘍効果が認められている。以下に、具

体的な成果を述べる。 

 

2. T細胞認識エピトープペプチドの同定 

 

1) In vitro T細胞誘導法によるT細胞エピトープの同定 
 

i) 前立腺癌抗原T細胞エピトープの同定 

 

本年度は、PSA、PSMA、PAP において、HLA-A3 スーパ

ーファミリー(A11, A31, A33) 拘束性のペプチド候補を

複数同定し、また、前立腺関連抗原は他の癌種でも発現

することをみい出した。前立腺癌関連抗原以外で、ホル

モン抵抗性前立腺癌や骨転移性前立腺癌に発現する分子

の抗原性を検討したところ、骨転移癌病変に関わり高 Ca

血症の原因となる Parathyroid hormone-related 

protein(PTHrP) において、HLA-A24 および-A2 結合 T細

胞エピトープを同定した。さらに、gene silencing に関

わる polycomb グループ蛋白 enhancer of zeste 

homologue 2 (EZH2) で、HLA-A24 結合性 T細胞エピトー

プを同定した。 

 

1. 新規腫瘍抗原の同定 
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ii) 子宮頸癌患者における HLA-A24 拘束性 HPV type 16

ペプチドの同定   

 

子宮頸癌発症に関わる human papilloma virus (HPV) 

type 16 の E6 と E7 において、HLA-A24 陽性子宮頸癌患者

末梢血から癌細胞反応性 CTL を誘導できる T細胞エピト

ープを同定した。 

 

iii) CD4+T細胞に認識されるWT1ヘルパーT細胞エピトー

プの同定 

 

WT1 全長に対して 10 アミノ酸が重複する 20 アミノ酸

ペプチドを 43 種類合成し、in vitro T 細胞誘導法によ
り、Th1 タイプの HLA-DP5 拘束性 WT1 特異的 CD4+T 細胞

を誘導した。この CD4+T 細胞は、WT1 発現白血病細胞を

HLA-DP5 拘束性に直接傷害でき、細胞傷害性は

concanamycin A によって抑制されたことから、パーフォ

リン依存性経路によるものであることが明らかとなった。 

 

2) HLA 遺伝子導入マウスを用いたT細胞エピトープ同定 

 

i) 遺伝子銃を用いる方法 

 

前年度確立したHLA-A24遺伝子導入マウスに、遺伝子銃

によりMAGE-A4cDNAを免疫し、T細胞エピトープを同定し

た。また、HLA-A24陽性健常人末梢血リンパ球を

MAGE-A4mRNAを導入したCD4+ PHA blastで刺激すること

により、MAGE-A4特異的T細胞が誘導され、ヒト癌細胞株

にも反応した。 

 

ii) 新規 HLA-A24 結合ペプチド予測プログラムで同定し

た候補ペプチドを用いる方法 

本年度は、新しく開発された HLA-A24 結合ペプチド予

測アルゴリズムを用いて決定した候補ペプチドで

HLA-A24 遺伝子導入マウスを免疫することによる T 細胞

エピトープの同定を試みた。本プログラムは、既存のプ

ログラムと異なり、少数のペプチドと HLA 分子との結合

実験結果からスタートし、予測と実験を繰り返す能動学

習によって作製され、個々の部位に適するアミノ酸とい

う概念を越えて、隣接するアミノ酸の影響も考慮したペ

プチド結合条件が予測できる。本アルゴリズムを用いて、

以前に DNA chip 解析により同定したメラノーマ、悪性リ

ンパ腫抗原 FCRL、SAGE 法により同定したメラノーマ抗原

PAX3、SEREX 法により同定した癌精巣抗原 CAGE の T細胞

エピトープ候補を同定した。この新規アルゴリズムによ

り既存の BIMAS や SYFPEITHI プログラムでは見落とすペ

プチドをエピトープとして同定できることが判明した。 

 

3.抗腫瘍免疫応答の解明 

 

1) T 細胞エピトープペプチド免疫により誘導されるペプ

チド特異的 IgG 抗体の意義の解明 

 

ペプチド免疫をした患者において、投与ペプチドに対

する IgG 抗体が顕著に増強される症例では、臨床効果が

認められやすいことを見いだしたが、その機序の解明を

試みたところ、投与ペプチド特異的 IgG 抗体が誘導され

た症例では、ペプチド反応性CD4陽性T細胞が誘導され、

さらに、PSA 蛋白に対する IgG 抗体および PSA 蛋白反応

性 CD4 陽性 T細胞も誘導されることが判明した。その免

疫複合体が血漿中に同定できる症例も確認された。これ

らは、B 細胞を介したエピトープスプレッディングが起

こった可能性を示唆しており、免疫療法後の免疫動態を

解明する上で、また、効果的な免疫プロトコールを作成

する上で重要な知見である。 

 

2) 免疫不全マウスを用いたヒトワクチン開発用モデル

マウスの確立 

 

新 た に 開 発 さ れ た 重 症 免 疫 不 全 マ ウ ス

NOD/scid/common γ null および nude/NOD/scid マウスに
ヒト臍帯血 CD34 陽性造血幹細胞を移植したところ、種々

の血液細胞に加えて成熟 T細胞と B細胞の出現が認めら

れた。このマウスの OVA 免疫により、OVA 特異的 IgM お

よび IgG 抗体の産生が確認され、さらにアロ抗原特異的

CTL の誘導も観察されたので、このマウスはワクチン開

発に有用である可能性が示唆された。 

 

4. 免疫療法・免疫モニター法の改良 

 

1) Q-dotを用いた高感度HLAマルチマーの作製 

 

Q-dot を用いることにより通常の HLA テトラマーより

感度の高い MHC マルチマーの作製に成功した。ウイルス

特異的 CTL の系で検討したところ、HLA テトラマーに比

して 5～10 倍の感度増強が認められ、今後、腫瘍抗原ペ

プチドワクチン臨床試験における免疫モニターに使用す

る予定である。 

 

2) 抗原ペプチド hsp90 複合体による免疫効果の増強 

 

腫瘍抗原ペプチド hsp90 複合体による免疫は CTL を効

率よく誘導することを明らかにし、免疫療法に有用と考

えられた。この複合体は樹状細胞に取り込まれた後、非

TAP 経路で CTL にクロスプレゼントされることが示唆さ

れた。 

 

5. 臨床試験の実施と免疫モニターによる科学的評価 

 

1) 大腸癌、乳癌、肺癌、口腔癌に対するsurvivinペプチ

ド免疫の臨床試験 

 

前年度に引き続き、大腸癌、乳癌、肺癌、口腔癌、リ

ンパ腫に対して、HLA-A24 結合性 survivin ペプチド免疫
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の臨床試験を実施中である。いずれの癌種でも明らかな

副作用は認めず、腫瘍マーカー低下が大腸癌 7/15、乳癌

4/14、肺癌 3/6、口腔癌 0/4 に認められた。しかし CT上

で MR は大腸癌 1例のみであり、他の癌種では画像上、腫

瘍増大停止がみられた例はあったが、MR にはならなかっ

た。免疫誘導効果に関しては、大腸癌ではサバイビン 2B

ペプチド HLA テトラマーで CTL 前駆細胞の上昇を検出し

たが、臨床効果との明らかな相関は認められなかった。 

 

2) 滑膜肉腫に対するSYT-SSXペプチド免疫の臨床試験 

 

 前年度に引き続き、HLA-A24結合性SYT-SSX ペプチドを

用いた免疫の臨床試験を実施中である。臨床的有効性に

関しては肺転移巣の腫瘍増殖が停止した症例が認められ

たが、明らかなMRにはならなかった。免疫誘導効果に関

しては、HLAテトラマーを用いた解析により、実施6例中、

肺転移のある患者2例でCTL前駆細胞の上昇を認め、この

ペプチドの免疫原性が確認された。 

 

3) WT1とhTERTペプチド免疫の臨床試験 

 

WT1 および hTERT ペプチドを用いた免疫療法の第Ⅰ相

臨床試験（WT1 6 名、hTERT 9 名）を実施中である。対象

疾患は、WT1 は急性骨髄性・リンパ性白血病、慢性骨髄

性白血病急性転化、骨髄異形成症候群、肺癌であり、hTERT

は腎癌、前立腺癌、悪性リンパ腫である。ペプチド＋IFA

を 2週間毎に0.5 -1.0-2.0mgを 3名ずつ量を増やし投与

した。hTERT ペプチド免疫においては、Grade3 以上の有

害事象は認めず、全身転移腎がん患者 2名で進行が停止

し、微小肺転移巣の消失が認められた症例があった。こ

れらの患者末梢血からは hTERT 特異的 CTL が誘導され、

免疫するごとに、その頻度が増した。WT1 ペプチド免疫

では、骨髄異形成症候群患者 1名において、赤血球輸血

の必要がなくなる程度の貧血改善と血小板数の上昇が認

められ、WT1 特異的 CTL の誘導が確認された。臨床効果

が得られなかった患者の多くでは CTL 誘導が確認されな

かった。 

 

4) 再燃前立腺癌に対するペプチド免疫の臨床試験 

 

広い癌腫に発現する腫瘍抗原ペプチドに加え、本研究

により同定した前立腺関連抗原ペプチドを候補に加えた

ペプチドの免疫療法を HLA-A24 陽性ホルモン抵抗性前立

腺癌患者に実施した。ペプチド単独で臨床効果が認めら

れない場合、エストラムチン半量投与を併用し、6 例で

50%以上の血中 PSA レベルの低下が認められた。副作用の

ほとんどはペプチド投与部の局所症状であったが、エス

トラムチン併用が原因と思われる脳梗塞が 1例に認めら

れた。免疫誘導効果に関しては、ペプチド単独では、14

例中 10 例でペプチド特異的 CTL が誘導され、14 例中７

例でペプチド特異的 IgG 抗体が誘導された。エストラム

チン半量投与併用例では、8 例中 6 例にペプチド特異的

CTL が誘導され、12例中 10 例でペプチド特異的 IgG 抗体

が誘導された。 

 

5) 疎水化多糖類（CHP）―Her2抗原蛋白複合体による免疫
の臨床試験 

 

CD4＋ヘルパーT 細胞エピトープも含む多価ワクチンと

して HER2 短縮型蛋白と疎水化多糖類との複合体

（CHP-HER2）を GMP 基準で作製し、第１相臨床試験を行

った。CHP-HER2 の安全性と免疫誘導能をエンドポイント

とし、HER2 蛋白 300μgに相当する CHP-HER2 を 2週間隔

で 3回皮下投与し、希望によりワクチン投与を継続した。

予定した 9症例の転移・再発腫瘍例（乳癌 4例、非小細

胞肺癌 2例、膵癌 1例、鼻腔腺癌１例、腎盂癌１例）の

エントリーを完了した。安全性に関しては全例グレード

１の一過性のワクチン接種部位の発赤を認めた。またグ

レード１の全身倦怠、下痢、皮膚掻痒感が 1例で観察さ

れたが、その他の有害事象は観察されなかった。多価性

ワクチンの免疫誘導効果の評価のため、146HER2 mRNA を

導入した自家CD4+PHA blastでin vitro刺激し、HER2mRNA
導入標的細胞を用いて IFNγ-ELISPOT を行った。4 症例

において4～8回のワクチン以後に146HER2に応答性を示

す CD8 陽性および CD4 陽性 T細胞を検出し、免疫回数に

伴い検出頻度が増加した。抗体産生解析ではワクチンを

受けた 8 症例で、投与した組み換え HER2 蛋白に対する

IgG の出現が 3－6 回免疫後に ELISA 法にて検出され、

8-10 回免疫後、高い抗体価を保った。検討した全ての症

例で IgG1 抗体が優位であった。また western blot にて

ワクチン投与後の患者血清中抗体は、癌細胞由来 HER2

蛋白に結合することもが確認された。したがって、

CHP-HER2 多価性癌ワクチンは安全であり、抗原蛋白に対

して液性免疫応答および MHC class I、class II 両方の

細胞性免疫応答を誘導できた。 

 

6) 同種造血幹細胞移植後の腫瘍抗原特異的T細胞の誘導  

 

前年度に引き続き、HLA-A2陽性同種造血幹細胞移植後

患者におけるPR1、PRAME、WT1に対する抗原特異的T細胞

解析をHLAテトラマー法を用いて行ったところ、WT1特異

的T細胞は、急性骨髄性白血病症例を含む複数の造血器腫

瘍と腎がん症例２例において陽性となった。腎がん症例

では経時的な解析により、WT1特異的T細胞は移植後早期

に出現すること、GVHDの出現に伴い出現すること、GVHD

の軽快と共に消失するか自然に消失する例がみられた。

WT1特異的T細胞の出現・消失と治療効果には関連性が疑

われるが、治療効果に寄与するかは不明であり、今後ミ

ニ移植にペプチドや樹状細胞免疫、抗原特異的リンパ球

投与などを組み合わせた治療で検証する必要があると考

えられた。 

 

３ 倫理面への配慮 

 

 倫理面への配慮については、本研究に用いる臨床検体
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