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研究成果の要旨 

各種網羅的遺伝子解析技術、cDNA サブトラクション、患者 T 細胞や抗体を用いた DNA クローニン

グ法により、各種癌種で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、新規開発 HLA 遺伝子導入マウスを用いて、日本人に頻度の高い HLA-A24 や-A2 結合 T

細胞エピトープを同定した。同定抗原の免疫原性の解析により個別化免疫療法の必要性を示した。

同定ペプチドを用いた免疫の臨床試験を開始し、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。投与抗原特異的 IgG 抗体が検出される例があり、その意義解明により、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が認められ、腫瘍

抗原特異的 T細胞の誘導が起こりえることを確認した。T細胞による癌細胞傷害機構の解析、ヒト T

細胞再構成マウスの作製、TCR 遺伝子導入による腫瘍反応性 T細胞の作製、抗原遺伝子導入細胞や高

感度 Q-dot HLA マルチマーを用いた免疫モニター法や Hsp90 ペプチド複合体による免疫法の開発な

ど、免疫療法の改良に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、ヒト腫瘍抗原とT細胞エピトープを同

定し、抗腫瘍免疫応答の解析と免疫療法の臨床試験の実
１○研究目的 
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施・評価、その改良により、各種癌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では、網羅的遺伝

子発現解析法や患者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、改良を加えて腫瘍抗

原を単離同定する。また既知候補分子が抗原になるかを

検討する。2. T細胞エピトープの同定では、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やHLA遺伝

子導入マウスを用いたT細胞エピトープ推定も試みる。3. 

抗腫瘍免疫応答の解明では、腫瘍抗原に対する免疫応答

を、患者検体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、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、新しい方法を開発し臨床試験

に役立てる。5. 臨床試験の実施では、安全性、免疫誘導

効果、抗腫瘍効果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。 

 

２ 研究成果 

  

1. 新規腫瘍抗原の同定 

 

1) 腫瘍反応性T細胞を用いた腫瘍抗原の単離同定 

 自家骨肉腫特異的CTLを用いて、骨肉腫やユーイング肉

腫など各種肉腫に発現する抗原PBFを単離同定し、T細胞

エピトープを決定した。HLA-A31拘束性胃癌抗原C98を単

離した。この遺伝子のスプライシングバリアントは腫瘍

特異的に発現し正常組織での発現は認めなかった。 

 

2) 癌患者血清抗体を用いた腫瘍抗原の単離同定 

(SEREX法) 

膀胱癌患者血清を用いて自家膀胱癌細胞株cDNAライブ

ラリーをスクリーニングし、膀胱癌組織に発現する抗原

KU-BL２を単離した。KU-BL2特異的IgG抗体は膀胱癌患者

血清に検出されたが健常人では認められなかった。合成

KU-BL２ペプチドを用いてHLA-A24拘束性膀胱癌反応性

CTLを誘導できた。 

 

3) cDNAサブトラクションによる腫瘍抗原同定 

 

i) Differential display法 

 高悪性度非ホジキンリンパ腫に高発現するAurora-Aを

同定した。Aurora-Aは正常細胞にはほとんど発現せず、

非ホジキンリンパ腫など各種腫瘍細胞に高発現する。

Aurora-Aペプチドで腫瘍細胞傷害性CTLが誘導された。リ

ンパ腫細胞株へのアンチセンス導入により、細胞周期は

G0/G1期に止まり増殖抑制が認められ、新たな分子標的療

法の標的にもなりうることが判明した。 

 

ii) RDA法 

RDA法を用いて濃縮した精巣特異的cDNAの中から、癌細

胞にも発現する分子をRT-PCR法で検索し、癌精巣特異的

発現を示すKU-CT4を同定した。悪性黒色腫患者血清中に

は、大腸菌組換えKU-CT4蛋白を認識するIgG抗体が認めら

れ、新規癌精巣抗原であることが確認された。 

 

iii) SAGE法 

 SAGE法を用いて悪性黒色腫細胞cDNAプロファイルを解

析し、色素細胞と悪性黒色腫に特異的に発現するPAX3を

同定した。悪性黒色腫患者血清中には大腸菌組換えPAX3

蛋白を認識するIgG抗体が検出され、腫瘍抗原であること

が確認された。 

 

iV) DNAチップ法 

 DNAチップによる各種組織cDNAプロファイルの比較と

ESTデータベースを用いて、新規ヒト腫瘍抗原（悪性黒色

腫抗原FCRL、FABP7、腎癌抗原KU-RCC1、種々の癌細胞に

高発現するKU-CT3、KU-CT6、KU-CR1）を同定した。それ

ぞれの大腸菌組換え蛋白に対するIgG抗体が癌患者血清

中に検出され、患者に免疫原性がある腫瘍抗原であるこ

とが確認された。また、別のDNAチップセットを用いて、

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。 

 

 以上のように、各種分子生物学的、免疫学的手法を用

いて多数の腫瘍抗原を同定した。癌患者におけるIgG抗体

の存在は、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、CD4+T細胞抗原として免疫療法に応

用できる可能性を示す。膀胱癌抗原では、腫瘍反応性CD8+ 

CTLの誘導が可能であった。同定腫瘍抗原の診断への応用

に関しては、治療後予後が良い患者では血清抗体が消失

する例があり、予後診断あるいは早期診断にも応用でき

る可能性があり、今後、多数検体を用いた臨床的検討が

必要である。 

 

2. T細胞認識エピトープペプチドの同定 

 

1) In vitro T細胞誘導法による同定 

 

i) 前立腺癌抗原 

前立腺癌患者末梢血リンパ球から in vitro T 細胞誘導

法で前立腺癌反応性 CTL を誘導できる HLA-A24, -A2, 

-A11, -A31, -A33 等に拘束される前立腺関連抗原（PSA、

PSMA、PAP、PSCA）ペプチドを同定した。抗原ペプチドに

よっては液性免疫も誘導することが判明した。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免

疫原性を検討し、骨転移癌病変に関わる PTHrP 由来の

HLA-A24、-A2 結合エピトープと polycomb 蛋白 EZH2 由来

HLA-A24 結合エピトープを同定した。 
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ii) 子宮頸癌関連 HPV type 16 

子宮頸癌発症に関わるHPV type 16のE6とE7において、

子宮頸癌細胞反応性 CTL を誘導できる HLA-A24 結合 T細

胞エピトープを同定した。 

 

ⅲ) 各種癌に発現するsurvivinとlivin抗原と滑膜肉種

抗原SYT-SSX 

 in vitro CTL誘導法により、survivinとlivinおよび滑

膜肉種抗原SYT-SSXのHLA-A24結合性T細胞エピトープを

同定した。Survivin２BペプチドはほとんどのHLA-A24+

患者リンパ球からCTL誘導が可能であった。 

 

ⅳ) CD4+T細胞認識WT1ヘルパーT細胞エピトープ 

WT1 全長に対して 10 アミノ酸重複 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、HLA-DP5 拘束性に WT1 発現白血

病細胞を直接傷害し、concanamycin A によって細胞傷害

性が抑制されたことから、パーフォリン依存性経路によ

る細胞傷害性をもつことが明らかとなった。 

 

2) HLA-A24遺伝子導入マウスの作製と遺伝子銃や新規

HLA-A24結合ペプチド予測プログラムを用いたT細胞エピ

トープの同定 

 

i) 遺伝子銃を用いる方法 

β2 ミクログロブリンとキメラMHC(ヒトHLA-A24α１

とα２とマウスα３)を連結した遺伝子導入マウスとβ2 

ミクログロブリン欠損マウスを用いてマウスH-2発現の

ないHLA-A24遺伝子導入マウスを作製した。このマウスに

抗原候補cDNAを遺伝子銃で免疫し、脾細胞中CD8+T細胞の

反応性をELISPOT法で検討することにより、癌精巣抗原 

SAGEとMAGE-A4のHLA-A24拘束性 CTL エピトープを同定

した。このT細胞エピトープを用いてヒト末梢血から癌細

胞反応性T細胞を誘導することができた。 

 

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 

HLA 結合実験と予測を繰り返す能動学習によって開発

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を HLA-A24 遺伝子導入マウスに免

疫することにより、腫瘍抗原 FCRL、PAX3、CAGE の T細胞

エピトープを同定した。新規アルゴリズムにより、既存

のプログラムでは見落とすペプチドを同定できることが

判明した。 

 

3. 抗腫瘍免疫応答の解明 

 

1) 同定腫瘍抗原に対する免疫応答 

同定腫瘍抗原の多数患者における免疫原性を血清IgG

抗体の存在により検討したところ、個々の患者により異

なることが判明した。個々の患者における腫瘍抗原発現

量、HLAタイプを含む患者免疫応答能により免疫原性が規

定されていると考えられ、共通抗原でも癌細胞と患者の

両者を考慮した個別化免疫療法の必要性が示唆された。 

 

2) ペプチド免疫により誘導される特異的 IgG 抗体の意

義解明 

ペプチド免疫において IgG 抗体誘導と臨床効果に正

の相関が認められたが、PSA ペプチド特異的 IgG 抗体が

誘導された症例では、ペプチド特異的 CD4 陽性 T細胞お

よび PSA 蛋白反応性 IgG 抗体と CD4 陽性 T細胞も誘導さ

れていることが判明した。免疫複合体が検出できる例も

あり、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の

解明、また、効果的な免疫プロトコールの作成において

重要な知見である。 

 

3) ヒトCTL癌細胞傷害機構の解明 

Fas欠損家系（ALPS）とperforin欠損家系（FHL）由来

細胞を用いて、CTLの細胞傷害機構を解析したところ、ヒ

トCD4+CTLも主要な細胞傷害機序はperforin/granzymeに

よることが判明した。また、CD4+CTLはperforinが発現し

ない状況では、Fasを介した細胞傷害性を示すことを明ら

かにした。また、CD8+CTLは細胞周期に関わらず恒常的に

perforin発現が認められ細胞傷害活性にも大きな変化は

認められないが、CD4+CTLでは細胞傷害活性とperforin

発現はG2/M期に上昇することが判明した。Perforin発現

は転写レベルで調節されており、活性化に伴って

perforinプロモーターへのstat 5の結合活性上昇が認め

られた。 

 

骨髄腫患者末梢血中にもWT1特異的CTLが存在し、骨髄腫

細胞を傷害することをみいだしたが、骨髄腫細胞はリン

パ腫細胞に比べて精製パーフォリンに対して高感受性で

あることを明らかにし、細胞傷害抵抗性においては、CTL

由来細胞傷害分子に対する感受性も重要であることを明

らかにした。 

 

4) 免疫不全マウスを用いたヒトワクチン開発モデルマ

ウスの確立 

重症免疫不全マウス NOD/scid/common γ-null と

nude/NOD/scidマウスにヒト臍帯血CD34陽性造血幹細胞

を移植すると、成熟 T 細胞と B 細胞の出現が認められ、

OVA 免疫により、OVA 特異的 IgM、IgG 抗体産生が確認さ

れ、さらにアロ抗原特異的 CTL の誘導も観察され、本マ

ウスはワクチン開発に有用であることが示唆された。 

 

4. 免疫療法・免疫モニター法の改良 

 

1) 抗原mRNA導入細胞を用いた免疫モニター 
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複数の抗原ペプチド（同定および未同定抗原）に対す

る免疫モニターを可能にする方法を、抗原mRNA導入リン

パ球を用いて開発した。本法は、多価性癌ワクチンの臨

床試験に使用できる。 

 

2) 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。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、

臨床試験における免疫モニターに使用する予定である。 

 

3) T細胞受容体遺伝子導入による腫瘍反応性T細胞作製 

HLA-A24拘束性WT1ペプチド特異的CTLクローンからT細

胞レセプターα鎖とβ鎖遺伝子をクローニングし、レン

チウイルスベクターを用いて正常CD4＋とCD8＋Ｔ細胞に

遺伝子導入して、Th1サイトカイン産生性のヘルパー活性

の期待できるHLA-A24拘束性WT1特異的腫瘍反応性CD4+T

細胞を作製することができ、養子免疫療法への臨床応用

が考えられた。 

 

4) 抗原ペプチド hsp90 複合体による免疫誘導効果増強 

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。 

 

5. 臨床試験実施と免疫モニターによる科学的評価 

 

1) 滑膜肉腫に対するSYT-SSXペプチド免疫 

 HLA-A24結合SYT-SSX ペプチドを用いた免疫の臨床試

験を実施し、重篤な副作用なく、肺転移巣の増殖が停止

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

めた。 

 

2) 大腸癌、乳癌、肺癌、口腔癌、リンパ腫に対する

survivinペプチド免疫 

HLA-A24結合survivinペプチド免疫の臨床試験を実施

中であるが、いずれの癌種でも重篤な副作用は認めず、

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、他症例では腫瘍増大停止が見られた例は

あるが、MR にはならなかった。免疫誘導効果は、大腸癌

では HLA テトラマー解析で 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。 

 

3) 前立腺癌に対するPSA, PSMA, PSCAペプチド免疫 

広く癌に発現する腫瘍抗原に加え、本研究で同定した

前立腺関連抗原ペプチドを候補に含めたペプチド免疫を

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、ペプチド免疫により液性免疫も誘導されること

が明らかになった。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。 

 

4）WT1とhTERTペプチド免疫 

WT1 あるいは hTERT ペプチド免疫の臨床試験（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 と 3名ずつ増量投与した。hTERT ペプチド

免疫では、Grade3 以上の有害事象は認めず、全身転移腎

がん患者 2名において進行が停止し、微小肺転移巣の消

失が認められ、患者末梢血から hTERT 特異的 CTL が誘導

された。WT1 ペプチド免疫では、骨髄異形成症候群患者 1

例で、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 誘導が確認さ

れた。臨床効果が認められなかった患者の多くからは

CTL 誘導が確認されなかった。 

 

5）同種造血幹細胞移植後の腫瘍抗原特異的T細胞誘導 

同種造血幹細胞移植により、固形腫瘍においても抗腫

瘍効果(GVT効果)が認められることを確認した。機序解明

のために、移植後の腫瘍抗原(CEA、WT1、PRAME、TERT)

特異的T細胞の変化をELISPOT法とHLAテトラマー法で解

析したところ、大腸癌1例では移植後のCEA特異的CTL増加、

また、急性骨髄性白血病等の造血器腫瘍と腎がん症例２

例においてWT1特異的T細胞の増加が検出された。腫瘍抗

原特異的T細胞の治療効果への関与については、さらなる

検討が必要であるが、ミニ移植にペプチドや樹状細胞免

疫、リンパ球投与を組み合わせた治療を今後計画予定で

ある。 

 

３ 倫理面への配慮 

 倫理面への配慮については、臨床検体は提供施設の倫

理委員会の規定に基づき、本研究の趣旨を十分に説明し、

文書での同意を得た上で提供された。必要に応じて、本

研究の目的、方法、試料提供者にもたらされる利益およ

び不利益、個人情報の保護、結果の開示、研究結果の公

表、研究結果から生じる知的財産権の帰属、解析研究終

了後の試料の取り扱いの方針、研究協力の任意性と撤回

の自由、および費用負担に関する事項などにつき明確に

した。本研究に関しては、臨床試験も含めて、すでに各

研究施設における倫理委員会の承認を得て実施している。 
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