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研究成果の要旨 

 本研究の成果については、DNA チップを用いた網羅的遺伝子発現解析により、新規ヒト腫瘍抗原を

単離し、in vitro T 細胞誘導法を用いて、日本人に頻度の高い HLA-A24、-A2、A3 スーパーファミリ

ーに結合する T 細胞エピトープを同定した。同定抗原の癌細胞悪性形質への関与を示し、免疫療法

への有用性だけでなく、分子標的治療への応用の可能性を、また、各種癌種における発現と免疫原

性の解析により、新たな癌種への応用の可能性を示した。免疫療法改良のための基礎的検討として、

腫瘍抗原ペプチドと免疫賦活剤の腫瘍局所投与を併用した免疫プロトコールの改良、養子免疫療法

に用いる T細胞培養法の改良、免疫モニター法の改良などを行った。癌細胞の免疫回避機構として、

各種癌種における HLA クラス I 発現低下の検討、癌細胞からの免疫抑制分子産生機構の解明、癌細

胞の CTL 抵抗性機構の解明を行った。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療法の

臨床試験を段階的に実施し、サイトカイン追加による効果も検討した。臨床試験では、重篤な副作

用は認められずに、一部の症例で免疫効果と抗腫瘍効果が認められた。 

 

 

 

研究者名および所属施設 

 

研究者名 所属施設および職名 

河 上 裕 慶應義塾大学医学部 教授 

珠 玖 洋 三重大学大学院医学系研究科 教授

佐 藤 昇 志  札幌医科大学医学部 教授 

原 田 守 久留米大学医学部 助教授 

安 川 正 貴 愛媛大学医学部 教授 

平 家 勇 司 国立がんｾﾝﾀｰ研究所 主任研究官 

   

山 口 博志  九州がんｾﾝﾀｰ 医師 

 

 

 

研究報告 

 

１ 研究目的 

 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、 

 

 

分担研究課題 

各種遺伝子解析法を用いたヒト腫瘍抗原の同定 

ヒト腫瘍抗原ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの同定とその臨床応用 

腫瘍抗原ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの同定と CTL 癌ﾜｸﾁﾝの臨床試験 

再燃前立腺癌に対するﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞﾜｸﾁﾝ療法に関する研究 

造血器腫瘍関連抗原の同定とﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞﾜｸﾁﾝ療法の開発 

ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを用いた同種移植後の抗原特異的免疫回復とそ

れを用いた受動免疫療法の開発 

新規腫瘍抗原候補遺伝子の消化器癌・乳がんにおける発

現解析 

 

 

 

 

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新規腫瘍抗原と T細胞エピトープの同定： 

網羅的遺伝子解析や患者 T細胞・抗体を用いた DNA クロ
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ーニング法により腫瘍抗原を同定し、in vitro T 細胞誘

導法や HLA 遺伝子導入マウスを用いた方法で抗原ペプチ

ドを同定する。②抗腫瘍免疫応答の解明： 患者検体を用

いて免疫応答を解析し、抗腫瘍免疫応答を解明する。ま

た、免疫モニター法を改良する。③免疫制御法の改良: 

能動免疫プロトコールの改良や養子免疫療法に使用する

T 細胞培養法の改良などを行う。④癌細胞の免疫回避機

構の解明とその克服法の開発：癌細胞の HLA 発現の検討、

癌細胞からの免疫抑制分子産生機構の解明、癌細胞の

CTL による細胞傷害抵抗性機構の解明などを行う。⑤臨

床試験の実施と免疫モニターによる科学的評価：腫瘍抗

原ペプチドを用いた免疫療法の実施、その他の免疫療法

における腫瘍抗原ペプチド免疫モニターを施行する。臨

床試験では、安全性、免疫効果、抗腫瘍効果を評価し、

問題点を明らかにし改良する。 

 

２ 研究方法 

 本年度は、DNAチップ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細胞誘導法を用いて新規T細胞エピトープを同定

した。特定の癌で同定された腫瘍抗原の他種癌での発現

をRT-PCR法や免疫染色法により検討し、対応癌患者末梢

血リンパ球から腫瘍抗原特異的T細胞のin vitro誘導に

より免疫原性を検討し、抗原適応癌種の拡大を図った。

また、同定抗原の性質を遺伝子導入法やsiRNAを用いた発

現抑制法を用いて解析し、癌の悪性形質に関与する抗原

が分子標的治療の標的にもなり得ることを示した。抗腫

瘍免疫応答の解析には、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T細胞応答をHLAテトラマー法

やELISPOT法で解析し、また、血清IgG抗体の誘導を

Western blot法やELISA法で検討した。免疫制御法の改良

として、抗原ペプチドや免疫賦活剤の腫瘍局所投与併用

による能動免疫プロトコールの改良や、養子免疫療法に

使用するT細胞培養法の改良を行い、免疫モニター法の改

良として、副刺激分子遺伝子導入刺激細胞を用いた

ELISPOT感度増強を確立した。癌細胞の免疫回避機構の解

明とその克服に向けては、新規作製抗HLAクラス１モノク

ローナル抗体を用いた各種癌種におけるHLA発現を免疫

染色法で検討し、癌細胞由来の免疫抑制性可溶性分子の

産生機構をsiRNA法を用いて解析し、また、癌細胞のCTL

による細胞傷害抵抗性に関わる分子の同定をDNAチップ

を用いて進めた。各種同定腫瘍抗原のT細胞エピトープを

用いて、段階的に臨床試験を実施し、IFNやGM-CSFなどの

サイトカイン併用の効果も検討した。 

 

３ 研究成果 

 1. 新規腫瘍抗原の同定と解析 

 

1) 網羅的遺伝子解析により同定した腫瘍抗原の性質の

解析 

 

網羅的遺伝子解析技術のうちDNA chip法を用いて、多

種の新規腫瘍抗原候補を同定しているが、本年度は、ヒ

ト悪性黒色腫細胞株で高発現する分子FABP7の詳細な解

析を行った。RT-PCRでは、悪性黒色腫以外に、脳と脳腫

瘍で発現が検出されたが、その他の正常組織や癌細胞で

は発現が見られず、免疫染色により、悪性黒色腫組織で

高率に発現が認められた。siRNAオリゴヌクレオチドを用

いた機能阻害実験では、細胞増殖の抑制およびMatrigel

浸潤能の低下が認められ、悪性黒色腫の悪性形質に関与

することが示された。また、組換え細菌蛋白と組換えフ

ァージ蛋白を認識する血清IgG抗体は悪性黒色腫患者で

は高率に検出されたが、健常人30例とグリオーマ11例で

は検出されなかった。従って、FABP7は、抗原消失が起こ

りにくい腫瘍抗原として免疫療法や分子標的治療の標的

になり得ること、また、診断に応用できる可能性がある

ことが示された。 

 

2) 前立腺癌抗原の他の癌種への応用可能性の検討 

 

前立腺関連抗原 PAP は、免疫組織染色により、大腸癌、

胃癌、乳癌で蛋白発現が認められたが、腎癌では発現し

ていなかった。HLA-A24 陽性大腸癌と胃癌患者の末梢血

リンパ球より PAP ペプチド特異的 CTL を誘導することが

でき、癌細胞を特異的に傷害した。前立腺関連抗原

PTH-rP (parathyroid hormone - related protein) も、

胃癌、乳癌、肺癌、大腸癌、子宮頸癌、腎癌、脳腫瘍細

胞株における蛋白発現が認められ、HLA-A24 陽性の胃癌、

大腸癌、子宮頸癌および腎癌患者の末梢血リンパ球を、2

種の PTH-rP ペプチドで刺激することにより、PTH-rP ペ

プチド特異的かつ癌細胞反応性 CTL を誘導することがで

きた。したがって、PAP と PTH-rP は、前立腺癌以外の腺

癌に対する免疫療法の標的抗原に成り得ることが示され

た。 

 

2. T細胞認識エピトープペプチドの同定 

 

1) HLA-A3 スーパーファミリー(A11,A31,A33) 拘束性の

前立腺抗原ペプチドの同定 

 

本年度は、日本人の約 4割が発現している HLA-A3 スー

パーアレル (HLA-A11、HLA-A31、HLA-A33) に提示され、

前立腺癌反応性 CTL を誘導できる前立腺関連抗原(PSA, 

PAP, PSMA)由来ペプチドのさらなる同定を試み、前立腺

癌患者の血漿中IgG抗体に認識されやすい12種類につい

て、前立腺癌患者の末梢血リンパ球からの in vitro ペプ

チド特異的 CTL 誘導能を検討した結果、新規ペプチドを

同定した。これらの抗原ペプチドは、単一 HLA に限定さ

れずに、A3スーパーファミリー共通に応用できることを

示した。 

 

2) 癌精巣抗原の各種癌における発現解析と T細胞エピ
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トープの同定 

 

RT-PCR 法にて LAGE-1, NY-ESO-1, SCP-1, SSX-1, SSX-2, 

SSX-4 の計 6種類の癌精巣抗原の発現を食道癌 46例、胃

癌 102 例、大腸癌 98例、乳癌検討 129 例の組織を用いて

検討した結果、腫瘍組織においてある程度の発現があり、

免疫原性が高いと思われる標的抗原として、NY-ESO-1 を

選び、新規 HLA-A24 拘束性 T細胞エピトープの同定を試

みた。インターネット上で使用できる HLA-A24 結合ペプ

チド予測プログラムを用いて、9 種類のペプチドを選定

し合成した。次にペプチド結合能を FACS を用いた結合安

定性試験にて検討し、HLA-A24 に比較的親和性が高いと

考えられるペプチド 2種類を同定した。そのうちの一つ

で末梢血リンパ球を刺激することにより、ペプチド特異

的で、かつ HLA-A24 陽性 NY-ESO-1 陽性 の胃がん、大腸

がん、メラノーマ細胞株を細胞傷害する T細胞が誘導で

きた。このペプチドは新規 HLA-A24 結合性 NY-ESO-1 ペプ

チドであり、今後、各種癌に対する免疫療法に応用可能

である。 

 

3. 免疫療法・免疫モニター法の改良 

 

すでに開発したPHA刺激CD4+T細胞を刺激細胞として用

いる免疫モニター法をさらに改良するために、電気穿孔

法を用いてCD80 およびCD86 のRNAを導入したPHA刺激

CD4+T細胞を作成し、刺激細胞にすることにより、免疫モ

ニター感度の高いELISPOTアッセイを開発した。 

 

4. 癌細胞の免疫回避機構の解明と克服法の開発 

 

1) 癌細胞 HLA 発現解析のための新規モノクローナル抗

体の作製および各種癌組織 HLA 発現の検討 

 

ホルマリン固定病理パラフィン切片で腫瘍組織のHLA

クラスIを検出できる単クローン抗体2種を作製した。こ

の抗体染色により，臨床効果がみられた肺癌と大腸癌で

は約70-80%でHLA 発現が認められたが、臨床効果の低い

乳癌や前立腺癌では約80%で発現の低下消失が認められ

た。その他の腫瘍では、肉腫40％、口腔癌40％、胃癌50％、

膀胱癌60％の陽性率であった。腫瘍再発率など予後を検

討したところ，HLA クラスIの発現低下は予後不良因子で

あることが判明し、HLA発現の消失が癌細胞の免疫回避機

構として重要なことが示された。その機序として、乳癌

では、β2ミクログロブリン（β2M）の発現低下の場合が

多く、また、エピジェネティックな変化によることもあ

った。乳癌細胞株をヒストン脱アセチル化（HDAC）阻害

剤で処理すると、HLAクラスI発現上昇を認め、HDAC阻害

剤による免疫回避機構の克服の可能性が示唆された。 

 

2) 癌細胞活性化 MAPK シグナルによる免疫回避 

 

悪性黒色腫においては、高頻度に共通BRAFV600E変異ある

いは、BRAF高発現が認められ、MAPKシグナルの恒常的亢

進を起こし、悪性黒色腫の増殖、浸潤亢進という悪性形

質に関与している。悪性形質の一つとして、免疫抑制能

があるが、悪性黒色腫培養上清中には、免疫抑制性因子

IL-10, VEGF, IL-6 が検出され、樹状細胞の成熟化を抑

制する。MEK阻害剤またはBRAFV600E RNAiによるMAPK経路阻

害を行ったところ、これら免疫抑制性因子の産生が抑制

され、樹状細胞成熟化抑制作用が減弱した。従って、各

種癌種で亢進しているMAPK経路を、阻害剤やsiRNAで抑制

することにより、免疫回避機構の一部を克服できる可能

性が示された。 

 

3) CTL による細胞傷害抵抗性機序の解明 

 

アロ抗原特異的 CTL と HLA-A24 拘束性 WT1 特異的 CTL

クローンを、それぞれ B-LCL 株および HLA-A24 陽性白血

病細胞株と繰り返し混合培養し、CTL による細胞傷害に

抵抗性を示す細胞株の樹立を試み、親細胞株と比べて

CTL 細胞傷害に抵抗性を示す細胞株が樹立された。これ

らの標的細胞は、拘束 HLA や WT1 抗原の発現量に低下は

認められず、HLA や腫瘍抗原以外に、CTL 感受性を規定す

る因子の存在が示された。さらに、この因子を同定する

ために、マイクロアレイを用いて遺伝子発現量の差を網

羅的に解析したところ、いくつかの遺伝子に発現量の差

が認められ、細胞傷害抵抗性に関与する分子群が同定さ

れた。 

 

5. 免疫制御法の改良 

 

1) ペプチド能動免疫法の改良 

 

 ペプチドを用いた免疫療法の改良のために、マウス

SART3 ペプチドとcolon26大腸癌BALB/cモデルを用いて、

腫瘍抗原ペプチドと免疫賦活剤 OK-432 の腫瘍局所投与

の併用効果を検討した。SART3 ペプチドを全身免疫後に、

SART3ペプチドとOK-432を腫瘍局所に投与した場合に最

も強い抗腫瘍効果が認められた。その際、腫瘍への T細

胞浸潤が強く認められ、脾と局所リンパ節から SART3 ペ

プチド特異的 CTL が、また、血中に抗 SART3 ペプチド IgG

抗体が誘導された。したがって、腫瘍抗原ペプチドおよ

び OK432 の腫瘍局所投与併用による抗腫瘍効果の増強が

確認された。 

 

2) 養子免疫療法に用いるT細胞の培養法の検討 

 

抗CD3/抗CD28 抗体ビーズとCMV溶解物を用いて、養子

免疫療法に使用するCD4+T細胞の培養方法を検討し、効率

よくCMV感染PHA芽球を傷害するCD4+T細胞の培養法を確

立した。 

 

6. 臨床試験の実施と免疫モニターによる科学的評価 

 

1) Survivinペプチド免疫の臨床試験 
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大腸癌患者を中心に、 ①Survivin 2B ペプチド単体、

②Survivin 2B ペプチド＋IFA、③Survivin 2B ペプチド

＋IFA＋IFNα、④Survivin 2B ペプチド＋IFA＋GM-CSF

という臨床試験を施行した。いずれのグループにも重篤

な副作用は認めず、臨床効果（SD あるいは PR および腫

瘍マーカーの 30％以上の低下）は、①で 5/15 例、②で

1/5 例、③で 3/3 例、④で 1/2 例、認められた。CTL モニ

タリングでは、①の 2/15 例で、③では 3例とも CTL 頻度

の上昇を認めた。したがって、IFA、IFNα、GM-CSF の併

用により、免疫誘導効果と抗腫瘍効果が増強する可能性

があるが、今後、症例を増やして検討する必要がある。 

 

2) WT1とhTERTペプチド免疫の臨床試験 

 

WT1ペプチドを9名、hTERTペプチドを9名に免疫したとこ

ろ、grade2以上の有害事象は認められず、一部の症例で

臨床効果が認められた。WT1ペプチド免疫を受けた輸血依

存性MDS患者は、免疫開始後約２年間、輸血非依存性で経

過している。また、化学療法抵抗性の難治性AML患者は、

１年以上白血病の再発を認めず経過している。他方、

hTERTペプチド免疫を受けた腎がん肺転移患者は、投与２

年間、腫瘍径の増大を認めず経過していたが、その後大

腿部に再発を認めた。再発転移組織のHLA発現を免疫組織

学的に検討したところ、HLA発現低下～消失が認められ、

HLA消失による免疫回避が示唆された。これらの臨床試験

で臨床効果を認めた症例では、末梢血中ペプチド特異的

CTLの増強が、ELISPOTとHLAテトラマー法によって確認さ

れた。CTL頻度は、ペプチド免疫毎に増強し、中断によっ

て減少した。 

 

3) 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 

 

CHP-HER2 単独免疫の 9 例、およびGM-CSFあるいは

OK-432 を併用した試験の 5例で、HER2 に対する免疫誘導

効果を、ELISAを用いたHER2 特異的抗体反応と、新たに

開発した抗原mRNA導入リンパ球を刺激細胞とする

ELISPOT法と従来のペプチドを標的とする方法で検討し

た。CHP-HER2 単独免疫９例中 5 例においてHER2-mRNA導

入細胞に対する反応が検出された。3 例ではCD8+T細胞、

CD4+T細胞ともに検出され、この蛋白ワクチンがMHCクラ

スⅠおよびクラスⅡ経路を介してペプチドとして提示さ

れることが示唆された。CD8+Ｔ細胞検出 4 例中 2 例で、

HLA-A24 拘束性HER2p63 特異的CD8+T細胞が検出され、Ｎ

末端 146 アミノ酸蛋白内に、MHCクラスⅠとクラスII結合

ペプチドが複数存在することが示唆された。9 例全例に

抗HER2 抗体が検出され、CHP-HER2 投与 3回から 6回で抗

体産生がみられ、4 回から 8 回でプラトーに達した。一

方、GM-CSFあるいはOK-432 を併用した試験では、１回投

与後に抗体産生がみられ、4 回から 5 回でプラトーに達

した。したがって、アジュバントやサイトカイン併用は

免疫誘導効果を増強させることが示唆された。 

 

４ 倫理面への配慮 

 倫理面への配慮については、本研究に関しては、臨床

試験を含めて、すでに各研究施設における倫理委員会の

承認を得て実施した。本研究における臨床検体（健常人

と患者末梢血、癌細胞組織）の提供および臨床試験への

参加に関しては、提供・実施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

得た上で行われた。その際、本研究の目的、方法、試料

提供者・臨床試験参加者の利益および不利益、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文書で説明した。 
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