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研究成果の概要（和文）：ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）ワクチンは、腫瘍血管新生を抑制することで、腫瘍
増大抑制をすると考えられ、我々東京大学医学部附属病院にて、HUVECワクチンの臨床試験を行ってきた。ワク
チン治療にて、HUVEC特異的免疫が誘導されている事が確認され、悪性脳腫瘍においては、予後改善する可能性
がある事が示された。また、ヒト血小板製剤でHUVECが培養できる可能性も示された。さらに、腫瘍血管新生が
著明である血管芽腫に対しては、網羅的ゲノム解析を行い、VHL遺伝子異常の重要性がはっきりし、今後の新規
血管新生機序解明とHUVECワクチン治療導入につなげる事ができた。

研究成果の概要（英文）：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) vaccine is thought to inhibit 
tumor growth by inhibiting tumor angiogenesis, and we have been conducting the clinical trial of 
HUVEC vaccine at the Tokyo University Hospital. It was confirmed that HUVEC specific immunity was 
induced by the vaccine treatment and it was shown that there is a possibility of improving prognosis
 in the patients with malignant brain tumors. It also showed the possibility of culturing HUVEC in 
human platelet preparations. Furthermore, comprehensive genome analysis was performed on 
hemangioblastomas the tumor angiogenesis of which are remarkable. Our study showed the importance of
 VHL gene abnormality in tumorgenesis of hemangioblastomas. These results will able to lead to the 
future elucidation of the mechanism of neovascularization and introduction of HUVEC vaccine therapy 
to hemangioblastomas

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： HUVECワクチン　血管芽腫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
以前より、腫瘍血管内皮細胞を標的とした

抗血管新生療法が癌治療において注目され

ていた。実際、血管新生誘導因子である VEGF

（Vascular endothelial growth factor）を

標的とした Bevacizumab（抗 VEGF 抗体）が、

2013 年、悪性神経膠腫に対して日本でも保険

収載された。しかし、本治療による全生存期

間の有意な延長は認めず、新機軸の血管新生

抑制療法の創出が待たれていた。 

研究代表者（高柳）は、悪性脳腫瘍疾患を

対象に、東京大学医学部附属病院で新たに開

発された、腫瘍血管内皮細胞を標的としたヒ

ト臍帯静脈内皮細胞（以下、HUVEC と略）ワ

クチン療法の臨床試験を行っていた。HUVEC

は、胎児由来の血管内皮細胞であり、腫瘍新

生血管と共通の膜抗原を、複数、発現するこ

とが確認されている。そのため、HUVEC を患

者に免疫することで、腫瘍血管に特異的な免

疫応答を誘導できると予想され、臨床試験を

行っていた。実際、一部の症例では、腫瘍増

大の抑制効果、および予後改善効果を認めた。

しかし、その免疫学的機序は不明瞭のままで

あった。 

また、研究代表者（高柳）は、2014 年 3月

まで、東京大学脳神経外科に大学院生として

所属し、神経膠腫と中枢神経系血管芽腫（以

下、HB と略す）の網羅的遺伝子解析の研究を

行ってきた。さらに、HBが多発する VHL(von 

Hippel-Lindau)病の専門外来も行っており、

豊富な症例を有している。VHL 病の HBは、多

発性である事が多く、その場合は、有効な治

療がないのが現状である。しかし、HB は、元々

腫瘍血管が非常に豊富な腫瘍であり、さらに、

腫瘍自身が血管芽細胞（hemangioblast）由

来とされており、HUVEC ワクチン療法が有効

である可能性が高い事が予想された。 

 

２．研究の目的 

上記より、本研究の当初の目的は、HUVEC ワ

クチン療法を行った症例の血液や腫瘍検体

を用いて、腫瘍増大抑制の免疫学機序を解明

すると共に、血管芽腫の細胞株に対する

HUVEC の腫瘍抑制効果などを解析する事で、

血管芽腫への適応拡大についての検討を行

う事であった。しかし、当院では、平成 27

年度の途中まで、HUVEC ワクチンの臨床試験

を行っていたが、ワクチン作成において、FBS

を用いており、プリオン病対策が不十分とい

う事で、中止を命じられ、いまだ、臨床試験

再開をできていない状況となってしまった。 

従って、本研究の最終的な目的は、下記のご

とくである。 

① 今までにHUVECワクチン療法を行った症

例で、きちんと、HUVEC 特異的免疫が誘導さ

れているかを確認する 

② HUVEC ワクチン療法を施行している症例

において、予後などを調査し、予後因子を調

査する。 

③ HUVEC ワクチン作成において、FBS を用

いないで、作成できる方法を開発する。 

④ 腫瘍血管新生が著明である HB の腫瘍検

体を用いて、網羅的ゲノム解析を行う事で、

新規の血管新生機序の解明を行い、HB に対す

るHUVECワクチン療法の可能性に関して模索

する。 

 

３．研究の方法 
① HUVEC ワクチン療法施行前後の血液を採

取して、HUVEC の膜抗原特異的 IgG を、ELISA

法にて定量する。HUVEC ワクチンによって、

特異的細胞性免疫が誘導されているかを、

ELISPOT 法(IFN-γ分泌)を用いて確認する。 

② HUVEC ワクチン療法を行った症例の、治

療 開 始 か ら の 予 後 (progression free 

survival,overall survival)を調査し、さら

に、年齢、腫瘍部位、ステロイドの使用など

を調査し、予後因子解析を行った。 

③ トロンビンを用いて、濃縮したヒト血小

板製剤を活性化して、HUVEC の増殖を調査し

た。 



④ 東京大学脳神経外科にて摘出術を施行

した、血管芽腫(HB)の検体（全 32 例、VHL

病症例 11 例、非 VHL 病症例 21 例）の DNA を

用 い 、 VHL 遺 伝 子 異 常 の 解 析 (direct 

sequencing,Ion torrent を用いた target 

sequencing,MLPA)、及びコピー数解析のため

の SNP array(Affymetrix)を施行した。VHL

遺伝子 promotor 領域のメチル化の解析のた

めに、Methylation specific PCR,bisulfite 

sequencing を施行した。VHL 病の好発腫瘍で

ある腎癌においては、VHLだけでなく、PBRM1

や BAP1,SETD2 の遺伝子異常が多い事が知ら

れているが、当科の HB 検体において、これ

らの遺伝子に対する target sequence を行っ

た. 

 

４．研究成果 

① HUVEC ワクチン療法を施行した症例 8 例

の施行前後の血清を用いて、HUVEC 膜抗原特

異的 IgG を、ELIZA 法で定量したところ、8

例全例で、特異的 IgG が誘導されている事が

確認された。また、HUVEC ワクチン療法を施

行した症例 7 例の施行前後の血清を用いて、

ELISPOT 法（IFN-γ分泌）を行って、全例に、

HUVEC 特異的細胞性免疫が誘導されている事

が確認された。 

② 実際に HUVECワクチン療法を施行した悪

性 脳 腫 瘍 症 例 17 例 で 解 析 を 行 い 、

progression free survival が 5.5 カ月、

overall survival が 11.4 カ月であった。標

準治療による overall survival は、だいた

い 8～９カ月と報告されており、標準治療よ

り予後が延長している可能性が示された。 

予後因子としては、若いほど、HUVEC ワクチ

ン療法後の予後が良好である事が示された。 

③ ヒト血小板製剤を10倍に濃縮し,その後、

トロンビン処理を行い、遠心後、上清を採取

した。その後、非働化を行わないで、HUVEC

の培養を行ったところ、FBS を用いて HUVEC

の培養を行ったのと同じぐらい、安定して

HUVEC が増殖することが確認できた。 

④HB の網羅的ゲノム解析 
（ⅰ）VHL 遺伝子異常解析 

32 例の HB 検体に対して、VHL 遺伝子の

direct sequencing をまず、行い、11検体の

症例で、VHL 遺伝子変異を認めた。VHL 病症

例:7/11,64%,非 VHL 病症例：4/21,19%で、VHL

病症例で有意に多くの変異を認めた。Direct 

sequencingにてVHL遺伝子変異を認めなかっ

た非 VHL 病症例 17 例に対して、Target 

sequencing を行った。これにより、9例に新

たに、VHL 遺伝子変異を同定することができ

た。 

(ⅱ) SNP アレイ解析 

 32 例の HB 検体すべてに、SNP アレイ解析

を行い、VHL 遺伝子が存在する 3 番染色体、

あるいは 3ｐの LOH を認めたのが、14 例

（44％）あった。さらに、3 番染色体、ある

いは 3ｐの copy-neutral LOH を認めたのが、

5例あり、全体として、19 例（59％）の 3番

染色体、あるいは 3ｐの LOH を認めた事にな

る。3番染色体、あるいは 3ｐの LOH は、VHL

病 症 例 で 7/11(64%), 非 VHL 病 症 例 で

12/21(57%)認めており、両群ともほぼ同じ割

合であった。 

 今回の検体では、非 VHL 病症例で、6番、 

または 10番染色体の LOHを 9例(43%)みとめ

たが、VHL 病症例では 1例も認めなかった。 

(ⅲ)HB 検体の MLPA 解析 

 32例のHB検体すべてに、VHL遺伝子のMLPA

を行った。VHL 病症例において、direct 

sequencingでVHL遺伝子変異を認めなかった

4 例全例に、VHL 遺伝子 exon3 の欠失を同定

できた。これにより、VHL 病症例では、全例、

VHL 遺伝子の異常を認めた事がわかった。 

 非 VHL 病症例では、先ほどの SNP アレイ解

析では、3番染色体の LOH が 19 例同定できて

いたが、MLPAでは5例しか同定できなかった。 

(ⅳ)HB 検体のメチル化解析 

 32 例の HB 検体すべてに、Methylation 

specific PCR と bisulfite sequencing を行



った。Methylation specific PCR では、2例

の非 VHL 病症例でのみ、メチル化を認めた。 

Bisulfite sequencing では、7例でメチル化

を認め、全例、非 VHL 病症例であった。

（7/21,33%）VHL 病症例では 1 例もメチル化

を認めなかった。 

(ⅴ)HB 検体における VHL 遺伝子不活化 

 これまでの解析結果を表１に掲げる。VHL

遺伝子変異、3 番染色体 LOH、VHL 遺伝子

promotor 領域のメチル化、この 3 つの内、2

つがあれば、VHL 遺伝子は不活化されている

と定義した。そうしたところ、VHL 病症例で

は、64%,非 VHL 病症例では、52%の症例で不

活化を認め、両群ともほぼ同じ割合で、かつ

半分以上の症例で、VHL 遺伝子不活化を認め

た事がわかった。 

 

表１：HB におけるゲノム解析結果のまとめ 

 

 

(ⅵ)VHL 遺伝子以外の target sequencing 

Direct sequencing にて VHL遺伝子変異を認

めなかった非 VHL 病症例 17 例に対して、

PBRM1,BAP1,SETD2の target sequencing を行

ったが、有意な変異は認められなかった。 

⑤研究成果のまとめ 

①②より、当院で施行している HUVEC ワクチ

ン療法により、HUVEC 特異的細胞性、液性免

疫が誘導されている事が判明し、かつ従来の

標準療法よりも予後が改善している事が示

された。 

③により、従来は、FBS を使用しないと困難

であった HUVEC の培養が、ヒト血小板製剤に

より可能かもしれない事が示され、今後の

HUVEC ワクチン療法の臨床試験再開につなげ

られる可能性が出てきた。 

④により、HB 腫瘍化には、VHL不活化が、改

めて重要である事が判明した。従って、VHL

が関与するシグナル回路異常の解明を行う

事で、腫瘍血管新生の新規機序の解明と、ひ

いては、抗腫瘍血管新生治療である HUVEC ワ

クチン療法の有用性を検討できると考えら

れた。 
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