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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌細胞株と自家癌特異的細胞傷害活性を有するCTLのペアを作製した。
そのCTLクローンは自家癌に加えHLA-A24陽性同種癌細胞に対しても特異的細胞傷害活性を示したことから、共通
の腫瘍関連抗原を認識していることが示唆された。より効果的ながんペプチドワクチンの開発に向けて、詳細な
解析が進行中である。口腔扁平上皮癌の腫瘍浸潤リンパ球の中で、FoxP3陽性T細胞はCD8陽性T細胞の様に抗腫瘍
効果を発揮する可能性が示された。
さらに、ヒト癌タイプのpodoplaninを認識する新規単クローン抗体LpMab-23の発現が舌癌における強力な予後不
良因子であることが示された。

研究成果の概要（英文）：We established a cancer cell line and autologous cytotoxic T lymphocyte 
(CTL) pair in oral squamous cell carcinoma (OSCC). The CTL clone showed specific cytotoxic activity 
against autologous and allogenic tumor cells in an HLA-A24-restricted manner. This finding indicated
 that the CTL clone recognized a tumor associated antigen presented by HLA-A24 cells. Precise 
analyses of the CTL-recognized antigens may provide us with substantial strategies toward developing
 a more effective cancer peptide vaccine. We found that it is possible that FoxP3+ T cells may have 
site-specific anti-tumor effect similar to CD8+ T cells in OSCC tumor infiltrating lymphocytes.
Further, we reported that the reactivity of a novel monoclonal antibody LpMab-23 for human 
cancer-type podoplanin is a predictor for a poor prognosis of tongue cancer. 

研究分野：医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん幹細胞は、(1)高い造腫瘍能、(2)自己複製能、(3)多分化能を有する少数のがん細胞亜集団で，がんの治療
抵抗性獲得や再発・転移に重要な役割を果たしていると考えられる。本研究は、次世代がんワクチンとして期待
が高いがん幹細胞特異抗原を標的とするがんワクチン開発に焦点を当てており、口腔がん治療における昨今の集
学的治療の問題点や限界を補う新たな治療法となり得る可能性が高い先端的研究に位置付けられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん抗原分子は、がん幹細胞および非がん幹細胞での発現様式から、①がん幹細胞特異抗原、
②がん幹細胞および非がん幹細胞に発現する共通抗原、③非がん幹細胞特異抗原の 3つに分類
される。がん幹細胞は化学療法や放射線治療といった現在の主ながん治療法に対して抵抗性を
示すことが知られており、がんの再発・転移など臨床上で患者の生命予後を直接左右するイベ
ントに深く関わっていると考えられる。したがって、口腔がん治療における昨今の集学的治療
の問題点や限界を補う新たな治療法として、①がん幹細胞特異抗原もしくは②共通抗原を標的
抗原とした臨床効果の高いがんペプチドワクチン療法の開発が重要な鍵を握っている。 
一方、がん微小環境ではがん細胞増殖・浸潤促進的かつ免疫抑制的な環境が形成されている。
がん微小環境における免疫病態の解明を進めることにより、新たな診断・治療法開発が期待さ
れている。 
 
２．研究の目的 
口腔がんに対する再発・転移予防を目的とした新規がん治療法として、がん幹細胞を標的と
するがんペプチドワクチン療法の開発・確立を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) 口腔がんにおけるがん幹細胞の分離・同定と機能解析 
口腔がん患者から末梢血液や手術あるいは生検によって得られた組織を一部採取し、口腔がん
幹細胞に発現している抗原分子の分離・同定ならびに機能解析を以下の方法で実施する。 
1) HLA genotypeおよび serotypeの解析 
HLAと結合して細胞表面へ提示されるがん抗原ペプチドの構造は、HLA型によって異なるた
め、HLA型を明らかにする必要がある。採取した血液より末梢血単核球を分離し、フローサイ
トメーター等にて serotype を解析する。末梢血単核球から染色体遺伝子を抽出し、PCR 法に
て HLA genotypeを解析する。 
2) リンパ球の機能解析 
採取した血液より末梢血単核球を分離し、それをがん抗原ペプチドで刺激し、細胞傷害活性を
解析する。また、サイトカインの産生を ELISPOTアッセイによって解析する。細胞表面抗原
はフローサイトメーターによって解析する。 
3) 血清中の自己抗体価の測定 
採取した血液より血清を分離し、ELISA法によりがん抗原に対する自己抗体価や抗原蛋白量を
測定する。 
4) がん細胞株の樹立 
採取したがん組織およびがん細胞を培養し、がん細胞株を樹立する。 
5) がん細胞またはがん組織における各種がん免疫関連遺伝子解析と病理組織学的解析 
がん細胞またはがん組織より染色体遺伝子および RNA を抽出し、RT-PCR 法、ノザンブロッ
ト法、DNA アレイ法等にて各種がん免疫関連遺伝子の遺伝子レベルでの発現変異解析や免疫
染色法にて組織レベルでの蛋白発現解析を行う。とくに口腔がん幹細胞に特異的に発現する関
連遺伝子および蛋白の特定を試みる。 
6) フローサイトメーターによるがん幹細胞の分離→in vitro及び in vivoでの造腫瘍能の評価 
フローサイトメーターで Hoechst Assayによる Side Population法や ALDEFLUOR assayを
用いて、培養したがん細胞からがん幹細胞としての特徴を有するがん細胞（SP 陽性細胞や
ALDH陽性細胞）を抽出する。また、in vitroではがん幹細胞の sphere形成能を、動物モデル
を用いて in vivo での造腫瘍能について，それぞれがん幹細胞とそれ以外のがん細胞で比較す
る。 
7) 日本人に最も多い HLA-A24拘束性のがん幹細胞特異抗原ペプチド配列を決定する。 
HLA-A24陽性口腔がん患者末梢血リンパ球から CTLを誘導し、CTLクローンを抽出し、特異
的細胞傷害活性を測定する。さらに、動物モデルを用いて in vivoでの抗腫瘍効果を確認する。 
(2) 腫瘍微小環境における免疫抑制機構と免疫チェックポイント分子の解析 
生検や手術で得られたがん組織を用いて、免疫組織染色により免疫担当細胞あるいは免疫抑制
性細胞の発現状況を確認する。また、HLA-A24/ペプチドテトラマーを用いて蛍光染色を行い、
腫瘍浸潤 Tリンパ球の解析を行う。さらに、免疫抑制的に働くことが知られている腫瘍局所の
制御性 T 細胞の発現頻度、HLA class Iの発現低下、PD-1/PD-L1などの免疫チェックポイン
ト分子について分子免疫学的手法により総合的に解析する。 
(3) 口腔がんにおける抗体医薬の開発 
ヒトがんタイプの podoplanin のみを認識する LpMab-23 の抗体医薬としての可能性について免
疫組織化学的に検討する。LpMab-23 は東北大学大学院医学系研究科抗体創薬研究分野で、がん
細胞に対する特異的抗体作製技術、Cancer-Specific Monoclonal Antibody（CasMab）法を利用
して樹立された podoplanin に対する抗体である。 
 
４．研究成果 
(1) 新規口腔扁平上皮癌細胞株 OTM を樹立し、自家癌特異的細胞傷害活性を有する TcOTM clone
のペアを作製した。TcOTM clone は自己の OTM のみならず HLA-A24 陽性口腔扁平上皮癌細胞株



OSC-19、HSC-2 に対しても高い細胞傷害活性を示したことから、HLA-A24 陽性口腔扁平上皮癌に
発現している共通抗原を認識していることが示唆された。これらの研究成果は、効率的な共通
抗原の分離・同定に autologous tumor-CTL ペアの樹立が有用な手段であることが明らかとな
った。現在、有望な HLA-A24 拘束性のがん幹細胞特異抗原ペプチドの分離・同定を試みている。 
(2) 口腔がん微小環境における免疫担当細胞の局在と臨床病理学的所見ならびに予後との関係
を免疫組織化学的に検討した。その結果、invasive front 実質の FoxP3 陽性 T細胞、CD8 陽性
T 細胞の高発現症例は予後良好で、有用なバイオマーカーとなり得る可能性が示唆された。ま
た、進行口腔がんや高悪性度口腔がんで PD-1、 PD-L1、PD-L2 が多く発現していることが示さ
れた。口腔がんにおける免疫チェックポイント阻害療法の有効性が示唆されるとともに、新規
がん免疫療法の開発には、これらの免疫逃避に関与する分子の制御が重要と考えられた。  
(3) Stage I,II 早期舌扁平上皮癌切除組織を用いて LpMab-23 の発現を免疫組織化学的に検討
し、その発現と臨床理組織学的所見の関係および予後について Cox 比例ハザードモデルを用い
て解析した。LpMab-23 の発現が頸部リンパ節後発転移を予測する上で強力な予後因子であるこ
とが示され、バイオマーカーとしての有用性のみならず転移予防の抗体医薬品としての可能性
が示唆された。さらに、頸部後発転移症例 12 例の転移リンパ節における LpMab23 の発現につい
て検討し、12例中 10例の転移リンパ節で LpMab-23 の発現を認めた。さらに、被膜外浸潤を認
めた頸部後発リンパ節転移巣の大多数で LpMab-23 の強発現を認め、LpMab-23 が腫瘍浸潤能に
関与している可能性が考えられた。 
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