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研究成果の概要（和文）：我々の研究は、卵巣癌由来 polysomal RNA（RNA peptide 複合体）

を用いた既存の癌ワクチンと異なる、全く新しい癌ワクチン療法の開発を目的とする。さらに

paclitaxel による polysomal RNA の免疫、分子修飾効果を検討し、より強力な細胞傷害性 T
リンパ球(CTL), Natural Killer cell(NK cell)誘導能をもつ RNA peptide 複合体の開発を研究

目的とする 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to develop the new cancer vaccine 
with polysomal RNA(the complex of RNA and peptide). Furthermore, we would like to show 
the induction of the CTL and Natural Killer Cell by polysomal RNA which is pre-treated 
with the low dose paclitaxel. 
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  年度    
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１． 研究開始当初の背景 

 
現在までに癌免疫療法において、ペプチド

ワクチン、もしくは mRNA, totalRNA, 
apoptotic tumor cell と樹状細胞の fusion 
を用いた研究報告はなされてきた。しかし、
それぞれに種々の問題点を抱えている。ペプ
チドは癌細胞表面に発現する MHC-classI 分
子上に結合して初めて、CD8陽性細胞がTCR
を 介 し て 認 識 す る た め 、 あ く ま で
MHC-classI 拘束性である。しかし癌種によ

っては、classI 分子の発現が欠損していると
の報告も多数なされている。これらの HLA
が欠損している癌患者においてはペプチド
ワクチン療法の臨床効果は望めない。 
一方、RNA ワクチンにおいては樹状細胞

に取り込まれた RNA が一旦、その細胞内で
蛋白に翻訳されてからペプチド断片となり、
抗原提示されるため、mRNA ではその構造的
脆弱性、total RNA ではその中の５％にしか
満たない mRNA の含有量から来る不十分な
CTL 誘導能が報告されている。 
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しかし、RNA ワクチンの利点として CD8
陽性細胞のみならず、CD4, NK cell の活性化
の報告もなされている。polysomal RNA は
mRNA, ribosomal RNA の み な ら ず 、
polypeptide を同時に有しているため、RNA
ワクチンの利点に加え、ペプチドワクチンの
利点も有している。現在までに世界でこの
Polysomal RNA を使用した癌ワクチンの報
告はない。この点でも我々の研究は非常に独
創的といえる。 
 
２．研究の目的 
 
我 々 の 研 究 は 、 卵 巣 癌 細 胞 株 か ら

ribosomalRNA, mRNA, peptide の複合体で
ある polysomal RNA を抽出後に樹状細胞を
刺激し、既存の癌ペプチドワクチンと異なる
抗原性を持つ、全く新しい RNA+peptide 癌
ワクチン療法の開発を目的とする。また、
polysomal RNA へユビキチン誘導効果のあ
る paclitaxel の添加することで、その分子修
飾効果により、更に強力な細胞傷害性 T リン
パ球,そして Natural Killer cell が誘導可能
か否かを検討する。これらにより mRNA ワ
クチン療法と peptide ワクチン療法の両者
の抗腫瘍免疫効果を持つ新規癌ワクチン療
法の開発を目指す。 
 
３． 研究の方法 
 
(1)卵巣癌細胞より、ショ糖濃度勾配を用い
て monosomal , disomal, polysomal RNAを
超高速遠心機にて 18分画する。その後、
ribosomeの結合数に応じて 4分画に分け各分
画を精製する。 

 
(2)ウエスタンブロット法にて各分画の蛋白
発現プロファイルを明らかにする。 
 
(3)HER-2/neuペプチド特異的 CD8陽性 Tリン
パ球が monosomal , disomal, polysomal RNA
刺激群にて誘導されるか否かを HER-2/neuペ
プチド + dimmer 複合体、抗 CD8抗体, 抗
IFN-g 抗体を用いて検討する。 
 
(4)また各分画と Tcell共培養後の上清中の
IL-12 の産生を ELISA法を用いて検討する。 
 
(5) 低容量(1nM)、中濃度（10nM）高濃度
(100nM) の Paclitaxelと樹状細胞、リンパ 
球を共培養し、その細胞数と CD83, HLA-DR
等樹状細胞の成熟マーカー発現の増減を検
討する。 
 
(6)paclitaxelの免疫修飾能を用いたより強
力な Polysomal RNA の開発を目指す。低容量
(1nM)、中濃度（10nM）高濃度(100nM) 

paclitaxelを用いて卵巣癌細胞株を 12 時間
処理し、PI Annexin 染色で、apoptotic cell
の発現を flowcytometryにて測定する。 
 
(7)paclitaxel処理後に、SK-OV3 細胞株から
polysomal RNAを分画、抽出する。 
 
(8)monosomal , disomal, polysomal RNA分
画の polysomal RNA を用いて樹状細胞を刺激
し、多群と比べて NK cellを誘導できるか否
かを flowcytometryを用いて検討する。 
 
(8) monosomal , disomal, polysomal RNA分
画の polysomal RNA を用いて樹状細胞を刺激
し、SK-OV-3 細胞株を標的として細胞障害性
試験 Cr51 release assyを行う。 
 
(9)paclitaxel処理後に抽出した monosomal , 
disomal, polysomal RNA分画を用いて樹状細
胞を刺激し、SK-OV-3 細胞株を標的として細
胞障害性試験 Cr51 release assy を行う。 
 
(10)polysomalRNA の樹状細胞における抗原
認識に RNA, HSP、ユビキチンが関与している
か否かを検討するためにそれぞれの阻害剤
である RNAse, Geldanamycin, 抗 CD91 抗体、
脱ユビキチン酵素を用いて blocking assay
を行い、その主要経路を明らかにする。 
 
(11) 卵 巣 が ん 再 発 組 織 を 用 い た
polysomalRNA 分画の採取を行い、細胞株よ
り抽出した polysomal RNA とその RNA の
quality, CTL 誘導能を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)卵巣癌細胞株 SK-OV3の cell lysate を細
胞質蛋白分画、核分画、ミトコンドリア分画
をそれぞれ抽出した。 
 
(2)細胞質蛋白分画から更に、高速遠心によ
り ribosome 分画を抽出し、その分画を、シ
ョ糖濃度勾配を利用し超遠心分離を施行し、
Polysomal RNA分画を抽出した。 
 
(3)抽出した polysomal RNA 分画は、その比
重により更に light polysomal RNA, heavy 
polysomal RNAに分画した。 
 
(4)健常人末梢血 PBMC より、GM-CSF, IL-4
を用いて、immature DC(未熟樹状細胞)を作
製し、HER2/neu 特異抗原 E75 ペプチド, 
SK-OV3 より抽出した Free protein、light 
polysomal RNA, Heavy polysomal RNA 分
画と共培養した。 
 



(5)その結果、light polysomal RNA, heavy 
polysomal RNA 群において ELISA 法にて最
も高い IL-12 の産生が認められた。 
 
(6)一方、比重の軽い light polysomal RNA 
fracion においては同様に ELISA 法にて
IL-12 の産生を認めたが、heavy polysomal 
RNA fraction と比較してその産生能は軽度
であった。 
 
(7)同様の樹状細胞の各群の刺激にて、樹状細
胞の成熟化能を刺激前後の CD83, HLA-DR
の発現を検討した。light polysomal RNA, 
heavy polysomal RNA 群において発現増強
が認められ、polysomal RNA による樹状細胞
の成熟化能が確認された。 
 
(8)heavy polysomal RNA 分画が、樹状細胞
に刺激することにより、ELISA 法にて高い
IFN-g 誘導効果が確認され、特に強い
Her2-neu peptide E75 特異的 CD8 陽性 T 細
胞誘導効果を E75+dimer を使用したフロー
サイトメーターによる assay により確認した。 
 
(9)HER2-neu peptide E75 特異的 CD8 陽性
Tcell の 誘 導 効 果 の 高 か っ た heavy 
polysomal RNA fraction を用いて、その刺激
群と否刺激群にて細胞障害性試験 Cr51 
release assay を施行した。結果、heavy 
polysomalRNA fracion 刺激群において、有
意な細胞障害性を確認した。 
 
(10)リンパ球、樹状細胞にユビキチン誘導効
果のあるパクリタキセルを低濃度(0.42nM)、
中濃度（4.2nM）高濃度(42nM)で添加したこ
とろ、4.2nM の濃度にて variability が保た
れることが確認された。 
 
(11)SK-OV-3 にパクリタキセルを添加して
(4.2nM)polysomal RNA を抽出した。この
polysomal RNA の未熟樹状細胞での認識メ
カニズムにユビキチンが関与しているか否
かを検討するために、free protein 群, light 
polysomal RNA群,heavy polysomal RNA群
を抽出し western  blot 法を用いて、抗ユビ
キチン抗体にて染色したところ、heavy 
polysomal RNA 群において高いユビキチン
化タンパクを認めた。 
 
(12)次に、抗ユビキチン抗体 Iso-T により前
処置をおこなったところ、heavy polysomal
分画におけるユビキチン化が阻害された。こ
れにより、polysomal RNA 高比重分画にお
ける樹状細胞認識にユビキチン化が関与し
ている可能性が示された。 
 
(13) 卵 巣 が ん 再 発 組 織 を 用 い た

polysomalRNA 分画の採取を試みたが、細胞
株と異なり、polysomal RNA の抽出効率が低
い結果であった。組織よりの抽出過程におい
て、RNA, portein の degradation が認められ
た。また polysomal RNA の凍結融解に伴っ
ての RNA の変性の可能性も示唆された。 
 
今後はpolysomal RNAの癌組織からの抽出、

保存方法に伴って、RNA 変性を防ぐ方法の
開発が必要である。今後引き続いて卵巣がん
再発後、化学療法前後での組織検体の
polysomal RNA の組織からの再抽出を試み
る。パクリタキセルによる polysomal RNA
のユビキチン化、抗原性増強効果が今回確認
された。卵巣がん化学療法の key durg であ
るパクリタキセルの少量分割投与による再
発 予 防 効 果 に 、 卵 巣 が ん 組 織 由 来 の
polysomal RNA が樹状細胞により認識され
E75 特異的 CTL が活性化し貢献している可
能性が示唆される。今後は卵巣がん再発時に
低濃度分割パクリタキセル投与を施行され
ている患者の投与前後の PBMC を使用して
E75+dimer法を使用してE75特異的CTLの
頻度を測定していく予定である。 
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