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研究成果の概要（和文）：Focal adhesion kinase(FAK)ならびに Aurora kinase A(Aurora-A)は、
様々な固形癌に高発現し、その高発現は癌の進展や不良な予後に関連する。これらのキナーゼ
蛋白質が免疫系、特に CD４ヘルパーT細胞に認識されるかどうかを検討したところ、腫瘍細胞
やそのライセートを認識可能なこれらキナーゼ抗原特異的 CD４ヘルパーT 細胞が樹立され、そ
のエピトープペプチドを明らかにした。癌患者末梢血 T 細胞にも認識されるエピトープでもあ
ることも明らかにされ、ペプチドワクチン治療にも利用されうるエピトープである可能性が示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Focal adhesion kinase (FAK) and Aurora kinase A (Aurora-A) are 
ubiquitously expressed kinase involved in cancer progression and with poor prognosis that are found 
overexpressed in various types of cancer.  To validate FAK and Aurora-A as a TAA recognized by CD4 
helper T lymphocytes (HTL), we have combined the use of predictive peptide/MHC class II binding 
algorithms with in vitro vaccination of CD4 T lymphocytes from healthy individuals and cancer patients.  
Synthetic peptides correspond to potential HTL epitopes induced HTL responses that directly recognized 
FAK/Aurora-A-expressing tumor cells and autologous dendritic cells pulsed with these TAA-expressing 
tumor cell lysates in an HLA class II-restricted manner.  Moreover, since the FAK/Aurora-A peptides 
were recognized by cancer patient’s CD4 T cells, the T helper peptide epitopes might be used for 
designing T cell-based immunotherapy for FAK/Aurora-A-expressing cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
 癌による死亡者数は年々増加し、国民の３
人に１人が癌で死亡する時代に突入した。癌
治療における基本選択は、切除できうる範囲
内の外科手術による“癌の減量”であり、固
形癌治療には最も望ましい選択肢であると

考えられる。しかしながら、外科的切除でも
治療成績が向上しない膵癌などの難治癌や
再発•全身転移症例に対しては、今のところ
効果的な治療法が確立されていない。このた
め難治、再発癌の治療法の一つに近年免疫治
療が着目され、欧米や本邦で癌抗原ペプチド
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を用いたペプチドワクチン療法の開発が進
められてきた。最近、数カ所の施設から治験
成績が発表され、一部の患者群において原発、
転移巣の縮小や血清腫瘍マーカー値の低下
等その有用性が認識され、QOL の改善した症
例も報告されはじめた。癌ペプチドワクチン
療法は副作用のほとんどない、体に優しい新
たな癌治療法で、今後の発展が期待されてい
る治療分野の一つである。 
 癌免疫治療において、生体内で癌を傷害す
る主要な効果細胞は MHCクラス I結合ペプチ
ドを認識する CD8 陽性細胞傷害性 T 細胞
(CTL)であるが、最近の研究により CTL の腫
瘍拒絶反応には MHC クラス II 結合抗原ペプ
チドで惹起される CD4 陽性ヘルパーT 細胞
(HTL)の作用の重要性が認識されてきた。そ
れは、１）特異的 CTL の誘導に必須の樹状細
胞（DC）の成熟、２）長期にわたる有効な癌
特異的 CTLの維持（メモリーCTL の誘導）、３）
直接的に癌抗原特異的 HTLが腫瘍を認識し破
壊するとともに、他の免疫細胞を活性化する
サイトカインを分泌することなどである。一
方、最近では腫瘍特異的免疫反応を抑制する
制御性 T 細胞（T reg）の存在が明らかとな
り、これらを惹起しない MHC クラス II 結合
癌抗原ペプチドを明らかにする必要性が生
じてきた。これらの観点から、有効な腫瘍特
異的ヘルパーT 細胞の誘導を可能とする MHC
クラス II 拘束性癌抗原ペプチドを新たに探
索し特定することは、これらを CTL が認識す
る MHCクラス I結合癌抗原ペプチドと併用す
ることで、癌ペプチドワクチン療法の効果を
更に向上させることが期待される。 
 近年、様々なタイプのキナーゼ蛋白の高
発現が悪性腫瘍の増殖や腫瘍内血管新生、
転移能獲得に重要な役割を果たしている
ことがわかってきた。特に Focal-adhesion 
kinase (FAK) と Aurora-A kinase 
(Aurora-A)は様々な悪性腫瘍で発現増強
が認められている。FAK は分子量 125kDa
の非受容体型チロシンキナーゼで、成長因
子シグナルや細胞増殖、細胞の生存、細胞
の移動（転移能の増強）等の重要な調節因
子である。細胞の癌化、その進行には、こ
れらの過程の不具合で生じることが多く、
その原因の一つとして腫瘍細胞における
FAK の発現増加によるものが挙げられる。
一 方 、 Aurora-A は serine/threonine 
kinase の一つで、正常細胞において細胞分
裂の制御に直接関与する蛋白であるが、
様々な悪性腫瘍で遺伝子増幅や過剰発現
が認められている。このことにより、細胞
分裂において centrosome の増幅、染色体
の分離異常、細胞の変形等を引き起こすこ
とから、腫瘍細胞の増殖に関与しているこ
とが知られている。このため、これらのキ
ナーゼタンパク質は近年、分子標的治療薬
開発のターゲットとしても注目されてい
る。FAK、Aurora-Aとも、上皮性悪性腫瘍
（前立腺癌、卵巣癌、肺癌、乳癌、大腸癌
など）及び、白血病や悪性リンパ腫に過剰
発現（多くの腫瘍に高発現するので、ユニ
バーサル腫瘍抗原と呼称される）が報告さ

れており、進行期や転移、予後等との関連
も報告されている。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景のもとに、本研究ではこれら
癌関連キナーゼタンパク質の、制御性 T 細
胞を誘導しない日本人に効果的なヘルパ
ーT 細胞エピトープペプチドの同定を主目
的とする。特に、一つのペプチドシークエ
ンスであるのに、複数の HLA クラス II 抗
原分子に結合してヘルパーT 細胞を惹起し
う る こ と が 可 能 な promiscuous 
peptide-epitope の同定に重点を置く。ま
た、日本人に多くみられる HLA-DR9、
HLA-DR53 分子に結合して有効な HTL を惹
起しうるエピトープペプチドの同定も重
要である。 
 
３．研究の方法 
（１）Promiscuous T helper Peptide の選
定 
 Promiscuous に結合可能なペプチドシー
クエンスを選び出すアルゴリズム解析ソ
フトを用いて、FAKと Aurora-Aのアミノ酸
配列を基に最も結合しやすいものを選定
し、１５残基長のペプチドを合成、精製し
た。 
（２）抗原ペプチド特異的ヘルパーT 細胞
クローンの樹立 
 合成したペプチドを健常成人あるいは
癌患者の樹状細胞（DC）にパルスし、これ
ら DC と磁気ビーズで単離した CD４陽性 T
細胞とを共培養し、１週おきに抗原ペプチ
ドをパルスした末梢血単核球を抗原提示
細胞として数回刺激し、抗原ペプチド特異
的ヘルパーT 細胞株を樹立した。更に限界
希釈法により、T 細胞クローンを樹立し抗
原ペプチドの拘束提示分子を同定した。 
（３）機能抗原エピトープペプチドの証明 
 同定された T ヘルパーエピトープが、実
際に naturally processed antigen として
機能しうるかどうかを確認するため、１）
DC に可溶化腫瘍細胞ライセート、２）HLA
クラス II 抗原を発現し該当する癌抗原を
有する腫瘍細胞を直接 APCとして、T 細胞
クローンと共培養しその反応をサイトカ
イン ELISA 法により定量した。 
（ ４ ） 癌 患 者 末 梢 血 中 リ ン パ 球 の
FAK,Aurora-A ペプチドに対する反応性の
検討 
 メラノーマ患者及び膀胱癌患者末梢血
単核球を分離しペプチドに対する反応性
を ELISA で定量した。 
 
４．研究成果 
（１）FAKを認識する CD４ヘルパーT細胞
エピトープペプチドの同定 
 幅広い癌腫に高発現している Focal 
adhesion kinase (FAK)の全アミノ酸配列
を基に、個人間の HLA class II 抗原に制
約を受けずに多数の HLA class II 抗原分
子(HLA-DR1, DR4, DR7, DR9)に結合可能な
ことが予測された１５残基のペプチドを



 

 

２種類合成した。健常人末梢血から分離し
た CD４陽性 T 細胞と樹状細胞をペプチド
の存在下で共培養し、その後複数回の刺激
を行って FAK ペプチド特異的ヘルパーT 細
胞クローンを４名の健常成人から樹立し
た。詳細なエピトープ解析から FAK143-157

ペプチドはHLA-DR4, DR9, DR53拘束性に、
FAK1000-1014 ペプチドは HLA-DR4, DR53 拘束
性にヘルパーT細胞を活性化させ、IFN-ガ
ンマあるいは GM-CSF などの TH1 サイトカ
インを分泌させた。またこれらのペプチド
は複数のHLA-DR分子に結合してヘルパーT
細胞を誘導したことから、promiscuous エ
ピトープペプチドであることが示された。
樹立されたヘルパーT細胞クローンは、い
ずれも FAK を高発現する前立腺癌細胞株、
メラノーマ細胞株や大腸癌細胞株、T 細胞
リンパ腫株を HLA-DR 分子を介して認識し
サイトカインを分泌した。更に、自己の樹
状細胞に、FAKを高発現している腫瘍細胞
の可溶化物を取り込ませ、ペプチド特異的
T 細胞クローンと共培養すると、T 細胞ク
ローンはこれを認識してサイトカインを
分泌した。これらの結果は、今回明らかに
された FAKエピトープペプチドは、生体内
で自然な形態で発生しうる naturally 
processed antigenic peptide であり、こ
れらの分子を標的とする癌ペプチドワク
チンの設計に寄与するものと考えられた。 
（２）Aurora-Aを認識する CD４ヘルパーT
細胞エピトープペプチドの同定 
 FAK の検討と同様に１５残基のペプチドを
２種類合成した。健常人末梢血から分離した
CD４陽性 T細胞と樹状細胞をペプチドの存在
下で共培養し、その後複数回の刺激を行って
Aurora-Aペプチド特異的ヘルパーT細胞クロ
ーンを 6 名の健常成人から樹立した。詳細な
エピトープ解析から Aurora-A161-175 ペプチド
は HLA-DR9, DR53 拘束性に、Aurora-A233-247

ペプチドは HLA-DR15, DR53,DQ6 拘束性にヘ
ルパーT 細胞を活性化させ、IFN-ガンマある
いは GM-CSF などの TH1 サイトカインを分泌
させた。そしてこれらのペプチドは複数の
HLA-DR分子に結合してヘルパーT細胞を誘導
したことから、promiscuous エピトープペプ
チドであることが示された。樹立されたヘル
パーT 細胞クローンは、いずれも Aurora-Aを
高発現する前立腺癌細胞株、腎癌細胞株や乳
癌細胞株を HLA-DR 分子を介して認識しサイ
トカインを分泌した。更に、自己の樹状細胞
に、Aurora-A を高発現している腫瘍細胞の可
溶化物を取り込ませ、ペプチド特異的 T細胞
クローンと共培養すると、T 細胞クローンは
これを認識してサイトカインを分泌した。ま
た、一部の T 細胞クローンは、腫瘍細胞株に
対して細胞傷害活性を示した。これらの結果
から、今回明らかにされた Aurora-A エピト
ープペプチドは、生体内で自然な形態で発生
し う る naturally processed antigenic 
peptide であり、これらの分子を標的とする
癌ペプチドワクチンの設計に寄与するもの
と考えられた。 
（３）癌患者末梢血リンパ球の FAK,Aurora-A

ペプチドに対する反応性 
① メラノーマ切除材料パラフィン包埋切片

を用いて、FAKの免疫組織染色を行った。
３名の患者組織に FAK が高発現していた。 

② この３名のメラノーマ患者末梢血から、
単核球を分離し FAK143-157, FAK1000-1014ペプ
チドで刺激し、更に１週後に同ペプチド
と自己の単核球で再刺激したところ、い
ずれも培養上清中に Th−１サイトカイン
である IFNガンマと GM-CSFの産生が認め
られた。このことは、これらのエピトー
プペプチドに反応する前駆 T 細胞が患者
末梢血中に存在することを示すものであ
る。 

③ Aurora-Aペプチド反応性 T細胞の頻度を、
５名の尿路上皮癌患者（膀胱癌）で検討
し た と こ ろ 、 Aurora-A161-175 と
Aurora-A233-247 の２種類のペプチドに反
応する前駆 T 細胞の分画を５名全ての患
者で検出可能であった。 
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