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研究成果の概要（和文）：本研究では肝細胞癌の免疫療法に有用と考えられるペプチドワクチン

の開発を行った。その結果、以下に記載する成果が得られた。１）肝細胞癌が発現するアルフ

ァフェトプロテイン(AFP)とヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)におけるヘルパーT 細胞エピ

トープを同定した。２）同エピトープに対する免疫反応が肝細胞癌患者の末梢血リンパ球にお

いて確認された。３）同エピトープのアミノ酸配列をもつペプチドワクチンを開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we tried to develop immunotherapy for 
hepatocellular carcinoma (HCC) by peptide vaccine. The following results were obtained 
from this study. 1) The helper T cell (HTL) epitopes in AFP and hTERT were identified. 
2) Immune responses against these HTL epitopes in peripheral blood mononuclear cells of 
HCC patients were observed. 3) Peptide vaccines encoding amino acid sequences in the HTL 
epitopes were developed based on the above results. 
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１．研究開始当初の背景 
現在、日本における肝細胞癌（肝癌）の治

療では、ガイドラインが作成され、肝癌の病
期や肝臓の機能によって、手術・ラジオ波焼
灼療法・肝動脈塞栓療法・化学療法などの多
くの治療が選択されている。しかしながら、
治療の選択肢がこのように多くあるにも関
わらず、肝癌による死亡者数は年間 3万人を
超え、さらに増加傾向にある。その理由の１
つは、例え早期に癌を発見し、最適の治療を

行ったとしても、肝癌の特徴である異時性・
多中心性発癌による他部位再発のため、治療
後再発が高率に生じるためである。したがっ
て、肝癌による死亡者数の減少には治療後再
発の抑制効果を兼ね備えた新たな治療方法
の開発が必要である。   
一方、癌に対する新しい治療として、近年、

癌特異的抗原を認識し癌細胞を攻撃するリ
ンパ球や宿主の免疫機能を調節する樹状細
胞を用いた癌特異的免疫治療が行われ、一部
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の症例では癌の消失や進行癌の進展阻止が
得られることが報告されている。こうした抗
原特異的な癌免疫療法は癌再発に対しても
抑制効果が期待されることから、治療後再発
を繰り返す肝癌の治療方法としては理想的
である。しかしながら肝癌ではいまだこうし
た癌特異的免疫療法は確立されていない。 

 
２．研究の目的 
これまでに我々は、肝癌に対する免疫治療

法の確立を目的として、多くの基礎的な研究
を行ってきた。これまでの研究成果からは、
肝癌に対する細胞障害性 T 細胞(CTL)による
抗腫瘍免疫が存在すること、肝癌の治療であ
る肝動脈塞栓療法、ラジオ波焼灼療法によっ
て生体内での CTLによる抗腫瘍免疫が増強す
ることを見出し、肝癌局所治療を行った部位
へ人工的に患者樹状細胞を投与することに
より、さらに強い抗腫瘍免疫が誘導できる樹
状細胞療法を確立してきた。 

これらの研究結果は他の癌での報告と同
様に肝癌患者においても免疫療法が有用で
あることを示唆しており、正しい方法でより
強力な抗腫瘍免疫を誘導することができれ
ば、肝癌に対する新しい治療方法の確立につ
ながると考えられる。一方、我々や他の研究
者の最新の研究成果からは、こうした人工的
に誘導された抗腫瘍免疫は、通常一過性の反
応に過ぎず、治療後長期にわたって再発を繰
り返す肝癌の再発を完全に抑制することは
困難であることが明らかになってきた。 

そこで本研究では、肝癌患者における抗腫
瘍免疫をより効率的かつ強力に誘導し、一旦
誘導できた抗腫瘍免疫が長期にわたって維
持できる手法を確立し、肝細胞癌治療後の再
発制御を目的とした癌免疫療法の開発を行
いたいと考えた。抗腫瘍免疫反応を維持させ
るための方法にはいくつかの手法が考えら
れるが、本研究では特に、ヘルパーT 細胞
(HTL)のエピトープをもつペプチドワクチン
を利用した手法の開発を目的とした。 

 
３．研究の方法 

本研究は以下に示す 3段階の方法で遂行し
た。 

 
1)肝癌特異的腫瘍抗原における HTLエピト

ープの同定 
これまでに我々が明らかにしてきた肝癌

に特異的な腫瘍関連抗原 14種類のアミノ酸
配列から HTLエピトープとなりそうな配列部
位を予測した。この予測には、コンピュータ
ソフト(TEPITOPE)を用いるとともに、日本人
に多いとされる HLA-class II 分子である、
HLA-DRB1*0101, 0401, 0404, 0405, 0410, 
0802, 0901, 1101, 1302, 1501, 1502の結合
モチーフを考慮して、できるだけ多くの

HLA-class II 分子に結合することが予想さ
れる 15～20個のアミノ酸配列を選択した。 
こうして選択されたアミノ酸配列をもつペ
プチドを人工的に合成し、はじめに末梢血リ
ンパ球を用いて、enzyme-linked immunospot 
(ELISPOT)アッセイ法によりペプチドのスク
リーニングを行った。スクリーニングで陽性
反応を認めたペプチドは、さらにリンパ球を
HTLと CTLの分画に分けて解析を行い、同反
応が HTL由来であるかを確認した。次にペプ
チドを FITCでラべリングし、各 HLA-class II 
分子を持つ細胞を用いて、ペプチドの結合実
験を行い、エピトープを同定した。 

 
2)肝癌患者における HTLを介した抗腫瘍免

疫反応の解析 
1)において同定されたエピトープのアミ

ノ酸配列を持つペプチドを用いて、肝癌患者
末梢血リンパ球における免疫反応を ELISPOT
アッセイ法にて測定した。 

 
3)肝癌患者における抗腫瘍免疫増強・維持

をもたらす HTLエピトープを用いた癌免疫療
法の開発 
 2)の検討において陽性反応を認めたペプ
チドをワクチンの候補として選定した。選定
したものを用いて、proliferationアッセイ
を行い、ワクチンとして使用した際の免疫原
性の強さを検討した。一方、ワクチンとして
の免疫誘導効果を検証するために、HLA-DRト
ランスジェニックマウスを用いた実験を予
定していたが、上記ペプチドの選定に時間を
要したこと、動物モデルの作製や購入が予定
通りに進まなかったことから、同検討は本研
究期間において施行できなかった。またこの
ため、本研究の最終段階で行う予定としてい
た臨床試験も遂行できなかった。 
 
４．研究成果 
 
1)肝癌特異的腫瘍抗原における HTLエピトー
プの同定 
アルファフェトプロテイン(AFP)とヒトテ

ロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)のアミノ酸配
列からヘルパーT 細胞(HTL)のエピトープと
なりそうな配列部位についてコンピュータ
ソフト(TEPITOPE)を用いて予測し、このうち
日本人に多いとされる HLA-class II 分子の
結合モチーフをもつペプチドを作製し、
ELISPOT アッセイ法、HLA-class II分子への
結合実験により、HTL エピトープを含むと考
えられるペプチドを同定した。 

 
2)肝癌患者におけるHTLを介した抗腫瘍免疫
反応の解析 
 上記ペプチドを用いて、AFP由来ペプチドと
hTERT由来ペプチドに対してそれぞれ50例の



 

 

肝癌患者の末梢血リンパ球における免疫反応
を解析し、それぞれのペプチドに対して陽性
反応を示す患者の頻度、その臨床的特徴を明
らかにした。また、これらのペプチドに対す
る免疫応答を増強する、肝癌の治療方法を同
定した。 
以下にhTERT由来のペプチドに関する結果

を示す。 
 
表１ 肝癌患者における免疫反応陽性率 

Peptide No． 陽性数（n） 陽性率(％) 

1 8 16 

2 4 8 

3 3 6 

4 5 10 

5 3 6 

6 1 2 

7 5 10 

8 3 6 

9 4 8 

10 8 16 

11 0 0 

12 2 4 

13 6 12 

CMV 22  44 

PMA 50  100 
作製したhTERT由来ペプチドに対する肝癌患
者末梢血リンパ球の免疫反応陽性率は0から
16％であった。一方、サイトメガロウイルス
由来のペプチド（表中のCMV）に対する陽性率
は44％と、hTERTに比べ高率であった。 
 一方、同様の検討をC型肝炎ウイルス陽性の
肝癌非合併患者（非担癌患者）で行ったとこ
ろ、以下の表２に示すごとく、ペプチドに対
する陽性率は肝癌患者に比べ、低かった。 
 

表２ 非担癌患者における免疫反応陽性率 

Peptide No 陽性数（n） 陽性率(％) 

1 0 0 

2 0 0 

3 0 0 

4 1 6 

5 0 0 

6 1 6 

7 0 0 

8 0 0 

9 0 0 

10 1 6 

11 0 0 

12 0 0 

13 0 0 

CMV 0  0 

PMA 13 86 
 さらに同様な検討を、健常人（C型肝炎ウイ
ルスの感染もなく、肝癌の合併もない人）で
行ったところ、以下の表３に示す結果が得ら
れた。 
 
 表３ 健常人における免疫反応陽性率 

Peptide No 陽性数（n） 陽性率(％) 

1 0 0 

2 0 0 

3 0 0 

4 1 10 

5 0 0 

6 0 0 

7 0 0 

8 0 0 

9 1 10 

10 0 0 

11 1 10 

12 0 0 

13 0 0 

CMV 4  40 

PMA 8  80 

表３に示す如く、hTERT由来の一部のペプチド
では健常人においても免疫反応が認められた
。表１～３の結果より、健常人やHCV陽性非担
癌患者において、陽性反応を認めず、肝癌患
者においてのみ高率に陽性反応を認めるペプ
チド、すなわち、肝癌に特異的と考えられる
免疫反応の標的となるペプチドは、ペプチド
No. １、７、１０、１３と考えられた。同様
な検討はAFP由来のペプチドにおいても行っ
た。 
 
3)肝癌免疫治療に有用なペプチドの選定 
次に肝癌患者の末梢血リンパ球において

高頻度に免疫反応が認められるエピトープ
をもつペプチドの HLA拘束性、細胞障害活性、
T 細胞をペプチドで刺激した際の各種サイト
カイン産生能や増殖能を測定し、肝癌免疫治
療への応用が可能と考えられるペプチドを
AFP と hTERT につき、それぞれ 1 個ずつ選定



 

 

した。このうち、hTERT 由来ペプチドでは表
１のペプチド No.１相当するペプチドが最も
免疫原性が強いペプチドの１つとして考え
られた。HLA 拘束性の検討では、同ペプチド
は日本人に多いとされる、HLA-DRB1*0405 と
HLA-DRB1*0901に結合し、HTLに認識されてい
ることが明らかとなった。 

今後は、上記検討により選択された、hTERT 
と AFP 由来のそれぞれのペプチドを用いた、
肝細胞癌に対する有効性と安全性を動物モ
デルにおいて検証するとともに、将来的には
ヒトでの臨床試験を行うことによって、肝癌
免疫治療への応用について検討したいと考
えている。 

また、本研究の最後に、これらのペプチド
とこれまでに同定した HLA-class I拘束性の
ペプチドを人工的に結合し、ロングペプチド
として生体に投与するための条件設定を行
った。今後はこのような人工的なハイブリッ
ドペプチドの応用についても検討していく
予定である。 
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