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研究成果の概要（和文）：ペプチドワクチン療法を実施した臨床検体を用いて、治療効果に関連する因子の検討を行っ
た。全例にMPHOSPH1およびDEPDC1抗原の発現は認めたが、発現強度と腫瘍のグレードやステージの間に相関は認めなか
った。80%以上の症例でワクチン投与後にCTL誘導を認め、経過観察中にもCTL誘導は維持されていた。ワクチン投与部
位の反応（発赤、腫脹、硬結）を認めた症例は、認めなかった症例に比較して、再発率の低下を認めた。Performance 
Status、CTL誘導およびワクチン投与部位反応が、ワクチンの治療効果の関連因子として同定された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the predictive factor associated with the effect of the peptide va
ccine treatment using clinical specimen. The expression of MPHOSPH1 and DEPDC1 antigen were recognized in 
all cases, but there was no correlation between expression intensity and grade and stage of the tumor. Cas
es 80% or more showed CTL induction after vaccination, and the CTL induction was maintained during follow-
up period. The patient in recognition of the response of the vaccine administration site showed a decrease
 of the recurrence rate as compared with an absent case. Performance Status, CTL induction and injection s
ite reaction were identified as an associated factor of the peptide vaccine treatment.
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１．研究開始当初の背景 
2010 年 4 月に FDA が前立腺癌ワクチン

（Provenge）を癌治療用ワクチンとして初め

て承認したこともあり、癌ワクチン療法は世

界的に脚光を浴びている。腫瘍免疫の歴史と

しては、1980 年代後半に T 細胞抗原受容

体が発見され、90 年代になり細胞障害

性 T リンパ球（cytotoxic T lymphocyte; 

CTL）によって認識されるヒトの癌抗原

が同定可能となった。その抗原の正体は

8-10 個のアミノ酸残基からなる短鎖ペ

プチドである事が判明し、世界中で癌抗

原の遺伝子クローニング、抗原ペプチド

の同定、それらを用いたペプチドワクチ

ン療法の研究が進められている。この領

域は国内外問わず急速な進展がみられ

ている。理想的な癌抗原とは、①発現が

癌細胞特異的である②癌細胞の増殖に

不可欠である③強い免疫原性を有する

④抗原に反応する CTL が豊富などが条

件としてあげられる。我々はこれまでに

cDNA マイクロアレイ解析により腎癌および

膀胱癌細胞に特異的に発現し、癌細胞の増殖

に 必 須 で あ る 新 規 遺 伝 子 （ HIG2, 

MPHOSPH1, DEPDC1）を同定してきた。さ

らに、この遺伝子からなる蛋白のアミノ酸配

列のうち、 CTL 活性を強力に有する

HLA-A*24 または A*02 拘束性ペプチドを同

定した。次いで GMP グレードのペプチドを

精製し、これらペプチドを用いた医師主導型

臨床試験を実施してきた。進行性膀胱癌症例

に対する MPHOSPH1 および DEPDC1 遺伝

子由来HLA-A*2402拘束性ペプチドワクチン

療法の第 1相試験の結果、忍容性が十分でペ

プチド特異的 CTLが高頻度に検出され、一部

の症例で抗腫瘍効果を認めた。同様に、進行

性腎癌症例に対する HIG2 遺伝子由来

HLA-A*02 拘束性ペプチドワクチン療法の第

1 相試験の結果、本治療は忍容性が十分でペ

プチド特異的 CTLが検出され、生存期間の延

長が期待されることを報告した。 
 
２．研究の目的 
本研究では腎癌、膀胱癌に対するペプチド

ワクチン療法の免疫学的作用機序を明らか

ににするとともに、ペプチドワクチン療法を

より効率よく発揮させるための免疫環境を

解明し、癌の再発予防や新規治療の確立へと

発展させることを目的とする。最終目標とし

ては個々の腎癌、膀胱癌患者に適切なペプチ

ドワクチン療法を提供したいと考える。 

 
３． 研究の方法 
（１）膀胱癌臨床検体を用いたMPHOSPH1, 

DEPDC1抗原およびHLA-classⅠの発現解析  

膀胱癌標本の未染色スライドを作成し、抗

MPHOSPH1, DEPDC1 抗体を用いて免疫染

色を行う。これらの発現程度と臨床病理学的

因子（癌の浸達度、悪性度、静脈浸潤等）と

の関連を retrospectiveに検討する。また、同

臨床検体を用いた免疫染色により HLA-class

Ⅰ発現の検討も行う。 

 

（２）腎癌臨床検体を用いた HIG2 抗原およ

び HLA-classⅠの発現解析 

腎癌標本の未染色スライドを作成し、抗

HIG2 抗体を用いて免疫染色を行う。これら

の発現程度と臨床病理学的因子（癌の浸達度、

悪性度、静脈浸潤等）との関連を retrospective

に検討する。また、同一検体を用いた免疫染

色により HLA-classⅠ発現の検討も行う。 

 

（３）臨床試験の立案ならびに実施 

ワクチン療法が最も効果を発揮するのは術

後アジュバントによる再発予防とされる。こ

れまで実施した第 1 相臨床試験の結果から、

適切なペプチド投与量や投与回数を評価し、

第 2相臨床試験のプロトコールを立案し実施

する。 
 
（４）ペプチド特異的 CTL誘導能測定 

ヒト血液検体およびDNA を用いた研究に際



しては、本学の倫理委員会の承認を経た後に

実施する。腎癌、膀胱癌患者からの血液サン

プルはワクチン治療前後のHLA-A*2402また

は A*0201陽性の患者から採取する。末梢血

サンプル50ml からFicoll-Conray 密度勾配遠

心法によって、末梢血単核球細胞(PBMC)を単

離する。抗原提示細胞の調整は、PBMC中の

プレート接着細胞をGM-CSF、IL-4の存在下で

培養してDC（樹状細胞）を誘導し、ペプチド

をパルスした後、X線照射して抗原提示細胞と

する。CTL活性の測定についてはPBMCより

magnetic beadsで分離したCD8＋細胞と抗原

提示細胞をプレートのウェルに加え、IL-7存

在下で培養する。その後、IL-10を加え、ペプ

チドをパルスしたプレート接着細胞で再刺激

を行い、ペプチドパルスしたHLA-A24＋細胞ま

たはA02細胞（TISI）を標的細胞として細胞傷

害性（IFNγ産生）をELISPOT法で測定する。 
 
（５）CD8陽性 T細胞の分画検討 

ワクチン投与前後のCD8陽性細胞の分画を

FACSにより解析する。それぞれの抗体はナイ

ーブT細胞（CD45RA+CD27+）、メモリーT

細胞(CD45RA-CD27+)、エフェクターメモリ

ーT細胞(CD45RA-CD27-)、エフェクターT細

胞（CD45RA+CD27-)を用いる。 

 

（６）制御性T（T reg）細胞の検出 

CD4陽性細胞の一つのポピュレーションで

あるT reg細胞は抗腫瘍免疫を抑制し、結果と

して腫瘍の増殖を促進すると考えられている。

ペプチドワクチン治療前後の患者末梢血

PBMCからCD4+CD25+T細胞を分離し、治療

前後での増減を確認する。 

 

（８）治療効果を予測するバイオマーカーの

探索 

CTL活性、CD8陽性T細胞分画、Tregの解析結

果に基づき、ペプチドワクチン療法の有効例、

無効例を予測可能か検証する。 

 

４． 研究成果 

（１）膀胱癌臨床検体（134症例）の未染色ス

ライドを作成し、抗MPHOSPH1, DEPDC1抗

体、抗HLAclassⅠ抗体を用いて免疫組織学的

検討を行った。その結果、全例にMPHOSPH1, 

DEPDC1, HLA-classⅠいずれも発現を認めた。

MPHOSPH1とDEPDC1に関しては、発現強度

と腫瘍のグレードやステージの間に相関は認

めなかった。なお、筋層非浸潤癌に比較して、

筋層浸潤癌では、HLA-classⅠの発現低下を認

めた。 

 

（２）腎癌臨床検体（78症例）の未染色スラ

イドを作成し、抗HIG2抗体を用いて免疫組織

学的検討を行った。その結果、全例（淡明細

胞型腎癌）にHIG2の発現を認めた。発現強度

と腫瘍のグレードやステージの間に相関は認

めなかった。なお、進行病期においてHLA 

classⅠの発現低下を認めた。 

 

（３）筋層非浸潤性膀胱癌の術後アジュバン

ト療法として、BCG膀胱内注入療法と

HLA-A24拘束性MPHOSPH1およびDEPDC1

ペプチドワクチン併用療法（多施設共同第2

相臨床研究）を立案し実施した。BCGは8回

投与、ペプチドワクチンの投与回数は11回と

した。134例が登録され、HLAキーオープン解

析の結果、HLA-A24群（79例）は非A24群（54

例）に比較して、膀胱内再発率の低下傾向を

認め、ペプチドワクチン療法の臨床的有効性

が示唆された。また、ワクチン投与後のCTL

誘導を認めた症例は認めなかった症例に比較

して、再発率の低下を認めた。さらに、ワク

チン投与部位の反応（発赤、腫脹、硬結）を

認めた症例（98例）は、認めなかった症例（35

例）に比較して、再発率の低下を認めた（図）。

なお、ペプチド投与に伴う重篤な有害事象の

発生は認めなかった。 



 

 

（４）ワクチン治療後に、MPHOSPH1で82%、

DEPDC1で83%の症例でペプチド特異的CTL

の誘導を認めた。また、ワクチン投与期間の

みだけではなく、経過観察中にも70%の症例

でCTL誘導は維持されていた。 

 

（５）ワクチン投与前後のCD8陽性T細胞の分

画の解析では、ナイーブT細胞、メモリーT細

胞、エフェクターメモリーT細胞、エフェクタ

ーT細胞のいずれも、著明な増加および低下は

認めなかった。 

 

（６）ワクチン投与前後の制御性T細胞の解析

では、ワクチン投与前に比較して、投与後で

制御性T細胞の低下傾向を認めたが、有意差は

認めなかった。 

 

（７）Performance Status、CTL活性、ワクチ

ン注射部位反応が、ワクチンの治療効果の関

連因子として同定された。一方、治療前の抗

原の発現程度やエフェクター細胞/T reg細胞

比は、効果予測因子として不十分であった。 
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