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研究成果の概要（和文）：がんワクチン療法においては、がん細胞における腫瘍抗原ペプチドのHLA class I分子上の
発現が必須の要素となる。そこで、質量解析技術を用いて腫瘍組織から腫瘍抗原Wilms’ Tumor-1 (WT1)の抗原性ペプ
チドの検出と定量を試みた。
 WT1とHLA-A24を発現するヒト膵癌細胞株のzenograft腫瘍組織を作成した。腫瘍組織からHLA class I分子に結合した
抗原性ペプチドを分離しLC/MS/MSで解析したところ、WT1の抗原性ペプチドのイオンピークが検出され定量も可能であ
った。また、Mass Imaging法によりWT1抗原性ペプチドの存在を示すスポットが検出された。

研究成果の概要（英文）：Presentation of antigenic peptide of the tumor antigen on the HLA class I 
molecule is an essential factor for effective antigen-specific cancer vaccine. Using mass spectrometric 
analyses, identification and quantification of the HLA-A24 restricted antigenic peptide of Wilms' Tumor-1 
(WT1) were tried in human pancreatic cancer zenograft tissue. Antigenic peptides binding to HLA class I 
molecules were obtained from the tumor cells by acid-elusion method and analyzed for detection of WT1 
antigenic peptide using LC/MS/MS. WT1 antigenic peptide (CMTWNQMNL) was identified as a single ion peak 
and a standard curve for quantification could be generated. Furthermore, spots of WT1 antigenic peptide 
were observed in the tumor tissue by mass imaging analysis. Presentation of antigenic peptide of the 
tumor antigen on MHC class I molecules in tumor tissue could be defined by mass spectrometric 
examination.

研究分野： 腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 抗原特異的細胞傷害性 T 細胞が介在した

がんワクチン療法においては、がん細胞にお

ける腫瘍抗原ペプチドの HLA class I 分子上

の発現が必須の要素となる。しかし、がん細

胞における抗原プロセッシング機能の低下

が報告されており、がん細胞が腫瘍抗原を蛋

白として発現していてもT細胞受容体に認識

される HLA class I 結合性ペプチドとしての

発現量が十分であるかは不明である。従来ま

での腫瘍抗原発現の確認は主に免疫組織化

学的手法や RT-PCR により行われてきたが、

これらの方法では HLA class I 分子上の腫瘍

抗原ペプチドの提示レベルは明らかではな

く、仮に腫瘍抗原蛋白が高発現していても抗

原へプチドへの processing が不良であれば、

その抗原を標的としたがんワクチン療法の

効果は期待し難い。さらに、従来法では使用

する抗体、primer などにより腫瘍抗原発現の

結果が左右される危惧があった。 

(2) がんワクチン療法を中心としたがん免疫

療法においては治療効果を予見する治療バ

イオマーカーの確立が急務である。これまで

がんワクチン療法の効果予見バイオマーカ

ーは担がん生体の各種検査値や免疫活性な

どを中心に検討されてきたが、確実な新規バ

イオマーカーの確立には至っていない。がん

ワクチンの効果が不十分である理由の説明

として、上記(1)の要素が関与するとすれば、

がんワクチン治療を予定する患者の腫瘍組

織の HLA class I 上に腫瘍抗原の抗原性ペプ

チドが提示されているか否かは、奏功バイオ

マーカーとしての意義を有する可能性が高

い。  
 
２．研究の目的 
本研究の目的はがんワクチン療法対象症例

の腫瘍組織の HLA class I 上に提示された腫

瘍抗原ペプチド発現量を決定し、その発現量

が同療法の治療効果を予見する奏効バイオ

マーカーとなりうるかを検証することであ

る。その技術を確立するために、Zenograft

系ヒト膵癌組織から HLA class I に結合した

抗原性ペプチドを抽出し、その中からわれわ

れが進行膵癌に対して行っている Wilms’ 

Tumor-1 (WT1)ワクチン療法の標的抗原であ

るWT1の抗原性ペプチドを検出し定量する方

法の確立を試みる。 

 

３．研究の方法 
HLA-A*2402とWT1を発現するヒト膵癌培養細

胞株MIAPaCa2をNOD/SCID マウスの背部皮下

に移植し、膵癌の zenograft 系腫瘍を作成す

る。この腫瘍組織を用いて下記の検討を行う。 

(1)腫瘍組織を collagenase, dyspase 処理し

て細胞を分散させcitrate-phosphate buffer 

(pH 3.3) 処理により HLA class I に結合し

た抗原性ペプチドを抽出し、LC/MS/MS を用い

てWT1抗原性ペプチドを検出、定量を試みた。 

(2)腫瘍のホルマリン固定腫瘍組織をHE染色

し、レーザーマイクロダイセクションにより

間質を除いた腫瘍部分を採取して可溶化し、

ハイブリッド型質量解析装置を用いた解析

により HLA-A24 結合性 WT1抗原ペプチドを検

出し定量を試みた。 

(3)新鮮凍結腫瘍組織の切片を作成し、

ImagePrep を使用してマトリックス噴霧を行

った。Massimaging(MSI)法は 10 μｍの空間解

析能で Autoflex speed(BRUKER)を使用して

FlexImaging を用いた自動測定によりデータ

を取得した。 

 
４．研究成果 

(1)HLA class I 結合性ペプチドからの WT1 抗

原性ペプチドの検出とその定量。MIAPaCa2 細

胞から酸処理により分離した MHC class I 結

合性ペプチドを LC/MS/MS により解析し、WT1

の HLA-A24 結合性 9 mer ペプチド CMTWNQMNL

に相当するm/zを示すイオンピークを検出し

た（図１）。 

 



 

同ペプチドを人工合成し希釈系列でLC/MSで

検出すると、定量可能な検量線の作成が可能

であった（図２）。 

 

われわれは抗癌剤であるゲムシタビン（GEM）

の治療により膵癌細胞の WT!の発現量が増加

し、WT1 ペプチドワクチンにより誘導・活性

化された WT1特異的細胞傷害性 T細胞がより

効率的に膵癌細胞を攻撃する可能性を示し

た。この現象の検証のために MIAPaCa2 移植

マウスを GEM 処理し、そのマウスから採取し

た MIAPaCa2 細胞から WT1 抗原性ペプチドを

定量解析すると、GEM 処理腫瘍細胞では無処

置腫瘍細胞に比較してより多くのWT1抗原性

ペプチドが提示されていることが示された 

（表１）。 

 

(2)レーザーマイクロダイセクションにより

採取した腫瘍部分の HLA-A24 結合性 WT1抗原

ペプチドの定量。ホルマリン固定 zenograft

腫瘍組織をレーザーマイクロダイセクショ

ン法により腫瘍部分と間質部分を採取し、そ

れぞれを可溶化してWT1抗原性ペプチドの検

出を試みた。しかし、ホルマリン固定標本か

らはWT1抗原性ペプチドと思われるイオンピ

ークを検出することは不可能であった。 

(3)MSI 法による WT1 抗原性ペプチドの検出。

新鮮zenograft腫瘍組織の凍結切片を作成し、

MSI により WT1 抗原性ペプチドの発現を解析

した。その結果、m/z 913.4 の WT1 抗原性ペ

プチドNH2-CMTWNQMN-COOHの存在を示す緑色

のスポットが、強く検出されていないものの、

いくつかのピクセルで検出された（図３）。

赤いスポットは m/z 616.2 の Heme を示す。

この方法により、これまで免疫染色や遺伝子

解析に頼っていた腫瘍組織の腫瘍抗原の発

現の解析を質量解析的手法により行う道筋

がたてられた。今後、同手法を用いた各種腫

瘍組織の解析により、抗原ペプチドレベルで

の腫瘍抗原の発現の有無の解析が進むこと

が期待される。 

(図３) 
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