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研究成果の概要（和文）：新規がん抗原同定のために自家がん細胞株とそのCTLのペア の樹立を目指し、札幌医
科大学附属病院歯科口腔外科にて治療された頬部 口腔扁平上皮がん患者の生検組織よりがん細胞株の樹立に 成
功し、樹立したがん細胞株の患者のPBLあるいはTILを分離し、rI l-2(50IU/ml)を加えたAIM-VRMediumでの培養
を行い、X線照射した 自家がん細胞株とPBLあるいはTILとの混合培養を繰り返し行い、CTL を誘導を行い、自家
がん細胞株とそのCTLのペアの樹立に成功した。自家がん特異的細胞傷害機構の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Aiming at establishing a pair of autologous cancer cell line and its CTL for
 the identification of novel cancer antigen, Sapporo Medical University Hospital Dental Department 
of Oral Surgery than the biopsy tissue of cheek oral squamous cell carcinoma patient treated In the 
establishment of a cell line successfully, PBL or TIL of a patient with established cancer cell line
 was isolated, cultured in AIM-VRMedium supplemented with rI l -2 (50 IU / ml), and irradiated with 
X rays Mixed culture of autologous cancer cell line and PBL or TIL was repeated, induction of CTL 
succeeded in establishing pair of autologous cancer cell line and its CTL. Analysis of autologous 
cancer-specific cytotoxicity mechanism was carried out.

研究分野： 口腔外科

キーワード： 口腔癌　腫瘍免疫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

癌に対する治療方法には、従来の外科療法、

化学療法、放射線療法が単独もしくは併用さ

れて行われてきたが、近年、癌遺伝子の解析

が進み、分子標的療法が癌の新たな治療法と

して注目され各種分子標的薬が研究、開発さ

れ精力的に臨床試験が繰り広げられている。

それらの中で癌ワクチン療法は比較的早期

から臨床試験が開始されていた。当初、悪性

黒色種において CD8T 細胞で構成されるキラ

ーT細胞（CTL）の認識する癌抗原ペプチドの

構造決定が行われ、欧米で癌特異的免疫療法

としてのペプチドを用いた臨床試験が行わ

れ一定の効果を上げた。その後、上皮性腫瘍

でも、食道癌、大腸癌で癌抗原ペプチドが同

定され、臨床試験が開始されていた。それら

の抗原は HLA classI により提示され、それ

を CD8T 細胞が T細胞受容体（TCR）を介して

認識、活性化し、さらにパーフォリン、グラ

ンザイム B など細胞傷害顆粒や、TNF-TNF 受

容体・Fas-Fas リガンドを介した細胞死の機

構により抗原を提示する癌細胞を破壊する

ことが知られている。一方、HLA classII に

より提示され CD4T 細胞が認識する癌抗原ペ

プチドを明らかにすることでより応用範囲

が広がり、治療効果の向上が期待できる。こ

のためにも癌特異的で HLA classI,HLA 

classII によって提示される、癌抗原ペプチ

ドを同定することは癌の免疫療法を具現化

するために不可欠であると思われる。実際、

これまで悪性黒色種を中心に様々な癌にお

いても癌抗原がいくつも同定されている。 

２．研究の目的 

○1  口腔がんに対する治療方法には、外科療

法、化学療法、放射線療法が単独もしくは併

用されて行われてきた。近年、がん遺伝子の

解析が進み、分子標的療法ががんの新たな治

療法として注目され各種分子標的薬が研究、

開発され精力的に臨床試験が繰り広げられ

ている。それらの中でがんワクチン療法は比

較的早期から臨床試験が開始されてきた。当

初、悪性黒色腫で CD8T 細胞で構成されるキ

ラーT細胞（CTL）の認識するがん抗原ペプチ

ドの構造決定が行われ、欧米でがん特異的免

疫療法としてのペプチドを用いた臨床試験

が行われ一定の効果を上げた。その後、上皮

性腫瘍でも、食道がん、大腸がんでがん抗原

ペプチドが同定され臨床試験が行われてき

た。申請者らも腫瘍に高率に発現し正常組織

ではほとんど発現の認められない、IAP 

family(Inhibitor of Apoptosis Proteins)

の一つである survivin(Clinical Cancer Res. 

Vol 8, 1731-1739,2002.)に着目し、この分

子から本学第一病理学講座にて同定された

survivin2B ペプチドを用いてがんワクチン

療法が口腔がんに対して有効かどうかの基

礎的研究を重ねてきた(J Transal Med .2009 

Jan 7; 1.)。その結果、survivin2B ペプチ

ドを用いた免疫療法が有効であると示唆さ

れる結果が得られた。さらに、本学第一外科

に お い て 大 腸 が ん 、 乳 が ん を 対 象 に

survivin2B ペプチド(Clinical Cancer Res. 

Vol 11, 1474-1482,2005)を用いてがんワク

チン療法の第一相臨床試験が実施された(J 

Transal Med. 2004 Jun 13;2(1):19)。これ

らをもとに申請者らも口腔がんに対する第

一相臨床試験を実施したところ、副作用など

の有害事象は認めらず、ワクチン投与の一部

の患者において腫瘍の縮小や腫瘍の増大が

停止し患者の QOL の向上につながった。しか

し、当初期待した程の効果は認められなった、

この原因として患者により抗原提示されて

いるがん抗原に発現の差があること、免疫逃

避によるものが考えられた。これらを解決す

るためには新たな口腔がん特異的抗原を同

定する事、免疫逃避の機序を解析し、免疫逃

避に影響を受けないがん抗原を探索しかつ

免疫逃避を解除する方法を見つけ出す事で

がんワクチン療法の治療効果の増強につな

がると考えられる。 



○2  現在、新たな下顎歯肉扁平上皮がん由来

の細胞株の樹立に成功し、さらにその細胞株

を認識し、高い傷害活性を示す 2種類の自家

CTL clone の樹立に成功した。これまでの解

析で樹立された自家 CTL clone は HLA A-24

拘束性の CTL clone と HLA A-33 拘束性の CTL 

clone である事が同定された(Hum Immunol. 

2009 Feb;70(2):89-95.)。抗原エピトープ同

定に向けてさらに解析を進めていく。さらに

樹立した 2種類の自家 CTL clone が認識しな

い、新たな口腔扁平上皮がん細胞株を樹立し

た(Hum Immunol. 2009 Feb;70(2):89-95.)、

この自家がん細胞株と CTL clone を用いてが

んワクチン療法で課題となる免疫寛容に関

する仕組みや遺伝子の解析をおこなってい

く。また、これを傷害する CTL のペアの樹立

を目指す。さらに新規のがん細胞株と自家

CTL を樹立し多くのがん抗原を同定し、がん

ワクチン療法に応用を目指す。有効ながん抗

原を同定出来たならばそれらを腫瘍マーカ

ーとして活用していく事を目指す。 

○3  がんワクチン療法の最大のメリットは

機能障害がなく、副作用が起きにくい事であ

る。現状で高い治療効果を長期間得るには免

疫逃避の問題やどの抗原を標的にするかな

どの課題がある。しかし、これらを克服出来

ればQOL向上につながる可能性が非常に高く

がんワクチン療法の研究を進めて行く意義

はとても大きいと考えられる。また、将来的

には術後にがんワクチン療法を行う事で微

小転移を制御し、生存率の向上に寄与する可

能性もある。がんワクチン療法の研究を進め

る事で多くの新規がん抗原を同定し、腫瘍の

増殖、転移にどのように関連しているか検討

する事が、がんの生物学特性を明らかにし、

がん治療に有益な情報をもたらす可能性も

ある。また、新規がん抗原を同定する事で腫

瘍マーカーとして活用していく事も可能で

あると考えられる。 

３．研究の方法 

(概要) 

・すでに樹立された自家がん細胞株とその

CTL clone を用いて抗原の同定を行う 

・すでに樹立した自家 CTL clone に認識され

ないがん細胞株と自家 CTL clone に認識され

るがん細胞株の DNA マイクロアレイを行い

発現の違いを検討し、免疫逃避に関する遺伝

子かどうか検討する。免疫逃避に関連する可

能性がある遺伝子を同定し、遺伝子の発現を

抑制して検討をおこなう 

・すでに樹立した自家 CTL clone に認識され

ないがん細胞株を傷害する CTL clone を新た

に樹立し解析を行い、抗原の同定を行う 

・新たな自家がん細胞株とその CTL のペアの   

 樹立 

・CTL による自家がん特異的破壊機構の解析 

・新たながん抗原を同定し、それらを腫瘍マ  

 ーカーとして利用するために、血清抗体     

 価を測定し検討を行う 

(1)すでに樹立された自家癌細胞株とその

CTL clone を用いて抗原ペプチドの同定を行

う 

○1当科で樹立した HLA A24 拘束性自家口腔扁

平上皮癌 CTL clone と HLA A33 拘束性自家口

腔扁平上皮癌 CTL clone と自家口腔扁平上皮

癌 cDNA ライブラリーを用いて抗原ペプチド

の同定を行う。 

○2得られたペプチドを用いて同じHLAを有す

る健常人並びに口腔扁平上皮癌患者の末梢

血から CTL の誘導を試みる。つまり、末梢血

から樹状細胞を分離して、得られたペプチド

をパルスし、さらに T細胞を刺激してペプチ

ドによる CTL の誘導を検討する。 

○3上記のように得られたCTLをもとの癌細胞

株に対して傷害することが示されると、同じ

HLA を有する癌患者に対する治療効果が期待

され、臨床試験が可能になると考えられる。 

(2)新たな自家癌細胞株とその CTL のペアの

樹立 

○1 札幌医科大学医学部口腔外科にて治療さ



れた口腔扁平上皮癌患者の生検組織あるい

は手術材料より癌細胞株を樹立する。また、

当科ですでに樹立した口腔癌培養細胞株7株

も使用する。 

○2 樹立した癌細胞株の患者の PBL あるいは

TIL を分離し、rIl-2(50IU/ml)を加えた

AIM-VRMedium での培養を行う。 

○3 X 線照射した自家癌細胞株と PBL あるいは

TIL との混合培養を繰り返し行い、CTL を誘

導する。 

(3)CTL による自家癌特異的破壊機構の解析 

○1誘導されたCTLの細胞表現型を各種単クロ

ー ン 抗 体 を 用 い て 、 FACS(fluorescence 

activated cell culture)calbur にて検討を

行う。 

○2 自家癌細胞株並びに同種癌細胞株を用い

て、51Cr release assay あるいは INF-γ 

assay により細胞傷害活性の測定を行い、自

家癌特異的細胞傷害機構の解析を行う。いず

れもNK活性、LAK活性は除外した条件で行う。 

○3 CTL の認識する抗原ペプチドの提示分子

（HLA 分子）の決定を各種単クローン抗体を

用いた細胞傷害活性抑制試験で行う。 

(4)抗原ペプチドの同定 

○1 cDNA クローニング法あるいは酸抽出法に

より癌拒絶抗原ペプチドの構造決定を行う。 

○2得られたペプチドを用いて同じHLAを有す

る健常人並びに口腔扁平上皮癌患者の末梢

血から CTL の誘導を試みる。つまり、末梢血

から樹状細胞を分離して、得られたペプチド

をパルスし、さらに T細胞を刺激してペプチ

ドによる CTL の誘導を検討する。 

○3上記のように得られたCTLがもとの癌細胞

株に対して傷害することが示されると、同じ

HLA を有する癌患者に対する治療効果が期待

され、臨床試験が可能になると考えられる。 

すでに樹立した癌細胞株とこれを傷害する

(5)CTL clone を用いて新たな変異癌細胞株

を樹立し解析を行う 

○1樹立した癌細胞株と CTL clone を共培養し，

変異癌細胞株を樹立する。 

○2 変異癌細胞株とオリジナルの癌細胞株を

DNA アレイにて解析をおこなう。 

○4変異癌細胞株を用いて MLTC を行い新たな

CTL の樹立を行い、癌抗原の同定を目指す。 

 

４．研究成果 

(1)自家癌細胞株とその CTL のペアの樹立を

行い。CTL による自家癌特異的破壊機構の解

析を行った。その結果、HLA-A24 と HLA-A33

に各々拘束性を持つCTLクローンの樹立に成

功した。現在、これらの CTL クローンが認識

している抗原について解析中である。 

(2)樹立した HLA-A24 と HLA-A33 の CTL クロ

ーンと自家癌細胞株を共培養し、CTL クロー

ンに認識されない自家癌細胞株を樹立した。 

(3)(2)の癌細胞株のDNAアレイを行ったとこ

ろ、複数の遺伝子で違いが見られた。 

(4)(3)の結果よりこれら遺伝子の違いが腫

瘍免疫における免疫逃避に関わっている可

能性があるため現在解析中である。 

(5)これらの解析が進むことで口腔癌におけ

る癌ワクチン療法の発展につながる可能性

がある。そして癌ワクチン療法が口腔癌に対

する新たな治療戦略を立てる上で重要な役

割を果たし、口腔癌患者の QOL に寄与する可

能性が高い。 

(6)頬粘膜扁平上皮癌由来の新規癌細胞株の

樹立に成功し、さらにその CTL ペアの樹立に

成功した。現在この解析も行なっている。 
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