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研究成果の概要（和文）：これまでに、肝細胞癌の特異的抗原としてHeat Shock Protein (HSP) 70を同定し、HSP70-m
RNA導入樹状細胞 (DC) 療法を考案し、Phase I試験を行い、その安全性と有効性を得た。そこで、細胞療法と比較して
より普遍的な癌ペプチドワクチン療法に転換することを考え、抗腫瘍反応を誘導するペプチドの同定を試みた。マルチ
HLA結合ペプチドと予測された候補について、ELISpot assay 及びELISAによって確認し、安全性をラット及びイヌにて
確認した。ペプチド及びアジュバントについて特許出願を行い、複合免疫療法のFirst in Humanの臨床試験を開始した
。

研究成果の概要（英文）：We identified the Heat Shock Protein (HSP) 70 as a specific antigen of 
hepatocellular carcinoma. Furthermore, the phase I study of HSP70-mRNA introduced dendritic cells therapy 
showed the safety and efficacy. In this study, we tried to identify the HSP70 peptide sequence, which can 
induce the anti-tumor response, in order to the development of useful peptide vaccine therapy for cancer. 
Candidate HSP70 peptides predicted as multi-HLA binding potency were confirmed by ELISpot assay and ELISA 
for IFN-gamma production. The safty of the peptides were examined in rats and dogs. We started a clinical 
trial of first in Human HSP70 peptide immunetherapy for several cancers.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 肝細胞癌　ワクチン療法

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまでにマイクロアレイ法によ
る遺伝子解析及び 2次元電気泳動法によるプ
ロテオミクス解析のデータベースより、肝細
胞癌の特異的抗原タンパクを絞り込み、Heat 
Shock Protein (HSP) 70 を標的とした
HSP70-mRNA 導入樹状細胞 (DC) 療法を
考案し、切除不能・再発肝細胞癌患者を対象
に Phase I 試験を行った。肝細胞癌における
HSP70 及び HLA class-I 発現陽性の割合は
それぞれ 92%及び 59%であることを免疫組
織化学法 (IHC) により確認し、mRNA の導
入法として EGFP mRNA をエレクトロポレ
ーション法により DC に導入され、タンパク
発現が成されることを事前に確認した。 

Phase I 試験により安全性が確認され、9
例中 2 例の腫瘍の完全消失 (CR)、5 例の
stable disease (SD) を得たことから、Phase 
II 試験を開始した。これは HSP70 mRNA を
in vitro にて DC に導入し、癌免疫療法とし
て用いる方法で有り、期待される免疫学的反
応は、遺伝子導入された HSP70 が腫瘍特異
的な標的タンパクとして働くことと、シャペ
ロンとして抗原提示を促進し、さらに免疫担
当細胞の活性化を行うことである。 
しかし、本療法は複雑な培養行程や細胞処

理、高度な施設基準を要する。本療法をより
簡便で普遍的な治療として普及させること
を考えるとペプチド療法は大きな選択肢と
なり得る。従って、本研究が遂行されれば、
有効性が高い治療に対する臨床応用への架
け橋として、非常に重要な位置づけとなる。 
 
２．研究の目的 
こ れ ま で 、 HSP70 を 標 的 と し た

HSP70-mRNA 導入 DC 療法を考案し、その
有効性および安全性を Phase I 試験にて確認
している。しかしながら、上記のような細胞
療法は、手間がかかるとともに規制を満たす
施設は限られている。そこで、細胞療法と比
較してより普遍的な癌ペプチドワクチン療
法に転換することを考え、HSP70 ペプチド
の内、抗腫瘍反応を誘導するペプチドを同定
し、肝細胞癌ペプチドワクチン療法の臨床へ
の橋渡しを行うことを目的とする (図 1)。 
 

図 1. DC 療法からペプチドワクチン療法へ 
 
３．研究の方法 
HLA-A*24:02（以下 HLA2402 と略記）、

HLA-A*02:01 並びに HLA-A*02:06 に親和性
(affinity)の高い HSP70 short peptide の検
索により候補を絞った (図 2)。Healthy 
Volunteer (HV) の PBMC で、高い IFN-活性
を有したものを候補とした。具体的には、
PBMC から分離した付着細胞を GM-CSF、IL-4
による未成熟樹状細胞への誘導、TNF-αによ
る成熟化を行い、成熟樹状細胞を誘導した。
一方、浮遊細胞を IL-2 添加下に培養し磁気
ビ ー ズ を 用 い て CD8+ 細 胞 を negative 
selection で分離した。成熟樹状細胞に候補
ペプチドをパルスした後、CD8+細胞と 1週間
共培養を行った。CD8+細胞を回収し、ペプチ
ドをエレクトロポレーションによりパルス
した細胞を標的として IFN- ELISpot assay
及び培養上清の IFN-を ELISA 法にて、各ペ
プチドの特異的免疫誘導能を比較した。 
 

図 2. ペプチド同定に関する概略図 
 
４．研究成果 
能動的学習法を用いたペプチド探索技術

(HLA Peptide Binding Predictions System)
により、HSP70 由来ペプチドから 29 個のエピ
トープ候補ペプチドを同定した。これらの候
補ペプチドから HLA2402, 0201, 0206 のいず
れに対しても結合能を有するマルチHLA結合
ペプチドとなりうるものを選択した。候補ペ
プチドに対し、HLA 結合ペプチド実験を行い、
結合能に応じ、優先順位をつけた。 
 HSP70-DC 療法施行患者 4 症例について計
26 回の免疫誘導試験を行った結果、1 つの
HSP70 由来ペプチドが ELISpot assay 及び
ELISAにおいて negative control と比べて有
意に IFN-発現頻度が高く、エピトープペプ
チドの最も有力な候補と考えられた。このペ
プチドは HLA2402 のみならず、HLA0201 症例
においても IFN-発現が認められた (図 3)。
さらに、上記候補ペプチドの安全性をラット
及びイヌを用いた動物試験にて確認した。 
また、ペプチドワクチン療法の際に用いる

アジュバントについても検討を行った。数種
のアジュバント物質の組み合わせについて、
マウスを用いた抗腫瘍効果の実験を実施し、
LAG-3 Ig と polyinosinic-polycytidylic 
acid（poly（I:C））の組み合わせにより免疫
抑制系がダウンレギュレートされ免疫疲弊
を抑制し、他の組み合わせに比べて有意に抗
腫瘍効果の高いことが確認された。これらペ
プチド及びアジュバントについて、特許出願



を行った (特願 2014-206730)。 
 

図 3. ELISpot assay の結果 
 
 また、HSP70 は肝細胞癌以外に食道扁平上
皮癌、胃癌、大腸癌、膵腺管癌、乳癌でも高
率に発現していることをIHCにより確認した 
(図 4)。 
 

図 4. 癌腫における HSP70 発現 
 
以上の結果をもとに、進行・再発固形癌（肝

細胞癌、食道扁平上皮癌、胃癌、大腸癌、膵
腺管癌、乳癌）に対するHSP70由来ペプチド、
組み換え可溶性ヒト LAG-3 Ig 融合タンパク
質、poly（I:C）を併用した複合免疫療法の
First in Human の臨床試験を平成 28 年 1 月
から開始した。これまでに施行の 4例におい
て、重篤な副作用は認められず、1 例で病勢
のコントロールが得られている。 
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