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研究成果の概要（和文）：グリピカン3（GPC3）ペプチドワクチンを投与するとGPC3特異的細胞傷害性T細胞
（CTL）が誘導される。GPC3特異的CTLの誘導は、しばしば予後と相関するが完治には至らない。我々は、GPC3ペ
プチドとリポソームを結合したワクチンを作製し、その抗腫瘍効果を評価した。このワクチンは従来のペプチド
ワクチン法と比べ少ない量でペプチド特異的CTLを誘導できた。効率的なCTL誘導には、ペプチドとリポソームの
結合が重要であり、投与によりGPC3発現腫瘍の成長を著しく抑制した。本法は新しいがん治療法を提供しうる。

研究成果の概要（英文）：Although vaccine-induced glypican-3 (GPC3)-peptide-specific cytotoxic T 
lymphocytes (CTLs) were often tumor reactive in vitro and were correlated with overall survival, no 
complete response was observed. In the current study, we synthesized liposome-coupled GPC3-derived 
CTL epitope peptide (pGPC3-lipsome) and investigated its antitumor potential. Vaccination with 
pGPC3-liposome induced peptide-specific CTLs at a lower dose than conventional peptide vaccine 
emulsified in incomplete Freund’s adjuvant. Coupling of pGPC3 to liposomes was essential for 
effective priming of GPC3-specific CTLs. In addition, immunization with pGPC3-liposome inhibited 
GPC3-expressing tumor growth. Thus, vaccination with tumor-associated antigen-derived epitope 
peptides coupled to the surfaces of liposomes may be a novel therapeutic strategy for cancer.

研究分野： 免疫学

キーワード： 婦人科　外科　がん　免疫　ワクチン

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 抗原特異的免疫療法は、がん細胞のみを標
的とするため、副作用が少なく効果の高い治
療法になる可能性を秘めている。これまで、
がん抗原タンパクやこれに由来するペプチ
ド、がん抗原 DNA をワクチン投与する方法、
あるいは抗体療法が開発されてきた。今日ま
でに、さまざまな腫瘍関連抗原（TAA）、お
よびこれに由来する CTL エピトープペプチ
ドが同定されてきた。GPC3 は、肝細胞がん
（HCC）やメラノーマ、卵巣がんに発現して
いるが、胎盤や胎児期の肝臓を除く正常組織
では発現していない。それ故に、GPC3 はが
ん免疫療法において理想的なターゲット分
子と考えられている。 
 以前に、ヒト GPC3 の CTL エピトープと
して、HLA-A*24:02 拘束性 GPC3298–306ペプ
チドとHLA-A*02:01拘束性GPC3144–152ペプ
チドが同定されている。最近、我々は、b ハ
プロタイプマウスの H2-Kb/H2-Db 拘束性エ
ピトープペプチド（GPC3127-136）を同定した。
最近実施された進行肝細胞がん患者を対象
とするGPC3由来ペプチドワクチンの第 1相
臨床試験では、ペプチドワクチンの安全性や
免疫原性、生存期間の改善が認められた。し
かしながら、その抗腫瘍効果は一部の患者に
限定的であった。この試験では不完全フロイ
ントアジュバント（IFA）に混合したワクチ
ンが用いられた。ところが、最近のマウスモ
デルを用いた解析の報告では、IFA 混合ワク
チンは CTL の低応答を引き起こすことが報
告された。つまり、GPC3 ペプチドワクチン
の抗腫瘍効果を高めるためには、IFA を用い
ない新たなワクチン法が必要と考えられる。 
 IFA は免疫賦活効果が乏しいと考えられる。
近年 Toll 様受容体(TLR)アゴニストを免疫賦
活化剤として応用することが検討されてい
る。ウイルスまたは細菌由来の CG ヌクレオ
チドに富む非メチル化オリゴヌクレオチド
（CpG ODN）は TLR9 のアゴニストであり、
樹状細胞（DC）の活性化を通して Th1 型応
答を誘導することが知られている。 
 一方、不飽和脂肪酸からなるリポソームの
表面に化学的に結合させた抗原は、抗原提示
細胞により MHC クラス I を介して効率よく
交差提示（クロスプレゼンテーション）され、
抗原特異的な CTL を刺激できることが知ら
れている。また、ウイルス由来ペプチドを結
合したリポソームをマウスに投与すること
により、ペプチド特異的 CTL が誘導され、
ウイルスに対する感染を防御できることが
報告されている。さらに、モデル抗原である
オボアルブミン（OVA）ペプチド結合リポソ
ームをマウスに投与することにより、ペプチ
ド特異的 CTL が誘導され、OVA 発現がん細
胞（EG7）を移植したマウスの腫瘍が縮小す
ることが報告されている。加えて、ペプチド
結合リポソームを投与したマウスでは、誘導
されたペプチド特異的な CTL が生体内で長
期間維持されることが報告されている。以上

のことから、ペプチド結合リポソームは、IFA
混合ペプチドワクチンに代わる新たながん
ペプチドワクチン応用の選択肢になりうる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 ペプチド結合リポソームは IFA 混合ペプ
チドワクチンに代わる新たながんペプチド
ワクチンの選択肢になりうることを検証す
る。このためにモデル抗原ではなく、実際の
腫瘍抗原であるGPC3のT細胞エピトープペ
プチドとリポソームを結合させたワクチン
を作製し、それを CpG ODN と共にマウスに
投与することにより、ペプチド特異的 CTL
の存在、および抗腫瘍効果を明らかにするこ
とを目的とした 
 
３．研究の方法 
・ペプチド結合リポソームワクチンは CTL 誘
導に優れる  
 GPC3 を結合したリポソームワクチンにお
けるペプチド特異的 CTL 誘導能を評価した。
CpG ODN を含む GPC3p(A2)結合リポソームワ
クチンは HLA-A2 トランスジェニックマウス
に投与した。一方、CpG ODN を含む GPC3p(B6)
結合リポソームは B6 マウスに投与した。ワ
クチン投与したマウスの CD8+脾細胞をエフ
ェクター細胞として、RMA-S-HHD（ペプチド
+/-）、RMA-S（ペプチド+/-）をターゲット細
胞として共培養した。ワクチンによって誘導
されたペプチド特異的 CTL 頻度を IFN-γ 
ELISpot アッセイにより評価した。その結果、
GPC3p(A2)結合リポソームワクチンおよび
GPC3p(B6)結合リポソームを投与したマウス
の CD8+脾細胞は、ペプチドパルスしたターゲ
ット細胞に対してIFN-γを産生した（図1A）。
これにより、ペプチド結合リポソームワクチ
ンは、生体内でペプチド特異的 CTL を誘導す
ることが示唆された。 
 次に、GPC3 ペプチド結合リポソームワクチ
ンと IFA 混合 GPC3 ペプチドワクチンの効果
を比較検討した。その結果、GPC3 ペプチド結



合リポソームワクチンは、IFA 混合 GPC3 ペプ
チドワクチンよりも、GPC3 ペプチド特異的に
IFN-γを産生する CD8+脾細胞の頻度が有意
に高かった（図 1A, B）。この結果から、GPC3
ペプチド結合リポソームは、IFA 混合 GPC3 ペ
プチドワクチンと比較して GPC3 ペプチド特
異的CTLの誘導効率が高いことが示唆された。 
 
・CTL の効率的な誘導にはペプチドとリポソ
ームの結合が重要である  
 ペプチド結合リポソームワクチンによる
CTL 誘導においてペプチドとリポソームの結
合が重要であるかを検討した。①CpG ODN を
含む GPC3 ペプチド結合リポソームワクチン
（ペプチド結合リポソーム/CpG）、②CpG ODN
を含む GPC3 ペプチドとリポソームを混合し
たワクチン（リポソーム/ペプチド/CpG）、あ
るいは③CpG ODN を含むリポソームのみのワ
クチン（リポソーム/CpG）をマウスに投与し
て比較検討した。その結果、HLA-A2 トランス
ジェニックマウスを用いた解析において、
GPC3p(A2)結合リポソームワクチンを投与し
たマウスの脾細胞の中に、GPC3p(A2)特異的
に IFN-γを産生する CD8+細胞が認められた
（図 2A）。また B6 マウスを用いた解析では、
GPC3p(B6)結合リポソームワクチン、あるい
は GPC3p(B6)とリポソームを混合したワクチ
ンを投与した両方のマウスの脾細胞に
GPC3p(B6)特異的にIFN-γを産生するCD8+細
胞が認められた（図 2B）。さらに、GPC3p(B6)
結合リポソームワクチン（172.6±70）を投
与したマウスの脾細胞は、GPC3p(B6)とリポ
ソームを混合したワクチン（21.8±7.7） を
投与したマウスの脾細胞よりも IFN-γを産

生する CD8+細胞の頻度が高かった（図 2C）。 
 以上の結果により、GPC3 ペプチド結合リポ
ソームをマウスにワクチン投与すると、ペプ
チド特異的CTLが効率よく誘導されることが
分かった。また、その効果的な CTL の誘導に
は、ペプチドとリポソームが結合しているこ
とが重要であることが明らかとなった。 
 
・ GPC3(A2)結合リポソームは GPC3 発現がん
細胞に対して抗腫瘍効果を示す  
 GPC3 ペプチド結合リポソームの生体内に
おける抗腫瘍効果を検討した。HLA-A2 トラン
スジェニックマウスに GPC3p(A2)結合リポソ
ームワクチン投与と RMA-HHD-GPC3 移植を行
った。RMA-HHD-GPC3 移植後 7日目以降、腫瘍
の長径と短径を測定し、腫瘍面積を算出した。
32 日目の腫瘍面積の比較において、
GPC3p(A2)結合リポソームワクチンを投与し
た群（386.3±107.5）は、CpG ODN を含むリ
ポソームワクチンを投与した群（863.3±
95.7）、あるいはワクチンを投与していない
群（737.6±33.1）と比較して、腫瘍の成長
が抑制された（図 3）。以上より、GPC3p(A2)
結合リポソームワクチンは抗腫瘍効果に優
れることが明らかになった。 
 

 
４．研究成果 
 進行肝細胞がん患者を対象とした GPC3 由
来ペプチドワクチンの第1相臨床試験が終了
した。この結果、IFA 混合ペプチドワクチン
の安全性や免疫原性、生存期間の改善が認め
られたが、その抗腫瘍効果は一部の患者に限
定的したものであった。最近のモデルマウス
を用いた解析で、IFA 混合ワクチンは CTL の
低応答を引き起こし、抗腫瘍効果を低下させ
ることが報告された。このことから、IFA を
使用しないワクチンの開発に期待が寄せら
れている。ウイルス抗原由来ペプチドや OVA
ペプチド結合リポソームワクチンは、ウイル
ス感染の防御やOVA発現がん細胞に対する抗
腫瘍効果が観察されている。これらから、ペ
プチド結合リポソームはIFA混合ペプチドワ
クチンに代わる新しいがんペプチドワクチ
ンの選択肢の 1 つになりうると考えられる。
これを検証するために、がん抗原の 1つであ
る GPC3 に由来するペプチドを結合したリポ
ソームを作製し、これをマウスに投与して、
ペプチド特異的 CTL 誘導能、および抗腫瘍効
果の検討を行った。 



 GPC3 結合リポソームを CpG ODN と共にマウ
スへ投与することにより、ペプチド特異的
CTL が誘導されることを評価した。その結果、
HLA-A2 トランスジェニックマウスと B6 マウ
スを用いた場合において、ペプチド特異的
CTL の誘導が観察された。また、IFA 混合ペ
プチドワクチンを投与したものと比較する
と、ペプチド結合リポソームワクチンは、IFA
混合ペプチドワクチンよりも、CTL の誘導効
率が高いことが確認された。この効率的な
CTL の誘導には、ペプチドとリポソームの結
合が必要であることが明らかとなった。 
 GPC3 ペプチド結合リポソームワクチンが、
実際に生体内で抗腫瘍効果を発揮できるか
を検討した。その結果、GPC3p(A2)結合リポ
ソームワクチン投与により、腫瘍の生着を完
全に防ぐことはできないものの、ペプチドを
結合していないリポソーム、あるいはワクチ
ンを投与していない群と比べ、明らかに腫瘍
の成長が抑制された。B6 マウスを用いた
GPC3p(B6)結合リポソームワクチンの抗腫瘍
効果の検討は、マウス GPC3 遺伝子を導入し
たがん細胞を作製し、現在進行中である。B6
マウスでの効果が明らかになれば、同質遺伝
的モデルであるため、ヒトに応用するための
前臨床試験として重要な意義をもつ。 
 以上より、GPC3 ペプチド結合リポソームを
マウスにワクチン投与することにより、ペプ
チド特異的 CTL が効率よく誘導される。その
誘導効率は、IFA 混合ペプチドワクチンより
も高いことが示唆された。また、効率的な CTL
の誘導にはペプチドとリポソームの結合が
重要であることが明らかとなった。加えて、
GPC3 ペプチド結合リポソームには、腫瘍の成
長を抑制する効果があることを確認し、GPC3
ペプチド結合リポソームワクチン法はIFA混
合ペプチドワクチン法に代わる新しいがん
ペプチドワクチンになる可能性を示すこと
ができた。 
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