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研究成果の概要（和文）： 

 滑膜肉腫と骨肉腫のペプチドワクチン療法の第 I 相臨床試験を行った。滑膜肉腫では試験が

終了し、治療の安全性、特異的免疫の誘導、抗腫瘍効果が確認された。骨肉腫では試験を継続

中である。 

 ヒト悪性線維性組織球腫、類上皮肉腫の細胞株からそれぞれの肉腫幹細胞株の分離に成功し

た。同時に、悪性線維性組織球腫幹細胞を特異的に認識傷害する自家 T 細胞クローンを樹立し

た。幹細胞を標的とした免疫療法の可能性が示唆された。  

 
研究成果の概要（英文）： 

We performed phase I clinical peptide vaccination trials for patients with disseminated 

synovial sarcoma or osteosarcoma. For synovial sarcoma, the trial was completed and the 

safety and efficacy of SYT-SSX peptide vaccination was confirmed. For osteosarcoma, the 

trial is continued.  

We identified cancer-stem like cells from malignant fibrous histiocytoma of the bone and 

epithelial sarcoma. Furthermore, we established autologous cytotoxic T-lymphocyte clone 

recognizing cancer-stem like cells in the context of HLA class I. These observations open 

the door toward immunotherapy targeting cancer-stem like cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 外科手切除、化学療法、放射線照射による
骨軟部肉腫の治療成績はすでに限界に達し
ている。治療成績を飛躍的に向上させるため

には、分子標的治療を開発する以外に方法は
ない。骨軟部肉腫に最も有望な分子標的治療
は、ペプチドワクチン療法である。ペプチド
ワクチン療法では、腫瘍細胞が産生する腫瘍
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抗原を抗原ペプチドとして皮下投与する。抗
原刺激によって生体内の抗原特異的な細胞
傷害性 T リンパ球（cytotoxic T-lymphocyte: 

CTL）を増殖・活性化させて腫瘍を縮小させ
る。腫瘍抗原ペプチドを分子標的とした新し
い癌免疫療法である。化学療法に比べ副作用
が極めて少ないのが大きな利点である。 

 我々は、骨軟部肉腫の新規腫瘍抗原を同定
し、それを用いたペプチドワクチン療法の臨
床試験に取り組んできた。 

 

 

２．研究の目的 

(1)自ら同定した腫瘍抗原ペプチドを分子標
的とした、滑膜肉腫と骨肉腫に対するペプチ
ドワクチン療法の第 1相臨床試験を実施する。
抗原ペプチドの毒性、腫瘍免疫誘導能、腫瘍
縮小効果を明らかにする。さらにペプチドワ
クチンの最適な投与量、投与方法を決定し、
第 2 相、第 3 相臨床試験の基盤を作る。 

 

(2)すでに樹立した骨軟部肉腫の細胞株から
癌幹細胞を分離し、骨軟部肉腫の癌幹細胞抗
原を同定する。癌幹細胞を標的としたより有
効なペプチドワクチンを同定する。 

 

 

３．研究の方法 

（１）滑膜肉腫の第 1 相臨床試験 
 評価病変を持ち、SYT-SSX を発現する進行
期滑膜肉腫患者を対象とした。滑膜肉腫特異
的転座融合遺伝子 SYT-SSX 由来の HLA-A24 拘
束性ペプチド(GYDQIMPKK; Bペプチド)および
アグレトープ改変ペプチド(GYDQIMPKI; K9I
ペプチド)を GMP グレードで合成した。ペプ
チドは 1mg/mL を不完全フロイントアジュバ
ント(IFA)1mL と共に患者皮下に接種した。ま
たインターフェロンα(IFNa)300 万単位を２
回/週接種した。抗腫瘍効果は評価病変の CT
像を RECIST によって評価した。また患者免
疫応答は患者末梢血単核球をペプチドと in 
vitro で共培養したのちに、HLA/ペプチドテ
トラマーによって評価した。 
 
（２）骨肉腫の抗原ペプチドの決定と第 1 相
臨床試験 
 PBFの全アミノ酸配列(513aa)よりBIMASに
よって HLA-A24 および HLA-A2 に結合するペ
プチド配列を予測して、それぞれ１０種類ず
つ合成した。in vitro における HLA 分子との
結合力を HLA peptide stabilization assay
によって検討した。もっとも強い結合力を持
つペプチドを用いてテトラマーを合成した。
そして骨肉腫患者末梢血単核球を限界希釈
環境化にペプチドで in vitro 刺激し、テト
ラマー陽性細胞を検出した。また HLA-A2 拘
束性テトラマー陽性細胞は FACS Aria II を

用いて single cell sorting を行って CTL 
clone を作製した。テトラマー陽性 CTL のペ
プチド特異性および骨肉腫細胞株に対する
反応性は 51Cr 細胞傷害性試験で検討した。 
また上記により同定された HLA-A24 および
HLA-A2拘束性PBFペプチドをGMPグレードで
合成した。評価病変を持ち、PBF を発現する
進行期骨肉腫患者を対象としてペプチドワ
クチンの第 1相臨床試験を行った。ペプチド
は 1mg または 10mg を IFA 1mL とエマルジョ
ンを行い、患者皮下に 1回/２週で接種した。 
 
（３）ヒト骨肉腫細胞株７種、骨 MFH 細胞株
(MFH2003)１種を用いて、side population（SP）
法によって高い Hoechst 色素排出能をもつ細
胞集団を SP 細胞として、SP 細胞以外の細胞
集団は main population（MP）細胞とした。
SP細胞及びMP細胞をセルソーターで分離し、
in vitro での細胞増殖能を spherical colony 
formation assay で検討した。in vivo にお
ける造腫瘍能を NOD/SCID マウスを用いた
xenograft model で検討した。 
 ヒト類上皮肉腫の生検組織より新しい細
胞株 ES-X を樹立した。ES-X を用いて
ALDEFLUOR法によってALDH+細胞とALDH-細胞
を同定して、それぞれの集団をセルソーター
を用いて分離し、in vivo における造腫瘍能
を NOD/SCID マウスを用いた xenograft model
によって検討した。また ALDH+細胞と ALDH-
細胞より RNA を抽出して、cDNA マイクロアレ
イを用いた gene profiling を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）滑膜肉腫の第 1 相臨床試験 
 登録症例数が予定の２１例に達し、試験を
終了した。有害事象として、発熱が 14 例、
脳出血が 1例に認められた。ペプチド特異的
CTL の誘導は 7 例（33％）に認められた。抗
腫瘍効果に関しては、7例（33％）が SD、14
例（６７％）が PD であった。1 例で 48％の
腫瘍縮小が認められ(図 1)、2 例で 4 年以上
の長期生存が得られた。 SD 症例はいずれも
腫瘍径が 10mm 以下の症例であった。国内外
初の成果であり、ペプチドワクチンを術後補
助療法として用いる、第２相臨床試験を多施
設共同で計画している。 
 



 

 

  

図１．SYT-SSX ペプチドワクチンの抗腫瘍効
果。投与前（左）に比べ 4回投与後（右）に
肺転移病巣（矢印）に 48％の縮小が認められ
た。 
 
（２）骨肉腫の抗原ペプチドの決定と第 1 相
臨床試験 
 HLA 分子結合能、細胞傷害性より HLA-A24
拘束性 PBF A24.2(AYRPVSRNI)および HLA-A2
拘束性 PBF A2.2(ALPSFQIPV)を選択した。進
行期骨肉腫患者に対するペプチドワクチン
療法の第 I相臨床試験を本学 IRB の承認下に
開始した。A24.2 ペプチド投与例 4 例，A2.2
ペプチド投与例 1例が登録された。有害事象
として発熱が 1 例に、白血球減少が 1例に認
められた。抗腫瘍効果は SD が 1 例，PD が 4
例であった。今後さらに症例を増やして臨床
効果を検討するとともに、免疫モニタリング
による免疫応答を検討していく。 
 
（３）骨 MFH 細胞株(MFH2003)において、5%
程度の SP 細胞が観察された。分離した SP 細
胞は in vitro においてコロニー系性能を持
ち、xenograft において MP 細胞より高い造腫
瘍能を示した。そして、MFH2003 より分離し
た SP 細胞に放射線照射を行って、自家末梢
血単核球と共培養することで、SP 細胞を特異
的に認識する自家 CTLクローンの誘導を行っ
た。CTL クローン Tc4c-6 は SP 細胞を特異的
に傷害し、この反応は抗 HLA class I 抗体に
よって抑制された。癌幹細胞が自家 CTL クロ
ーンによって HLA class I 分子拘束性に認識
されることを世界で初めて示した。そして自
家 CTL クローンに認識される癌幹細胞抗原が
存在することがわかった。今後、CTL クロー
ンより T細胞受容体をクローニングして人工
CTL を作製して自家 CTL クローンが認識する
癌幹細胞抗原の同定を進めていく。 
また ES-X には癌幹細胞を含有すると言われ
る ALDH+細胞が存在した。分離した ALDH+細
胞は xenograft model にて造腫瘍能を示した。
また ALDH+細胞と ALDH-細胞を用いた gene 
profiling の結果、ALDH+細胞では CD109 が強
く発現していることがわかった。CD109 が類

上皮肉腫における癌幹細胞マーカーをなる
可能性がある。また新しい治療標的分子とな
り得る可能性がある。 
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