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研究成果の概要（和文）： 
 MALT リンパ腫患者より単離した AHSArFabのエピトープ解析を行い、得られた結果に基
づきペプチドワクチンを作製した。ワクチンをマウスに免疫して得られた rFab クローンの反
応性は AHSArFab とほぼ同様であったが、より高い親和性を示した。抗体医薬等の認識する
エピトープあるいはミモトープに基づくペプチドワクチンは高親和性で高特異性の抗腫瘍抗体

群の誘導に有効であることを明らかにした。現在臨床応用について検討中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 I performed the epitope analysis of human recombinant Fab (AHSA) retrieved from a 
patient with MALT lymphoma using phage display random peptide library.  
AHSA-derived epitope peptide vaccines were given to BALB/c mice and then antibody Fab 
libraries were constructed from immunized spleen cells.  Selected Fab clones show the 
same reactivity as AHSA against target antigen.  Moreover, they showed the binding 
affinity stronger than that of AHSA.  These results suggest that peptide vaccines from the 
epitope or mimotope of antibody medicines may serve as a effective inducers of highly 
specific and reactive anti-tumor antibody repertoires.  Clinical applications of epitope 
peptide vaccines are now in progress.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、癌化学療法の分野では、これまでの
代謝拮抗薬や核酸合成阻害薬にかわり、癌細

胞で特異的に発現しているタンパク分子を
狙い撃ちする分子標的治療薬が開発され、臨
床で高い治療成績をあげている。具体的には、
手術不能または転移性の非小細胞性肺癌治
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療薬であるゲフィチニブ（イレッサ）や慢性
骨髄性白血病およびフィラデルフィア染色
体陽性急性リンパ性白血病治療薬であるメ
シル酸イマチニブ（グリベック）などの低分
子化合物や HER2 過剰発現の転移性乳癌の
治療薬であるトランスツズマブ（ハーセプチ
ン）や CD20陽性のびまん性大細胞型 B細胞
非ホジキンリンパ腫の治療薬であるリツキ
シマブ（リツキサン）などのヒト化抗体医薬
があげられる。抗体医薬は臨床の場で高い治
療成績を残している一方で、克服すべき様々
な問題点を持ち合わせているのも事実であ
る。１）単回投与では効果が現れることが少
なく、通常複数回の投与が必要であること、
２）非常に高価であり、患者を経済的に圧迫
する可能性があること、３）完全ヒト型抗体
ではないので、マウス抗体の抗原性に起因す
るアナフィラキシーショックを起こす可能
性があること、４）体内で抗マウス抗体が形
成され治療効果が減弱する可能性があるこ
となどが挙げられる。 
 
２．研究の目的 
 
 完全ヒト型抗体が作製できれば、上記の問
題点のいくつかについては解決可能である。
しかしながら、ヒト型抗体の製造過程は，多
くの特許でカバーされており、実験室レベル
で疾患の治療に有用なヒト型抗体を作製で
きたとしても、それを抗体医薬として臨床に
供するためには長い時間と莫大な費用が必
要となる。本研究は、抗体医薬のもつさまざ
まな欠点の克服とともに患者個人に最適化
した癌治療の実現を目的として、癌患者自身
から抗腫瘍活性を有するリコンビナント抗
体を単離し、そのエピトープあるいはエピト
ープ擬似（ミモトープ）配列（以下エピトー
プ配列と一括して記述）に基づくペプチドワ
クチンの投与により自己癌を治療するとい
う、能動免疫の観点に立ったオーダーメイド
癌免疫療法の確立を目指すものである。ミモ
トープワクチンによる抗腫瘍免疫誘導に関
する研究は、抗 CD20抗体を出発材料とした
Liらの研究(Cell. Immunol., 239, 136, 2006)
やセツキシマブを出発材料とした Riemerら
の研究 (J. Natl. Cancer Inst., 97, 1663, 
2005)など、1998年に報告された抗 IgE抗体
ミモトープの免疫に関する Rudolf らの研究
(J. Immunol., 160, 3315, 1998)を皮切りに、
現在までに 20 数報の論文が発表されている
がすべて国外の報告である。国内においては
このような研究に関する報告は未だにない。
申請者は、これまで、科学研究費補助金を受
け、平成１５~１６年度（基盤研究 C）では、
癌患者からファージディスプレイ法により
癌細胞反応性のヒト型リコンビナント抗体
フラグメントの単離に成功している。また、

平成１７~１８年度（基盤研究 C）では、癌
抑制（細胞増殖抑制）活性を有する抗 CD98H
鎖モノクローナル抗体のエピトープ解析を
行い、作製したエピトープペプチドのマウス
への免疫による抗腫瘍免疫誘導について検
討した。その結果、誘導された抗体レパート
リー中に癌抑制抗体と構造および機能がほ
ぼ同一の抗体クローンが存在することを確
認した（Cancer Sci., 100, 126, 2009）。申請
者は、これらふたつの研究成果を有機的に結
合させることができれば、癌患者個人に対し
て、有効性が高く副作用の少ない癌治療法
（オーダーメイド癌免疫療法）の提供が可能
になるのではないかという着想に至った。す
なわち、自己の癌細胞に反応する抗体を自己
の免疫細胞（癌浸潤リンパ球、末梢血リンパ
球、骨髄細胞など）から単離し、抗原エピト
ープの解析を行う。さらに得られたエピトー
プ配列に基づき作製したペプチドワクチン
の免疫により自己の癌を攻撃する抗腫瘍免
疫を誘導しようとするものであり、国内外を
問わずこのような研究は他に例を見ない。 
 
３．研究の方法 
 
 申請者が先にリンパ腫患者の骨髄細胞か
ら単離したヒト型リコンビナント
Fab(AHSArFab)を出発材料とする。本リコ
ンビナント Fabは、培養系 HeLaS3細胞と
反応するが、その認識抗原を同定するまでに
は至っていない。そこで、ファージディスプ
レイペプチドライブラリーを用いたエピト
ープ解析を行い、ClustalWなどの解析プロ
グラムを用いて認識抗原を同定する。得られ
たエピトープ配列の抗原分子内での配置に
ついて分子モデリングにより解析する。それ
らの結果に基づきエピトープペプチドのデ
ザインと合成を行い、さらに KLHなどのキ
ャリアタンパク質との複合体を作製する。エ
ピトープペプチド-KLH でマウスを過免疫し、
血清抗体価の上昇を確認後、頸静脈切断によ
り血液を回収後、抗血清を得る。また、同時
に脾臓も回収する。抗血清については、
HeLaS3細胞を標的細胞として抗原結合活性
や細胞障害活性について、AHSArFabとの比
較のもとで検討する。脾臓については、脾細
胞を回収し、抗体遺伝子ライブラリーを構築
する。ファージディスプレイ法により、
HeLaS3細胞に対するパニングとスクリーニ
ングを行い、HeLaS3細胞に反応性のクロー
ンを単離する。得られたクローンの構造的お
よび機能的特徴を解析することによって、エ
ピトープペプチドワクチンによる抗腫瘍免
疫誘導の有用性を検討する。さらには、その
臨床応用として、リンパ腫患者を対象にして、
自己の腫瘍と反応するリコンビナント抗体
分子の単離とヒトへの投与が可能なエピト



ープペプチドワクチンの作製について検討
を加える。 
 
４．研究成果 
 
（１）ファージディスプレイランダムペプチ
ドライブラリーを用いたエピトープ解析 
 
  MALT リンパ腫患者の骨髄細胞から単
離したリコンビナント Fab(AHSArFab)を解
析対象とし、本 rFab が認識する細胞表面抗
原の同定を目的として、ファージディスプレ
イランダムペプチドライブラリー(PhD-7)を
用いたエピトープ解析を行った。PhD-7 を
AHSArFab に対して 4 ラウンドのパニング
を行った結果、AHSArFab結合ファージタイ
ターは 850 倍に上昇した。ELISA にて
AHSArFab陽性であったクローン 27個 (30
個中)のランダムペプチド部分のシークエン
ス解析を行なった結果、LSYLEPW(21 個)、
LSYLEPP(3 個 ) 、 LSYLEPT(1 個 ) 、
LSYIEPI(1個)、VSYLEPP(1個)という配列
が カ ッ コ 内 の 頻 度 で 得 ら れ た 。
Protein-BLAST による相同性解析の結果、
LSYLEP 配 列 が sphingomyelin 
phosphodiesterase 4 (SMPD4) の A402-A408
とほぼ一致したことから、 SMPD4 が
AHSArFab の認識抗原である可能性が示唆
された。 
 
（２）ミモトープペプチドのデザインと作製
および免疫抗血清の解析 
 
  最も出現頻度の高かった LSYLEPW 配
列（ミモトープと呼ぶ）に基づきリンカー
(GGGC)を付加したペプチドを合成し KLH
との複合体を作製した。LSYLEPW-KLH で
過免疫したBALB/cマウスより血清および脾
臓を採取した。抗血清は、用量依存的に
LSYLEPW-KLH に対して反応性を示したが、
HeLaS3細胞に対する反応性は弱いものであ
った。 
 
（３）ミモトープペプチド免疫により誘導さ
れた抗体レパートリーの解析 
 
 LSYLEPW-KLH 複合体で過免疫した
BALB/c マウス脾細胞より抗体遺伝子ライブ
ラリーを構築した。抗体提示ファージライブ
ラリーは抗原陽性の HeLaS3 細胞あるいは
LSYLEPW-BSA に対してパニングを行い、
rFab クローンのスクリーニングは間接蛍光
抗体法あるいは ELISA 法により行った。陽
性クローンについては可変部領域のシーケ
ンス解析もあわせて行った。HeLaS3パニン
グで得られた rFabは HeLaS3生細胞に対す
る AHSArFab との二重染色により染色部位

の重複が認められた。LSYLEPW-BSA パニ
ングで得られた rFabはAHSArFabとペプチ
ドの反応を競合的に阻害した。ミモトープペ
プチド免疫で誘導された rFab のエピトープ
が AHSArFab とオーバーラップしているこ
とが示唆された。また、陽性 rFab と
AHSArFab の可変部領域の相同性は約 50～
70％であり、これらの rFabはHeLaS3ある
い は ミ モ ト ー プ ペ プ チ ド に 対 し て
AHSArFabより高い親和性を有していた。 
 
（４）リンパ腫患者の自己腫瘍と反応するリ
コンビナント抗体の単離と臨床応用 
 
 リンパ腫患者の骨髄細胞 cDNA は連携研
究者の金沢医大正木准教授より提供して頂
いた。これを出発材料として、抗体遺伝子断
片の増幅と IgG1,kappa(K)/lambda(L)ライ
ブラリー構築を行った。ライブラリーサイズ
は、それぞれ(K)1.5 x 107 cfu, (L)5.7 x 106 cfu
であった。当初の計画では自己腫瘍に対して
パニングする予定であったが入手できなか
ったため、5% (v/v) フォルマリン固定 HeLa
細胞を使うこととし、同細胞に対する 4ラウ
ンドのパニングを行った。その結果、(K)では
257倍、(L)では 32 倍のファージタイターの
上昇が認められた。最終ラウンドのフファー
ジを大腸菌に感染させ、ファージミド DNA
を回収し、可溶性 Fab 発現型に変換した後、
大腸菌に再導入した。プレートよりシングル
コロニーを 30個選択し、可溶性 Fabを調製
ののち、フォルマリン固定 HeLa細胞に対す
る反応性を指標にスクリーニングした。その
結果、(K)ライブラリーから 5 個の陽性クロ
ーンが得られたが、(L)ライブラリーからは陽
性クローンは得られなかった。可変部シーク
エンス解析の結果、５個の陽性クローンは同
一であることが明らかとなった。今後は、対
応抗原解析、エピトープ解析、ペプチド合成、
キャリアタンパク質複合体のマウスへの免
疫により、臨床応用の可能性について検討し
ていくつもりである。 
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