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研究成果の概要（和文）：腎細胞癌に対する新規ペプチドワクチン（5種類のターゲット分子）の開発に着手し、HLA-A
24拘束性の新規ペプチド（EPOR、PDL1、HIF1）を同定した。EPOR、PDL1ワクチンの特許を申請し、HIF1については準備
中である。また、以前に開発したCA9およびVEGFR1ペプチドワクチンをあわせて、マルチペプチドワクチンを確立した
。

研究成果の概要（英文）：We have been working on the development of new MHC-class-I restricted peptide 
vaccines for five independent therapeutic targets and have identified a significant candidate EPOR, PDL1 
and HIF1. We made the application of patents for EPOR and PDL1 peptide vaccine and are preparing the 
application for HIF1. Together with CA9 and VEGFR1 previously developed peptide vaccines, we established 
multi-peptide vaccination system using these five peptide vaccines.

研究分野： 泌尿器腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
腎細胞癌(RCC)は術後に転移巣の自然

縮小・消失など宿主免疫機能に深く関係
したユニークな生物学的特性をもってい
る。また、化学療法や放射線療法といっ
た一般的な癌の治療には、ほとんど効果
を示さない難治性疾患である。それ故、
転移性腎癌に対する免疫療法は腎癌の特
性に適した治療法であり、これまでサイ
トカイン療法が標準的治療であったが、
奏効率、奏効期間とも満足できるもので
はなかった。近年、血管内皮増殖因子受
容体（vascular endothelial growth factor 
receptor: VEGFR）などをターゲットにし
た分子標的治療薬が開発され、RCC にお
いて奏効することから、本邦においても
平成 20 年度から使用可能となっており、
現在 mTOR 薬である temsirolimus と
everolims とレセプターチロシンキナーゼ
阻害薬（TKI）である sorafenib、sunifitib、
Axitinib、Pazopanib の合計 6 種類の分子
標的薬が用いられている。これは、腎癌
とくに clear cell RCC の発生・増殖に重要
な役割を担っているVHL-HIF-1α pathway
の標的分子である VEGF や PDGF のレセ
プターやシグナル伝達因子を阻害するこ
とで、細胞質内における増殖シグナル
(PI3K–Akt–mTOR)を block することが増
殖抑制メカニズムと考えられる。われわ
れは、難治性腎癌に対して各分子標的薬
を用いた薬物治療を 170 名以上の患者に
施行してきたが、Grade 4 以上の重篤な副
作用を少なからず認め、推奨容量による
治療継続が困難であった。このような治
療経験から難治性腎癌に対しては、治療
効果だけでなく QOL も十分配慮した患
者 benefitのある集学的治療が必要であり、
サイトカインや分子標的薬による既存の
治療に加え、新しい治療戦略の開発が望
まれる。また、昨年、PD1-PDL1 の結合
により惹起される癌細胞による免疫抑制
シグナルを阻害することにより、T 細胞
を再活性化して抗腫瘍効果を引き出す、
免疫チェックポイント阻害薬（抗 PD1 抗
体：Nivolumab）が開発され、RCC にお
いても生存期間の延長を認め、米国で承
認され使用されている。本邦においても
すでにメラノーマや肺癌で使用されてお
り、今年度中に RCC についても承認され
る予定である。このように癌免疫療法の
有用性が改めてクローズアップされる中
で、我々は以前より MHC クラス I ペプチ
ドを用いたワクチン療法について開発を
進めてきた。 
近年、数多くの癌関連抗原が同定され、
それら抗原をターゲットにした新しい癌
ワクチン療法が開発され、TroVax, RNA
ワクチン, hTERT ペプチド, EC90 ワクチ
ンなど腎癌に対する phase-II study が報告
されている(J Immunother,36,2009, J Clin 
Oncol, 26, 2008; Abstr. #3004, #3053, #3017, 
#3030, #3081)。 本邦においても MHC ク
ラスⅠ上に提示された癌関連抗原由来ペ
プチドを用いた癌ワクチン療法の有効性
が各種癌に対する臨床研究で報告されて
いる（Noguchi M, et al. Prostate 2003, Sato 
Y, et al. Cancer Sci 2003, Mine T, et al. 
Cancer Sci 2003, Tsuda N, et al. J 
Immunother 2004）。われわれは、RCC の
約 90% に 発 現 し て い る Carbonic 
Anhydrase 9 (CA9)抗原に着目し、診断お
よび治療の標的分子としての有用性につ

いて検討してきた（Uemura H, et al. Br J 
Cancer 1999, Shimizu K, Uemura H, et al. 
Oncol Rep 2003）。そこで抗原特異的細胞
性免疫を誘導する HLA-A24 拘束性ペプ
チドワクチン 3 種類（CA9p219, p288, 
p323）を開発し、難治性腎癌患者 23 例に
対して第１/2 相臨床研究を行った。結果
は 16 例に特異的細胞性免疫（cytotoxic T 
lymphocyte: CTL）が誘導され、臨床的に
は PR：3 例、SD：6 例であった。Overall 
survival の中央値は 20 ヵ月で、分子標的
治療薬を含む既存の治療法と比べても全
く遜色ない結果であった。また全症例で
重篤な有害事象は認められず、QOL を損
なうことなく治療が続けられ、安全と思
われた（Uemura H, et al, Clin Cancer Res, 
2006）。我々は VEGFR1 についても
HLA-A2 および A24 拘束性のペプチドを
用いて第 1/2 相臨床試験を行い、同様の
結果を得た（Yoshimura K, Uemura H, et al. 
Brit J Cancer, 2013）。しかし、特異的 CTL
誘導までに約 6 カ月間を要し、臨床効果
も早期には認めなかったことから、より
免疫反応性の高いペプチドワクチンの開
発が望まれた。伊東らは、癌細胞に発現
している関連抗原のペプチドを多数準備
し、治療開始前の患者末梢リンパ球を用
いたCTLスクリーニングによるテーラー
メイド型ペプチドワクチン療法を行い、
有望な結果を報告している（Noguchi et al, 
The Prostate, 57: 2003/ 60: 2004/ 63: 2005）。
われわれも伊東らとの共同研究で、再燃
前立腺癌患者 21 例に対してテーラーメ
イドワクチン療法の phase-I/II study を行
った。RCC のワクチン療法に比較して、
ペプチド特異的CTL誘導ならびに IgG誘
導が速やかでかつ臨床効果も早期から現
れ、有用な結果を得ている（Uemura H, et 
al, J Clin Oncol, 26:suppl, 2008. 植村天受
Urology View, 4:83-89, 2006）。このような
エビデンスに基づき、RCC 治療に有効と
思われる標的抗原の中から CA9、VEGFR、
EPOR (Erythropoietin receptor) 、 PDL1 
(Programmed death ligand)、HIF-1(Hypoxia 
inducible factor)の 5 分子を選択し、それら
のMHCクラス Iペプチドのなかでワクチ
ン療法に有効性を発揮すると思われる
epitope を同定し、RCC に対するマルチペ
プチドワクチン療法の有用性について基
礎的に検討した。 
 
２．研究の目的 
われわれは以前、RCC に対するペプチド
ワクチン療法として、CA9 ワクチンおよ
びVEGFR1ワクチンを用いた臨床研究を
行い、その安全性、有用性について報告
してきた。これらワクチン療法の経験か
ら、個々の患者の免疫状態の多様性と治
療ターゲットである癌の多様性によって
免疫応答が多彩であること、一旦有効で
あった症例も免疫逃避あるいは寛容によ
り無効となることが明らかとなった。こ
のような現状を鑑みると、一つの決まっ
た抗原をターゲットにするのではなく、
腎癌の発生、分化、増殖に立脚した複数
の分子をターゲットにしたマルチペプチ
ドワクチン療法が必要と思われる。この
構想に基づき、RCC の増殖・進展に重要
と思われる分子に対するターゲットとし
てEPOR、PDL1、HIF1の3分子について、
HLA-A24 拘束性のペプチドワクチンを
同定し、既存のペプチドをともに 5 種類



の抗原に対するマルチペプチドワクチン
を確立する。 
 
３．研究の方法 
a. Preclinical translational study 
 ペプチドの準備 
これまでの基礎研究により選択した候補
ペプチドは下記の 5 種類であり、その選
択根拠については割愛する。各種数種類
（3－8 種類）ずつ 98%以上の純度（外注）
の研究用ペプチドを合成した。 
1) CA9：HLA-A24 拘束性ペプチド（CA9
ｐ219、288、323）. 2) VEGFR ペプチド：
VEGFR1,R2, HLA-A24 拘束性ペプチド. 
3) EPOR：エリスロポイエチンレセプター
HLA-A24 拘束性ペプチド . 4) PDL1 
(programmed death ligand-1)：HLA-A24 拘
束 性 ペ プ チ ド . 5) HIF1-α (hypoxia 
inducible factor)：HLA-A24 拘束性ペプチ
ド 

患者および検体サンプリング 
近畿大学医学部倫理委員会に本研究の基
礎的研究について申請し、承認を得た上
で、本研究の内容についてインフォーム
ドコンセントのうえ文書にて同意を得ら
れた腎細胞癌担癌患者より末梢血 5cc を
採取し、HLA-A の typing を抗 HLA-A24 
抗体、抗 HLA-A2 抗体、抗 HLA-A3,11,31
抗体を用いてフローサイトメトリー
（FACS）にて検索すると共に、同時に外
注検査（SRL）にて HLA の locus を確定
する。HLA-A24 陽性患者から末梢血 30ml
を採血し、末梢リンパ球（PBMC）を分
離・凍結保存する。 

候補ペプチドの同定(1-4) 
準備したすべてのペプチドと CIR 細胞

を用いた IFN-γ release assay にて CTL 誘
導能の高いペプチドを１抗原各 HLA タ
イプで 3-6 種類ずつ抽出する。スクリー
ニングするペプチドの種類は全部で 15
種類以上あり、患者 PBMC も限られてい
ることから一度に IFN-γ release assay を
することは不可能と思われる。これまで
に血清中の各ペプチド反応性 IgG 抗体の
定量を LUMINEX で行ない、反応性の高
いものから先にスクリーニングCTLアッ
セイを行ってきた。 
(1)ペプチド特異的 IgG の検出 
サンプリングした患者血漿中のペプチ

ド 特 異 的 反 応 性 IgG を ELISA
（LUMINEX）にて測定しペプチド候補を
絞り込む。 
(2)患者 PBMC からペプチド特異的 CTL
の誘導 
今回選択されたペプチド候補をさらに

絞り込むため、末梢血単核球細胞からの
ペプチド特異的CTLの誘導能を評価する。
PBMC と microculture plate にてそれぞれ
のペプチドを 10μℓ/ml を加え 4 well にて
培養する。培養液成分は 45% RPMI1640, 
45%AIM-V medium, 10%FCS, 
IL-2(100units/ml), 0.1mmol/L MEM 
nonessential amino acid solution である。2-4
日毎に培養液半量を除去しペプチドと
IL-2を含む新しいmediumに計 4-5回交換
する。培養 12-15 日目で、細胞を 4-6 well
に分ける。そのうち 2-4 well は、それぞ
れ同種のペプチドで刺激されたC1R細胞
と一緒に培養し、残る 2-well は陰性コン
トロールHIVペプチドで刺激されたC1R
細胞と一緒に培養する。18 時間後、ELISA
にて上澄みの IFN-γ を測定し HIV 群と比

較し、有意差を認めた場合ペプチド特異
的 CTL の誘導を認めたと定義する。 
 (3)51Cr release cytotoxicity assay  

内因性に各種抗原を発現しているRCC
培養細胞を準備する(後述)。ペプチド特異
的CTLの誘導を認めたペプチドをpulseさ
れたCD8+CTLsは6時間51Cr release assayに
てdirect killingを確認する。PHA T cellは
negative controlとして使用した。特異的
51Cr releaseはtest cpm-spontaneous cpmに
て計算する。Spontaneous releaseはeffector
細胞を加えないsampleにて測定し、Total 
releaseは1%Triton 100-Xを加えたsample
にて測定する。51Cr-labeled target cell間で
HLA-A24あるいはA3, A2陽性群にて、
HLA mismatch抗原陽性細胞、PHA blast
群と比較し強く51Cr releaseを認めた場合、
ペプチド特異的CTLが癌細胞に対し殺細
胞効果を持つと定義する。 
 (4)cold inhibition assay 
各ペプチドで刺激されたCTLの特異性

を cold inhibition assay にて確認する。
51Cr-labeled target cells を effector cell と
cold target cell と共に培養する。cold 
target cellとしてHIVペプチドまたは各
抗原ペプチドを刺激したC1R-A24細胞を
使用した。各抗原ペプチド刺激群と HIV
ペプチド刺激群間で抗原ペプチド刺激群
の 51Cr release が有意に低値を示す場合、
抗原ペプチドを刺激した cold target cell
により 51Cr-labeled target cell へ direct 
killing が抑制されたと定義しペプチド刺
激された CTL の特異性を確認する。 

(5) RCC cell lines 
  日本人 RCC 患者由来の RCC 培養細胞
を全国の数大学より提供していただき、
バックグラウンドを近畿大学でスクリー
ニングしたうえで、ペプチド選択の 51Cr 
release CTL アッセイに用いた（下記）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
ここに示した一部のデータは publish さ
れておらず、ペプチドワクチン特許申請
準備中の HIF1 に関する結果は、図表な
ど掲載できない。 
 
a. Preclinical study 
今回同定し得た新規ペプチドワクチン候
補EpoR、PDL1、HIF1について報告する。 
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ペプチド特異的 CTL 誘導能について 
 
我々が同定したワクチン候補ペプチド
EpoR、PDL1、HIF1 が特異的 CTL 反応を
示すかどうかEpoR陽性腎癌培養細胞（前
述）KPK-13（HLA-A24 陽性）と KK-RCC6
（HLA-A24 陰性）を用いて検討した。 
 HLA-A24 陽性腎癌患者から得られた
PBMC を今回同定した 3 分子の候補ペプ
チドで刺激し、腎癌培養細胞 KPK-13 と
KK-RCC6に対するDirect killingについて
比較検討した。3 ペプチド共に HLA-A24
拘束性に患者 PBMC から CTL 反応を誘
導することはわかった。 
 
 
 腎癌細胞に対するペプチド特異的 CD8+ 
T 細胞反応の誘導 
 
細胞障害能のタイプについて KPK-13 と
Tap deficient 細胞 C1R-A24 と各ペプチド
を用いた競合CTLアッセイにて各種ペプ
チドが誘導する細胞障害反応はペプチド
特異的 CD8+ T 細胞反応であることが示
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（EPOR ペプチドによる Cr release assay） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（PDL1 ペプチドによる Cr release assay） 
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