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研究成果の概要（和文）：腫瘍関連抗原KIF20AおよびGCP3由来のlong peptide (LP)で、日本人で頻度が高い複数のHLA
クラスII分子に結合して、CD4+1型ヘルパー(Th1)細胞を誘導するものを複数同定した。このうち、がん細胞を傷害する
細胞傷害性T細胞(CTL)を誘導できるshort peptide (SP)を内包するLPの刺激により、SP単独よりもCTLの誘導効率が高
いLPを同定し、抗腫瘍免疫応答の誘導におけるLPの有効性を示した。また肝細胞癌に高発現するGPC3由来のSPワクチン
を頻回接種した患者において、GPC3-LPに特異的なTh細胞の増加が、全生存率の延長と強く相関することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Two tumor-associated antigens, KIF20A- and GPC3-derived long peptides (LPs) that 
can be presented to CD4+ type 1 T helper (Th1) cells through multiple HLA class II molecules frequently 
observed in the Japanese population were identified. Using HLA-A2/A24-transgenic mice, vaccination of 
those LPs encompassing short peptides (SPs) that can activate the tumor-reactive cytotoxic T lymphocytes 
(CTL) more efficiently induced CTLs than SP-vaccination did, suggesting the effectiveness of LPs for the 
improvement of anti-tumor immunotherapy. In addition, it was observed that among the patients vaccinated 
several times with SP derived from GPC3, an oncofetal tumor-associated antigen highly and frequently 
expressed in the hapatocellular carcinoma, those who induced Th cell responses specific to GPC3-LPs 
exhibited significantly longer overall survival time.

研究分野：腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 HLA 分子は蛋白質抗原の分解産物である
ペプチドを結合して細胞表面に発現し、これ
をＴ細胞に提示して活性化することにより、
獲得免疫系の応答を開始させる重要な分子
であり、この性質を利用することにより、強
力な免疫応答の誘導（ワクチン効果）が可能
である。またゲノムワイド SNPs 解析により
HLA遺伝子の多型が、多くの自己免疫疾患へ
の疾患感受性を決定する最も重要な遺伝要
因であることが確立されている。したがって、
HLA 分子のペプチド収容溝に観察される著
明な多型によって規定される、HLA結合性ペ
プチドの構造モチーフの解析は、有効なワク
チンの開発や自己免疫疾患の病因解明に重
要な手掛かりを与える。 
 ナノHPLCと高感度タンデム質量分析計の
開発により、従来その微量さゆえに困難であ
ったHLAクラス I/II分子に結合する多様なペ
プチドの同定が、多くの研究者により再び試
みられるようになった。これを利用して、
HLA によりＴ細胞に提示されるウイルスな
どの感染性微生物由来の非自己抗原ペプチ
ドの同定や、正常細胞とがん細胞あるいは自
己免疫疾患の標的細胞における HLA 結合ペ
プチドの質と量の相違を比較検討すること
が可能となった。 
 いっぽう、HLAクラス I/II分子に結合する
ペプチドを予測する複数のアルゴリズムが、
インターネット上で利用可能であるが、それ
らは以前に同定された、一部の、おそらく
HLA分子に対する結合親和性が高く、比較的
量の多い自己および非自己ペプチドに共通
した構造モチーフの解析に基づいている。し
かし、自己抗原ペプチドや、多くの腫瘍関連
抗原（TAA；tumor-associated antigen）由来の
ペプチドは、HLA分子への結合親和性が低い
比較的少数の自己ペプチドであると考えら
れる。 
そこで最新の高感度質量分析計を用いて、
腫瘍抗原蛋白質に由来し HLA に結合するペ
プチドの網羅的解析を行ない、少量かつ HLA
低親和性のペプチドの同定と、これらの HLA
結合モチーフの再検討を試みることにより、
TAA由来のペプチドを高い精度で予測・同定
し、これをワクチンとして利用することによ
り腫瘍特異的なＴ細胞応答を効率よく誘導
し、より効果的な抗腫瘍免疫療法の開発に資
することを考えた。 
 
２．研究の目的 
 免疫療法への応用を目指し、HLAクラス I 
分子あるいはクラス II分子に結合して、それ
ぞれ CD8+細胞傷害性Ｔ細胞(CTL)あるいは
CD4+ヘルパー(Th)細胞に提示される、TAAペ
プチドを以下に記す方法により同定する。 
① 細胞株ならびに特定の組織に発現する特
定の HLA対立遺伝子産物を精製して、これよ
り HLA結合ペプチドを遊離して、ナノ HPLC
と高感度タンデム質量分析計を利用して、超
微量のペプチドのアミノ酸配列の決定を可
能ならしめるシステムを確立する。この情報
を基にして、HLA結合ペプチドの構造モチー
フを決定する。 
 
 

② 特定の HLA対立遺伝子のみを発現する、
HLA 遺伝子トランスフェクタント細胞なら
びに HLA トランスジェニックマウス
(HLA-Tgm)を作成して、上記の HLA結合性ペ
プチドの in vitroおよび in vivoにおける当該
HLA拘束性 T細胞への免疫応答の誘導能を、
解析する実験系を確立する。 
 
③ 種々のがん細胞株やがん組織に発現する
HLAクラス I/II分子に結合するペプチドを数
100 種類同定し、このうち既知のがん特異抗
原由来ペプチドについて、その収量を比較す
ると同時に、新規のがん特異抗原ペプチドを
同定する。 
 
④ これらの情報を集約して、がん細胞を破
壊する CTL、あるいは抗腫瘍応答を示す Th
細胞を誘導できる最良の TAA ペプチドを各
がん種ごとに同定し、がん免疫療法への応用
に適する TAAを同定する。 
 
３．研究の方法 
 本研究開始当初の計画では、近年性能の向
上が著しい高感度質量分析計を用いて、腫瘍
抗原蛋白質に由来し特定の HLA クラス I/II
分子に結合する微量のペプチドを網羅的に
同定することを予定していた。いっぽうで、
多様なHLAクラス I/II分子とこれに結合する
ペプチドの親和性を集約したデータベース
の構築がなされ、さらにコンピューターアル
ゴリズムの改良により、HLA結合性ペプチド
の in silicoによる推定精度が飛躍的に改善し
た。 
 本研究の目的が、腫瘍抗原蛋白質由来の
HLA結合性ペプチドを同定し、これをワクチ
ンとして免疫療法に利用することであるこ
とに鑑みて、まずは in silicoによる HLA結合
性ペプチドの予測が妥当なものであるか以
下の方法により検討した。 
 
① 申請者らがゲノムワイド cDNA マイクロ
アレイ解析により同定した TAA について、
上記コンピューターアルゴリズムが予測す
る、日本人に多く認められる HLA 分子に結
合する TAA ペプチドについて、がん細胞を
破壊できるヒト CTL を誘導できるかどうか
検討した。具体的には、予測されたペプチド
を合成しこれらをHLAクラス I-Tgmに免疫し
て、HLA クラス I 拘束性マウス CTL を誘導
できるペプチドを同定し、さらにこれらのペ
プチドで健常人あるいは、がん患者の末梢血
単核細胞を刺激して、当該 HLA クラス I と
TAA を共に発現するがん細胞を破壊できる
ヒト CTLを誘導できるか検討した。 
 
② 日本人で頻度が高いHLAクラス II分子に
結合する TAA 由来のペプチドを推定して合
成し、ヒト末梢血中の CD4+T細胞を刺激する
ことにより、Th1 細胞を誘導できるかどうか
検討した。さらに、これらの Th1細胞が樹状
細胞の存在下に、組換 TAA に対して免疫応
答を示すことを確認し、このような Th1細胞
が腫瘍免疫を担いうるかどうか検討した。 
 
 以上の検討の結果、in silicoにより推定され
たペプチドの多くが当該 HLA に結合し、期
待された TAA特異性を示す CTLや Th1細胞
を誘導したことから、本研究では以下、ワク
チンとして利用可能なHLA結合性 TAA由来



ペプチドを、全て in silicoにより推定するこ
ととした。 
 
③  TAA 由来の比較的短いペプチド short 
peptide（SP）を投与するペプチドワクチン療
法は、がん細胞を直接殺傷する CTLを誘導す
るが、十分な奏効は得られないことがある。
そこで TAA特異的 CTLと Th1細胞の併用に
よる抗腫瘍効果について検討するため、Th1
細胞を誘導可能な long peptide（LP）のうち、
HLAクラス I拘束性で、がん細胞を傷害する
CTL を誘導可能な SP のアミノ酸配列を内包
するペプチドを合成し、SP 単独との CTL 誘
導効率の比較を行った。 
 
④HLA-DR4 Tgmを作成し、HLA-DR4結合
性が予測された LPが in vivoで Th1細胞応答
を誘導できるか否か、またその至適な免疫方
法について検討した。 
 
４．研究成果 
① コンピューターアルゴリズムを用いて、
申請者らが同定した新規がん関連抗原
KIF20A、IMP3、CDC45L について、日本人
集団で頻度が高い HLA クラス I 分子である
HLA-A2あるいはA24に結合するペプチドを
予測・合成した。これらを用いて健常人ある
いはがん患者の末梢血単核細胞を刺激した
ところ、当該 HLAクラス Iと TAAを共に発
現するがん細胞を破壊する、ヒト CTLを誘導
可能なペプチドを複数同定した。その一部に
ついては、進行性口腔がん患者を対象として、
がん免疫療法の臨床第１相試験を開始し、一
部の患者で生存期間の延長を認める奏功が
観察された。 
 
② 同様にコンピューターアルゴリズムを用
いて、日本人で頻度が高い HLAクラス II分
子に結合する TAA 由来のペプチドを推定し
て合成し、ヒト末梢血中の CD4+T細胞を刺激
することにより、Th1 細胞を誘導できるもの
を複数同定した。 
 
③ 以上の結果から、in silicoにより推定され
たペプチドの全てではないにしても、その多
くが対象とする HLA に結合し、CTL あるい
はTh1細胞を誘導することが明らかとなった
ことから、複数の腫瘍関連抗原に由来し、多
様な HLA分子に結合する多数の CTLあるい
は Th1 細胞エピトープペプチドの同定には、
in silico により推定されたものの中から絞り
込む方が効率がよいと判断された。 
 
④ コンピューターアルゴリズムにより推定
された、日本人で頻度が高い HLA クラス II
分子に結合するがん関連抗原CDCA-1および
KIF-20Aに由来するペプチドで、これらに特
異的な Th1 細胞を誘導可能な long peptide
（LP）のうち、すでに申請者らが同定した
HLA-A2あるいは A24拘束性で、がん細胞を
傷害する CTLを誘導可能な SPのアミノ酸配
列を内包するものが、Th1 細胞のみならず樹
状細胞による交差抗原提示を介して、CTLを
も活性化できることを発見した。さらにこの
ような LP を HLA-A2/A24- Tgm に免疫した
ところ、 SP単独よりも CTLの誘導効率が高
い LPが存在し、がん免疫療法における LPの
有用性を示した。また 3種類の TAA 由来 SP
の免疫療法を受けた口腔がん患者において、

免疫療法後に CDCA1-LP および KIF20A-LP
特異的 Th 細胞の免疫応答の、有意な増強が
観察された。 
 
⑤ 肝細胞がんに高発現するがん胎児性抗原
である Glypican-3 (GPC3)のアルゴリズム解
析により、日本人で頻度が高い HLA クラス
II 分子に結合すると推定された GPC3-LP の
うち、申請者らが同定したがん細胞を傷害す
る HLA-A2あるいは A24拘束性 CTLを誘導
する GPC3-SP を内包するものを含め５種類
合成した。全ての GPC3-LP が Th1 細胞を誘
導し、抗原提示に関わる HLAクラス II分子
を特定した。誘導した Th1細胞は、GPC3蛋
白質を負荷した樹状細胞に反応し、これらの
LP が GPC3 蛋白質が分解されて産生される
ことを証明した。 
 さらに、ヒト T細胞の in vitro 培養系なら
びにHLA-A2 トランスジェニックマウスの in 
vivo 免疫応答系を利用して、Th1 細胞のみな
らず樹状細胞による交差抗原提示により、
CTL をも活性化できる GPC3-LP を１種類同
定した。また健康人のみならず肝細胞がん患
者の末梢血中に、GPC3-LP特異的 Th1細胞が
存在し、これらが GPC3-SPワクチンを頻回接
種した患者で著明に増加し、これが生存期間
の著明な延長と強く相関することを発見し
た。 
⑥ In silicoで HLA-DR4結合性が推定された
TAA-LPのほとんどは、HLA-DR4 Tgmに免
疫することにより、LP特異的な Th1細胞を
誘導できた。予想外なこととして、作製した
HLA-DR4 Tgm のホモ接合体は大腸上皮細
胞にHLA-DR4を強く発現し、重篤な潰瘍性
大腸炎を自然発症した。さらに、その病態に
は腸内細菌の存在、IgA産生の亢進、IL-6依
存性や Th17細胞の誘導などの、免疫学的要
因が関与することを見出した。 
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