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研究成果の概要（和文）：網羅的遺伝子発現解析により膵癌の浸潤に関与する遺伝子MUC16とmesothelinを同定
した。これらの遺伝子をshRNAで発現抑制すると、膵癌の浸潤能・遊走能とも抑制された。これらの遺伝子を標
的としたペプチドワクチンの開発した。MUC16ならびにmesothelin由来のHLA-A＊2402拘束候補ペプチドを各遺伝
子に19種類ずつ選択した。健常人の末梢血からPBMCを分離し、樹状細胞を誘導し、ペプチドパルスを行い、CTL
を誘導した。CTLラインを樹立し、クローニングを行い、細胞障害を確認すると、mesotherlinの1種類のペプチ
ドのみ特異的な細胞障害を認め、エピトープペプチドと同定した。

研究成果の概要（英文）：We idenitfied MUC16 and mesothelin, the genes associated with invasion in 
pancreatic cancer by expression profile. The downregulation of MUC16 and mesothelin by shRNA 
inhibited both invasion and migration of pancreatic cancer cell lines. Therefore, we focused on 
these genes as a tumor-specific antigen target for pancreatic cacer vaccine. We investigated thhe 
MUC16 or mesothelin-derived epitope peptide restricted to HLA-A*2402, and we determined their 
potential to induce peptide-specific T lymphocytes (CTL).  After the expansion of each CTL, two CTL 
lines (each gene) were established. Finally, we could generate only one peptide-specific CTL clone. 
These results indictate that our identified mesothelin peptide is a novel HLA-A*2402 restricted CTL 
epitope, and that is a candidate for antigen-specific immunotherapy against pancreatic cancers.

研究分野：膵癌

キーワード： 膵癌　ペプチドワクチン
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１． 研究開始当初の背景 
膵癌は、予後不良な癌種で、根治可能な 
唯一の治療法は外科的切除のみである。しか
しながら、膵癌診断時には約 7 割の患者が、
切除不能と診断され、また外科的切除を受け
た患者においても、術後再発・転移が生じう
る。膵癌に対する化学療法は、ジェムザール
(GEM)からはじまり、TS1、FOLFIRINOX、
GEM と nab-Paclitaxel (PTX)の併用療法が
保険適応であるが、後者２つのメニューは、
強い副作用が生じ得、down doseすることが
しばしばあり、膵癌患者の新規治療として重
要なことは、強い抗腫瘍効果をもつ低侵襲な
治療法である。 
 われわれは、以前から低侵襲な治療法であ
るペプチドワクチン療法の開発に着目して
きた。まず、腫瘍新生血管を標的とした
VEGFR2 由来ペプチドワクチンを用いた新
規免疫療法を開発し、第Ⅱ/Ⅲ相臨床試験を
行った。その結果、ペプチド投与群全患者の
生存期間は延長しなかったが、免疫応答の高
かった患者の生存期間は有意に延長したこ
とを報告した（Cancer Sci 2015）。さらに、
強い抗腫瘍効果を目指し、VEGFR1, VEGFR2, 
KIF20A のペプチドカクテルワクチン
（OCV-01）を開発し、膵癌術後補助療法とし
て S-1 と OCV-01 の併用療法により、KIF20A
高発現を認めた膵癌患者の再発が予防でき
たことを報告した（Int J Cancer 2017）。本
研究は、網羅的遺伝子発現解析により、膵癌
に特異的に高発現を認める遺伝子群を同定
し、標的遺伝子由来ペプチドワクチンを開発、
さらには OCV-01 に加えることで、より多く
の膵癌患者に有効な、抗腫瘍効果の強いペプ
チドカクテルワクチンを開発することを目
的とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、網羅的遺伝子発現解析により、
膵癌に特異的に高発現を認める遺伝子群を
同定し、標的遺伝子由来ペプチドワクチンを
開発することを第１の目的とした。さらに、
VEGFR1, VEGFR2, KIF20A のペプチドカクテル
ワクチン（OCV-01）に、本研究で同定したペ
プチドワクチンを加えることで、より多くの
膵癌患者に有効な、抗腫瘍効果の強いペプチ
ドカクテルワクチンを開発することを第2の
目的とした。 
 
３．研究の方法 

①新規膵癌浸潤規定遺伝子の同定  
膵癌の浸潤過程に関与する特異的な遺伝
子の同定を行う目的で、同一個体の膵癌凍
結組織からマイクロダイセクションにて回
収した、膵癌の浸潤癌細胞と上皮内癌細胞
のマイクロアレイデータを比較し、全ての
症例で、上皮内癌細胞より浸潤癌細胞で高
発現を認めた遺伝子群を膵癌浸潤規定遺伝

子と同定した。 
②同定遺伝子群の臨床・生物学的意義の解
明 
本研究で同定した膵癌浸潤規定遺伝子群
の臨床学的意義を解明する目的で、膵癌切
除標本を用いて、免疫染色によるタンパク
発現を確認し、タンパク発現と臨床因子の
相関を確認した。さらに in vitro にて、膵
癌細胞株を用いて、これらの遺伝子の発現
量を shRNA で低下させ、invasion assay な
らびに migration assay を行い、浸潤能と
遊走能を確認した。 
③ペプチドワクチンの開発 
 特定の HLA に結合するペプチドの構造モ
チ ー フ 検 索 デ ー タ ベ ー ス BIMAS 
(http://www-bimas..cit.nih.gov/)を利用
し、同定した遺伝子群由来の HLA-A*2402 お
よび HLA-A*02(日本人の 8割をカバー)拘束
性のペプチドを、それぞれの binding score
の高いもの、すなわち HLA に親和性の高い
ペプチドを選択する。HLA-A*2402 陽性の健
常ボランティアより末梢血を採取し、
Ficoll-Paque 法にて PBMC を分離し、同時
に浮遊細胞を回収し、MACS separation 
system を用いて CD8 陽性細胞を単離する。
PBMC を over night で培養した後、2日目に
IL-4, GM-CSF を加え、樹状細胞(dendritic 
cell: DC)を誘導し、5 日目に誘導した DC
にピシバニールを加え成熟化させる。培養
7日目に成熟 DC を回収し、ペプチドパルス
を行う。またペプチドパルス前日には、末
梢血から単離したCD8陽性細胞にIL-7を加
えておく。ペプチドパルスした DC と CD8 陽
性細胞を合わせ、IL-2 を加えて培養し、同
様の方法で計 3 回のペプチドパルスを行い、
CTL を誘導する。なお、HLA-A*02 拘束性ペ
プチドに関しても、上記と同じ方法で CTL
を誘導する。誘導した CTL の IFN-γ産生を
enzyme-linked immunospot (ELISPOT) 
assay により測定する。B リンパ球細胞株
(EB3, Jiyoye)をmitomycin Cで処理し、抗
CD3 抗体・ IL-2 を加えた後、CTL と
coculture し、CTL の拡大培養を行う。拡
大培養後 14日目に IFN-γ assayにて評価
する。拡大培養した CTLから限界希釈法に
てクローニングを行う。膵癌の cell lineの
うちWestern blotting・免疫染色・RT-PCR
にて標的遺伝子群を発現している膵癌 cell 
line と発現していない膵癌 cell line の
HLA-A*2402あるいはHLA－A*02の発現
を確認する。標的遺伝子発現(+)の cell line
と(-)の cell line、HLA-A*2402の発現(+)の
cell lineと(-)の cell lineの計 4群に対して、



上記で作成した CTL クローンを用いて
killing assay を行う。killing は 24hr-Cr 
release assayにて評価する。標的遺伝子の
発現(+)かつ HLA-A*2402 の発現(+)の cell 
lineにのみ選択的に細胞傷害を示すCTLク
ローンが誘導されれば、そのペプチド配列
をもってエピトープペプチドと同定する。
なお、複数のエピトープペプチドが同定さ
れた場合は、BIMAS scoreの最も高い、す
なわち HLA との親和性が最も高いエピト
ープを選択する。HLA－A*02 に関しても
同様の方法で、エピトープペプチドを同定
する。 
 
４．研究成果 
①膵癌の浸潤に関与する遺伝子の同定 
 外科的切除した膵癌組織からマイクロダ
イセクションにより、同一個体の浸潤部と上
皮内癌（CIS）部を採取し、それぞれの細胞
から RNA を抽出した。Human Genome U133 Plus 
2.0 array を用いて、網羅的遺伝子発現解析
を行い、同一個体の浸潤癌と上皮内癌のマイ
クロアレイデータを比較した。全サンプルで
上皮内癌よりも浸潤癌で有意に高発現を認
めた MUC16 と mesothelin に着目した。 
②MUC16 と mesothelin の臨床・生物学的意義 
 103 例の膵癌切除標本を用いて、免疫染色
により、MUC16 ならびに mesothelin のタンパ
ク発現を調べた結果、正常膵組織、上皮内癌
には発現を認めず、膵癌の浸潤癌にのみ発現
を認めた。さらに、これらの遺伝子発現は、
癌の浸潤部に強発現を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
さらに MUC16, mesothelin 強発現症例は、独
立した生存期間短縮因子であった。 
 次に、MUC16、mesothelin の生物学的意義
を調べる目的で、MUC16, mesothelin 高発現
を認めた膵癌細胞株 PK9 を用いて、shRNA に
より MUC16, mesothelin の発現量を低下させ、
invasion assay, migration assayを行った。
その結果、両遺伝子とも発現を低下させるこ
とで、浸潤・遊走能とも抑制された。 
 
③MUC16, mesothelin 由来ペプチドワクチン
の開発 
 特定の HLAに結合するペプチドの構造モチ
ーフ検索データベース BIMAS を利用し、HLA
に親和性の高い MUC16, mesothelin 由来の
HLA-A*2402 拘束性ペプチドをそれぞれの遺
伝子に対して 19 種類の候補ペプチドを選択
した。健常人の末梢血から PBMC を分離し、
樹状細胞を誘導し、ペプチドパルスを行うこ

とで、CTL を誘導した。ELISPOT assay によ
り誘導したCTLのIFN-γ産生を認めた候補ペ
プチドの CTL ラインを樹立し、クローニング
を行った。クローニングまでできたペプチド
は、mesothelin のペプチド１種類のみであっ
た。作成した CTL クローン 
を用いて 24hr-Cr release 
assay により細胞 障害活 
性を確認し、mesothelin 
発現陽性かつ HLA-A*2402 
陽性の膵癌細胞株 KP2,  
SUIT2, KP3 のみ選択的に 
細胞障害を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果、本ペプチド配列を mesothelin
由来エピトープペプチドと同定した
（Oncotarget on submission）。 
④今後の展望 
 本研究により開発したmesotelin由来ペプ
チドを用いて、再発進行膵癌患者を対象に第
Ⅰ相臨床試験を行い、安全性の確立と至適用
量を同定した後、OCV-01 ワクチンに加えたペ
プチドカクテルワクチンの開発に進める。 
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