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研究成果の概要（和文）：MUC16とMesothelinは膵癌の浸潤規定遺伝子であり、これらの遺伝子に対するエピト
ープペプチドの同定に関する研究を行った。BIMASデータベースを利用してMUC16とMesothelin由来のHLA-A2402
に親和性のあるエピトープの候補となるアミノ酸配列をそれぞれ22種類、19種類想定し、健常人由来の末梢単核
球（PBMC）を用いて細胞障害活性Tリンパ球（CTL）が誘導可能か検討すると、それぞれ2種類、2種類のペプチド
で特異的CTLが誘導された。これらのCTLクローンが膵癌細胞株に対する細胞障害活性を有することが証明されれ
ば有力な膵癌ペプチドワクチン療法が開発できると考えられる。

研究成果の概要（英文）：MUC16 and Mesothelin are invasion regulatory genes for pancreatic cancer and
 research on the identification of epitope peptides for these genes was conducted. By using the 
BIMAS database, 22 kinds and 19 kinds of amino acid sequences as candidates for epitopes having 
affinity for MUC16 and Mesothelin-derived HLA-A2402 were assumed respectively, and using peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) derived from healthy volunteers It was investigated whether each 
cytotoxic T lymphocyte (CTL) could be induced or not. It was suggested that specific CTLs were 
induced in 2 (MUC16) and 5 (Mesothelin) kinds of peptides. If it is proved that these CTL clones 
have cytotoxic activity against pancreatic cancer cell line, it is considered that effective 
pancreatic cancer peptide vaccine therapy can be developed.

研究分野：膵癌治療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

難治癌のひとつである膵癌に対する新規

治療の標的分子を開発する目的で、われわれ

は膵癌の浸潤過程に着目し、網羅的遺伝子発

現解析を用いて膵癌浸潤規定遺伝子 18 遺伝

子を同定した。これらの遺伝子の中で、浸潤

癌で最も高発現を認めた MUC16 とその

ligand-receptor として報告されている

mesothelin は膵癌の浸潤部にのみ高発現を

認め、PanIN 病変や正常膵組織には発現を認

めず、さらに両遺伝子の高発現は独立した予

後不良因子であることを解明し、報告した

(Cancer Sci. 2012)。 

われわれの報告以降、膵癌における MUC16

の発現の検討やその機能解析が行われ、他施

設より続々と報告されている(Hum Pathol. 

2012, Sci Rep. 2013, PLoS ONE 2013 など)。

Mesothelin に関しては膵癌での発現(Clin 

Cancer Res. 2001)，その増殖能増強効果(Mol 

Cancer Res. 2008)が報告されてきた。この 2

遺伝子が膵癌において非常に注目されてい

る癌遺伝子である理由として、正常組織にお

いてはその発現が限定されており、癌特異的

に高発現するために、この遺伝子をターゲッ

トとすることで副作用が少なく、かつ高い抗

腫瘍効果が期待できることである。卵巣癌に

おいてはMUC16を標的とした抗体療法が開発

され、いくつかの臨床試験が行われてきたが、

生存期間延長効果は認めなかったことが最

近報告された。（J Clin Oncol. 2013）その

理由として、MUC16 は細胞内のリン酸化によ

って細胞外ドメインが切断・遊離されること

が分かっており、その遊離型の抗原により抗

体が補足されることで中和され、標的である

腫瘍に届かないことが考えられており、抗体

療法とは異なる治療法による腫瘍へのアプ

ローチが必要であることが明らかとなった。  

われわれの教室では、HLA（human leukocyte 

antigen）拘束性に腫瘍特異的細胞障害性 T

リンパ球(Cytotoxic T lymphocyte; CTL)を

誘導する癌治療用ペプチドを用いた膵癌及

び食道癌に対する多施設共同臨床試験（治

験）を行い報告してきた。(Miyazawa, Cancer 

Sci. 2010; Yamaue, Cancer Sci. 2015) こ

れらの癌ペプチドワクチン療法は、10 前後の

アミノ酸残基からなるペプチドが種々の共

刺激分子の補助によりHLAクラスＩ経路を介

してCD8陽性細胞を活性化し、腫瘍特異的CTL

が誘導されることで強力な細胞障害、抗腫瘍

効果が得られる治療法である。また、ペプチ

ドは、生体内でダイペプチダーゼなどにより

急速に分解され、代謝産物による毒性発現の

可能性が極めて低いことも特徴に挙げられ

る。われわれは、腫瘍新生血管を標的とした

VEGFR2 由来ペプチドを用いた新規免疫療法

を開発し(Cancer Sci. 2010)、切除不能膵癌

患者を対象に第Ⅱ/Ⅲ相臨床試験を施行した

結果、ペプチド投与群全患者の生存期間の延

長は認めなかったが、ペプチド投与群のうち

皮膚潰瘍を生じた(免疫応答が高かった)患

者の生存期間は有意に延長したことを報告

してきた(Cancer Sci. 2015) 

２．研究の目的 

臨床応用を念頭に膵臓癌に対して有用性

が期待されている MUC16 および Mesothelin

を標的とするがんペプチドワクチン療法を

開発するため、MUC16 および Mesothelin に対

するエピトープペプチドの同定に関する研

究を行う。 

３．研究の方法 

１）健常人由来の末梢単核球(PBMC)を用いた

細胞障害性 Tリンパ球(CTL)の誘導 

特定の HLAに結合するペプチドの構造モチ

ー フ 探 索 デ ー タ ベ ー ス BIMAS 

(http://www-bimas. cit.nih. gov/)を利用

し、MUC16 と Mesothelin 由来の HLA-A2402 拘

束性のペプチドをそれぞれ binding score の

高いものから選択し、CTL 誘導を行う。

HLA-A2402 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



離する。また同時に浮遊細胞を回収し、MACS 

separation system を用いて CD8 陽性細胞を

単離し、保存する。末梢血から得られた血清

は非動化し、自己血清としてその後の PBMC

培養に用いる。得られた PBMC のうち 3/4 は

ストックし、1/4 を 10cm dish で over night

で培養する。Dish の付着細胞には 2 日目に

IL-4, GM-CSF を加え、樹状細胞(DC)を誘導す

る。5日目には誘導した DC にピシバニールを

加えて成熟化させる。培養開始後 7 日目に、

成熟DCを回収しペプチドパルスを行い、20Gy

の X線を照射し不活化する。ペプチドパルス

前日に、保存していたCD8陽性細胞を起こし、

IL-7 を加えおく。ペプチドパルスした DC と

CD8 陽性細胞とを合わせ、IL-2 を加えて培養

し、CTL を誘導する。また同日、ストックし

ていた PBMC1/4 をお起し、10cm dish で over 

nightで培養し、同様の方法でDC2を誘導し、

2 回目のペプチドパルスを行う。2 回目のペ

プチドパルス同日に PBMC 残りの 2/4 を起こ

し、同様の方法で DC3 を誘導し、3 回目のペ

プチドパルスを行う。誘導した CTL の IFN-γ

産生を ELISPOT(enzyme-linked immunospot)

アッセイにより測定する。Stimulater cell

として TISI細胞(HLA-A 24 を発現しているリ

ンパ芽球様細胞株)にペプチドを加えた細胞、

ペプチドを加えていない細胞を準備する。誘

導した CTL を抗 IFN-γ 抗体を固相化した

ELISPOT plate を入れ、さらに stimulator を

加えてco-cultureをover night行う。IFN-γ

産生 CTLの数に相関するスポット数の検出は、

検出キットのプロトコールに準じて行う。 

２）CTL 拡大培養、CTL ライン樹立とクロー

ニング 

ELISPOT アッセイの結果により得られた

CTL を用いて拡大培養を行う。B リンパ球細

胞株 EB-3、Jiyoye をそれぞれ mitomycin C

で処理し、抗 CD3 抗体を加えた後、CTL と

coculture する。coculture 後、第 1,5,8,11

日目に IL-2 を添加し、第 14 日目に IFN-γ 

ELISA にてアッセイを行う。第 12 日目に

stimulator にペプチドを加えた細胞、ペプチ

ドを加えていない細胞をそれぞれ準備し、第

13日目にCTLと stimulatorを co-cultureす

る。抗 IFN-γ 抗体を固相化したプレートに

co-culture したサンプルを加え、キットプロ

トコールに準じてアッセイを行う。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。EB-3、Jiyoye をそれぞれ mitomycin 

C で処理し、抗 CD3 抗体、IL-2 を加えて cell 

mix を作成する。拡大培養した CTL を段階希

釈し、それぞれに用意した cell mix を加え

培養する。培養後 10 日目に IL-2 を添加し、

14 日目に ELISPOT アッセイを行う。ELISPOT

アッセイの結果により得られたCTLを拡大培

養し、14 日目に IFN-γ ELISA アッセイにて

評価する。 

３）CTL クローンによる Cell line に対する

細胞傷害活性の確認 

 MUC16 および mesothelin を発現している膵

癌細胞株 PK9, Capan-2 と非発現細胞株

MIAPaCa2, Panc1 における HLA-A2402 の発現

を確認する。それぞれ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。この実験にて MUC16 および

Mesothelin を発現し、かつ HLA-A2402 が陽性

の cell line に対して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

プチド配列を持ってエピトープペプチドと

同定する。 

４．研究成果 

1)MUC16、Mesothelin の CTL エピトープの予

測 

BIMAS (http://www-bimas. cit.nih. gov/)

を 利 用 し 、 MUC16 と Mesothelin 由 来

HLA-A2402拘束性の9個ないし10個のアミノ

酸からなる CTL ペプチドをそれぞれ binding 

score の高いものから予測選択し、MUC16 は

22 種類、Mesothelin は 19 種類のエピトープ



の候補となるアミノ酸、ペプチドを人工合成

した。 

２）健常人由来の末梢単核球(PBMC)を用いた

細胞障害性 Tリンパ球(CTL)の誘導 

エピトープ候補となったペプチドを用いて

健常人由来 PBMC を用いて CTL を誘導し、そ

の IFN-γ 産生を ELISPOT アッセイにて測定

した。この結果、MUC16 では 2 種類のペプチ

ドが、また、Mesothelin では 5種類のペプチ

ドで特異的CTLが誘導されたことが示唆され

た。（図１） 

（図１）Candidate peptides derived from 

MUC16/Mesothelin restricted with HLA-A2402 

Peptide 

name 

Amino acid 

sequence 
mer 
Biding 

score 

MUC16   
 

 MUC-9-6 GYKSQSSVL 9 200 

 MUC-9-53 HYALDNDSL 9 200 

Mesothelin   
 

 Mes-9-4 RFVKGRGQL 9 60 

 Mes-9-8 KAREIDESL 9 13 

 Mes-10-3 RFVAESAEVL 10 60 

 Mes-10-7 KNVKLSTEQL 10 12 

 Mes-10-8 KWNVTSLETL 10 12 

 

３）CTL 拡大培養およびクローニング 

上記で得られた CTL の拡大培養を行い、INF-

γ産生の確認を ELISA にて行った後、限界希

釈法にてクローニングを行った。これらで得

られた CTL クローンを確立し、それぞれの

INF-γ産生を ELISPOT アッセイにて行った。 

４）CTL クローンによる Cell line に対する

細胞傷害活性の確認 

それぞれのCTLクローンを用いて膵癌細胞株

に対する細胞障害活性を 24hr-Cr release 

assay にて確認する。これらの検討は現在進

行中である。 
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