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研究成果の概要（和文）：1．MUC1抗原由来HLA-A*24:02, A*02:01, A*02:06に反応する複数のペプチドを同定し
た。
2．膵がん幹細胞では、Cathepsin B並びにCalreticulinの発現が高く、がん幹細胞の標的分子となり得る。ま
た、Cathepsin B、Calreticulin由来のマルチHLA結合性ペプチドが、各々、１種類、８種類同定された。
3．膵がん患者のネオアンチゲンを探索し、化学療法後ではネオアンチゲンとなる変異が変化した。また、大腸
がんの原発巣と肝転移巣由来のネオアンチゲンの探索では、ネオアンチゲンの予測は転移巣を用いた解析から選
択する必要があることが分かった。

研究成果の概要（英文）：1. MUC1 derived multi HLA binding peptides, which restricted to HLA-A*24:02,
 A*02:01, and A*02:06, were identified.   
2. Cathepsin B and Calreticulin are highly expressed in pancreatic cancer stem like cells, and might
 be therapeutic targets against pancreatic cancer stem cells. One and eight Cathepsin B and 
Calreticulin derived peptides, which restricted to HLA-A*24:02, A*02:01, A*02:06, were identified, 
respectively. 
3. The neoantigens derived from pancreatic cancer were moving before and after chemotherapy. Hence, 
therapeutic neoantigens should be seeking based on the tumor mutations after chemotherapy. 
Similarly, tumor mutation state might be changed from primary regions to metastatic regions. Hence, 
therapeutic neoantigens should be seeking based on the tumor mutations of metastatic lesions.

研究分野： 消化器外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌ワクチン療法を多くの症例に適応するには、多くのHLAタイプに結合するペプチドを同定する必要がある。ま
た、癌抗原の発現は癌の状態によって変化するため、最も治癒困難な癌幹細胞に発現する蛋白由来のペプチドを
同定する必要がある。今回我々が同定したペプチドはこれらのハードルをクリアしており、今後の癌治療の開発
と発展に有意義と言える。また、ネオアンチゲンは癌の遺伝子変異に由来する抗原であり、癌特異性が高く、注
目されている。今回の研究によりネオアンチゲン由来ペプチドを効率良く同定できており、また、最新の治療タ
ーゲットとなる腫瘍を用いた解析が必要なことが分かったため、今後の研究に資するところが大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

がんペプチドワクチン療法は、膵がんにも一定の効果があるものの、予後の改善には至ってい

ない(Suzuki N, Hazama S, et al. Cancer Science, 2017)。この治療の問題点は、(1)がん幹

細胞への対応ワクチンではない、(2)1 種類の HLA 拘束性ワクチンのため HLA タイプ毎のワクチ

ンが必要、(3)がん抗原ペプチドが Class I 対応で Class II には対応していない、ことが挙げ

られる。 

これらの問題を解決するため、がん幹細胞特異的抗原の探索を、教室で開発したヒト培養膵が

ん細胞株からのがん幹細胞の誘導や長期培養が可能なテクニックを用いて行う。また、我々が以

前から日本電気（NEC）との共同研究によりマルチ HLA 結合性エピトープペプチドを極めて効率

的に同定して臨床応用している技術を用いてマルチ HLA 結合性ペプチドを同定する。さらに教

室では膵がんに発現するムチンコア蛋白 MUC1 分子に着目し、先進医療として MUC1 認識するキ

ラー細胞（MUC1-CTL）療法や MUC1 mRNA 導入樹状細胞を用いた細胞療法で予後の改善を報告し

ており MUC1 は膵癌に対するターゲット分子となり得る。 

 

２．研究の目的 

本研究では、すでに十分な実績のある MUC1 抗原と、先進的ながん幹細胞関連抗原を組み合わせ

たマルチ抗原を用いた斬新な免疫療法の開発である。特にがん幹細胞研究はがん幹細胞の割合

が少なく解析が困難であった。我々は独自の技術で多くのがん幹細胞を含んだ細胞集団を誘導

することに成功し、本分野の研究が飛躍的に容易になった。さらに抗原の同定に必要な次世代シ

ークエンス技術やプロテオミクスに関しても豊富な経験によりがん幹細胞特異的な新規分子を

同定する。さらに斬新な HLA 結合能予測システムによる多種類の HLA 結合性ペプチドの開発は

世界でも類を見ず、これらをあわせてセレクティブながん幹細胞特異抗原由来新規ペプチドを

同定する。前臨床試験では HLA-A*2402 トランスジェニック(Tg)マウスを用いた試験を行うが、

このような試験を行える施設は限られている。２年目の令和元年度から、癌の遺伝子変異に由来

するがん特異抗原であるネオアンチゲンの探索も開始した。 

 

３．研究の方法 

(1) MUC1 抗原由来エピトープペプチドの同定（平成 30 年度） 

新規ペプチド予測システムを用いて、MUC1 抗原から多種類の HLA に結合して CTL 誘導が可能な

エピトープペプチドを同定する。  

(2) がん幹細胞の誘導と幹細胞関連抗原由来ペプチドの同定（平成 30～令和元年度） 

膵がん細胞株及びヒト膵がん組織より我々の開発した独特な培養法でがん幹細胞の培養を行う。

さらにフローサイトメトリーによる表面マーカーを用いたソーティングによりがん幹細胞を分

離同定する。以上により、通常培養がん細胞に比べ 100 倍以上のがん幹細胞が採取可能である。 

われわれが得意としてきたマイクロアレイ(Cancer Res, 2002 年: Oncogene, 2003 年: LANCET, 

2003 年)と全エクソン解析や RNA シークエンスの技術並びにプロテオミクスの蓄積した技術・知

識を駆使することで、がん幹細胞特異的抗原の同定が可能である。NEC の協力を得て、独自の「能

動学習型ペプチド配列予測システム」により、複数の HLA 型に対して結合するペプチドを探索・

同定する。 

(3) HLA24Tg マウスを用いた安全性・免疫誘導の前臨床試験（平成 30～令和 2年度） 

1～２年目に同定した MUC1 並びに新規がん幹細胞抗原由来エピトープペプチドを用いて、前臨

床安全性試験を行う。前臨床試験は HLA24Tg マウスを用いてヒトに極めて近い条件で安全性と



特異的免疫誘導の確認を行う。 

(4) 令和元年度からは、癌の遺伝子変異に由来するネオアンチゲンの探索も開始した。方法は、

癌組織と正常組織の全エクソン解析と癌組織の RNA シークエンスデータから、癌抗原となるエ

ピトープペプチドを探索する。また、Non-coding RNA 由来の腫瘍特異抗原にも着目して、RNA-

seq データをヒト参照（hg38）配列にマッピングし、ノンコーディング領域だけで発現が確認さ

れている RNA-seq リードを抽出する。 

 

４．研究成果 

 １年目の平成３０年度には予定通り、MUC1 抗原由来マルチ HLA 結合性ペプチドの同定を行っ

た。独自の「能動学習型ペプチド配列予測システム」により、HLA-A*24:02, A*02:01, A*02:06

に結合性の高い新規ペプチド候補を６種類選定し、試験管内でペプチド特異的免疫の誘導を確

認した。その結果、複数のペプチドで３種類の HLA に対する特異的免疫誘導が確認された。 

 また、膵がん細胞株（YPK-2, YPK-

4, Panc-1）から独自の技術（特許申

請済）により大量のがん幹細胞を誘導

し、以下の結果を得た。膵がん幹細胞

では、Cathepsin B が親細胞株に比べ

て著明に高発現しており、かつ培養上

清への分泌も高いことから、がん幹細

胞マーカーとなる可能性が示唆され

た。臨床的には Cathepsin B が免疫染

色で高発現症例では根治切除例の予

後が不良であった(Fujimoto T, et 

al. 21:10, 2021)。 

 

さらに、以前がん幹細胞マーカーとして我々が報告した Calreticulin についても研究を進めた。

その結果、Calreticulin 陽性幹細胞では Side Population の比率が通常のがん幹細胞よりも高

く、腫瘍原性も通常のがん幹細胞に比べて高いことから Calreticulin はがん幹細胞の標的分子

となり得ると考えている（Fujiwara Y, et al. Pancreas 7:10, 2021）。 

 

２年目の令和元年度には、膵がん幹細胞に特徴的に高発現するCathepsin B並びにCalreticulin

由来のエピトープペプチドを探索した。その結果、HLA-A*0201, A*0206, A-2402 のいずれにも

結合能が高いエピトープペプチドが、Cathepsin B 由来のものが１種類、Calreticulin 由来のも

のが８種類同定された。 

 肺転移を伴う膵がん患者の原発巣から穿刺吸引法にてがん組織を採取し、全エクソン解析と

RNA シークエンスにより遺伝子変異を伴い発現量の高いタンパクをネオアンチゲン候補として

38 種類同定された。また、化学療法施行後に再びがん組織を解析したところ 26種類の候補が挙

げられた。このうち、19 種類は化学療法前のみで、19 種類は化学療法前後で、7 種類が化学療

図 1．Cathepsin B （CTSB）の発現と膵癌患者の予後 



法後のみで同定され、ネオアンチゲンを

標的とする場合には直近の治療後に標的

を再探索する必要があることが示唆され

た（図 2）。このうち、特に魅力的な候補

を 16 種類に絞り、エピトープペプチドを

探索したところ、我々のシステムを用い

れば、18種類のペプチドに候補を絞るこ

とができた。患者末梢血リンパ球を用い

て ELISPOT assay を行った結果、すべて

のペプチドで特異的な免疫誘導が検出さ

れた。 

 

３年目の令和 2年度には、前年度に同定した膵がん幹細胞で高発現する Calreticulin が高発現

した細胞では PD-L1 発現が高く、HLA-class I 発現が低下していることが分かった。また、引き

続き膵癌の遺伝子変異由来癌抗原の探索を行った。Non-coding RNA 由来の癌特異抗原探索を行

うため、膵癌組織とヒト胸腺髄質上皮細胞の RNA シークエンスデータを用いて K-mer 解析を行

い、coding 由来のペプチドのデータを差し引くことで、149 万の癌特異的 8アミノ酸のペプチド

候補を得ることができた。さらに、大腸がんの原発巣と肝転移巣由来のネオアンチゲンの探索を

行った。NEC のペプチド配列予測システムを用いることで、通常多数のペプチド候補が生じると

ころを、かなり少ないペプチド数に絞り込むことが可能であった。この症例は MSI-high であり、

約 500 個の遺伝子変異があったが、この中から 36種類の高結合性ペプチドに絞って assay を行

った結果、肝転移巣と原発巣で共通している遺伝子変異由来のペプチドでは免疫反応を認めず、

肝転移のみで遺伝子変異を認めたペプチドで高い免疫反応を確認した。このことから、予測した

ペプチドでは高い反応を得ていることや、ネオアンチゲンの予測は転移巣を用いた解析から選

択する必要があることが分かった（図 3）。 

図 2．膵癌遺伝子変異の化学療法前後での変化 

図 3．大腸癌肝転移症例（MSI-high)におけるネオアンチゲンの解析 
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