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研究成果の概要： 

 
本研究の目的は細胞周期制御分子のひとつサイクリンB1の臨床的意義の解析と本分子を標的とした新

たな免疫療法の開発である．本研究によりサイクリンB1を含む各種の細胞周期関連分子の癌における発
現解析により，臨床的に術後の再発を予測しうる可能性が明らかとなった．さらに肺癌患者において明か

な抗体の産生を確認し，また血清中の抗体価が術後再発との関連を示唆するという知見が得られた．その

免疫学的有効性についてさらに検討を行っている．  
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１．研究開始当初の背景 
 

これまで，免疫療法として各種の癌抗原ペプチ

ドを用いたワクチン療法，樹状細胞や活性化リン

パ球を用いた細胞療法が試みられ一定の評価がな

されている．しかし、いまだその効果はごく一部

の悪性腫瘍に限られている．免疫療法を効率よく

施行するうえでは，治療によって細胞障害性Ｔ細

胞を効率よく活性化し、また、癌細胞に障害的に

働く抗体産生を誘導しうる癌抗原の抽出とその投

与法が鍵である．さらにこれらの重要課題の解決

とともに、免疫療法においてはいくつかのプラク

ティカルな問題点も指摘され，さらなる改善の余

地がある．ひとつはペプチドワクチンに特徴的で

ある HLA 拘束性の問題，さらには経済的側面，

細胞療法における治療の汎用性といった問題点で

ある．そこで，我々は，これまでの検討によって

非小細胞肺癌をはじめとした多くの癌でその発現

異常が示されている細胞周期制御に関わる G2 期

サイクリンのひとつであるサイクリン B1 をター

ゲットにし、DNAワクチンを構築し，臨床応用に
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向けた新たな免疫療法の開発を計画した． 

サイクリン B1 を標的とすることの科学的根拠

として，本分子は細胞増殖に必須であり，特に悪

性度の高い腫瘍でより発現が高いことがよく知ら

れていることが挙げられ，臨床的な価値が高いこ

とが期待されること．また我々の Preliminaryな

検討により，すでに多くの癌患者において本分子

に対する免疫反応が確認され，免疫療法の対象と

して有望であることの 2 点がある．さらに DNA

ワクチンが有用と考えられる根拠は，蛋白レベル

では癌部に特異的に過剰発現し，正常組織での発

現は見られないこと，これまでサイクリン B1をコ

ードする CCNB1遺伝子に変異の報告はないこと．

正常組織と癌においてタンパクの修飾の違いを指

摘する報告も皆無であること．そして複数の抗原

エピトープの存在が示唆されること等が挙げられ

るためである．上記により本研究は基礎的知見に

基づいて，その有効性が期待される． 

 
２．研究の目的 

 
本研究の主たる目的は細胞周期における key 

moleculeのひとつサイクリン B1を標的とした新

たな免疫療法の開発である．具体的には癌におけ

るサイクリン B1 の発現解析とその臨床的意義の

解析，癌患者におけるサイクリン B1 に対する免

疫反応の有無についての確認，さらには多価ワク

チンとしての DNA ワクチンを作成し，その免疫

学的効果，腫瘍学的効果を in vitro, in vivoにて確

認することである． 
 
３．研究の方法 
 
(1) Tissue Arrayを用いた統合データベースの

作成 

当科で完全切除を施行した肺癌症例を対象とし

て全臨床データと対比させうる組織サンプルを採

取し統合データベースを作成． 

 
(2) Tissue Arrayを用いた肺癌組織におけるサイ
クリンB1蛋白の発現解析 
抗サイクリンB1モノクローナル抗体により免疫

組織学的にその発現を解析． 

 
(3) バキュロウイルス発現系を用いたヒト型リコ
ンビナントサイクリンB1の精製 

バキュロウイルス発現系を用いた蛋白の精製にお

いては抗サイクリンB1抗体を含有するアフィニテ

ィカラムを用いてリコンビナントサイクリンB1蛋

白を抽出する． 

 

(4) リコンビナント蛋白を用いた自己抗体アッセ
イ系の確立 

ELISAを用いた自己抗体の定量的アッセイ系の構

築 

 
(5) サイクリンB1遺伝子のクローニング 
サイクリンB1遺伝子高発現ヒト癌細胞株を用い

てサイクリンB1遺伝子の抽出を行う． 
 
(6) サイクリンB1，DNAワクチンの作成 
クローニングしたサイクリンB1遺伝子をDNAワ

クチン開発用のベクターにクローニングする．  

(7) 樹状細胞（DC）の誘導 
常人ボランティアから比重遠心法により採取し

た末梢血単核球を用いIL－4，GM－CSFの存在下

に約4－6日間培養し，未熟樹状細胞をin vitroで誘
導する．  

(8) DNAワクチンによる特異免疫誘導効果の検討 
DNAワクチンと誘導したDCと共培養，もしくはt

ransfectし抗原提示．また，このDCによって刺激

したCD8陽性T細胞を用い各種HLAタイプを有す

るサイクリンB1高発現ヒトがん細胞株に対する細

胞障害性をCTLアッセイ（LDH releasing assay

などによる）にて確認する．  

 
(9) CpG非メチル化配列遺伝子によるDNAワクチ
ンとの相乗効果の検討 

CpG非メチル化配列遺伝子の添加による免疫反

応の強化作用について検討する 
 
(10) In vivo でのDNAワクチンの免疫反応誘導
効果の検討 
マウスのサイクリンB1をクローニングし，マウス

サイクリンB1に対するDNAワクチンを作成する．

 DNAワクチンを数回皮下に接種し，vaccination

とし，特異免疫誘導効果について検討する．  
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(11) In vivoでのDNAワクチンの抗腫瘍活性検討 
CTL アッセイ等によりワクチンの有効性を確認

する．同時に各組織における有害事象の発生の可

能性の検討のため，正常組織の障害程度を組織学

的に検討する． 
 
４．研究成果 
 
(1) 統合データベースによる肺癌組織におけるサ
イクリン B1の発現とその臨床的有用性 
 

158 例の非小細胞肺癌切除例について免疫組織

学的にサイクリン B1 の発現を検討し，臨床病理

学的因子との関連を検討した結果 サイクリン B1

の過剰発現は 76例（49.4％）で確認された（図 1）．

サイクリン B1 の発現は腫瘍径や病理病期，分化

度などとは関連しなかったが，生存解析において

有意な予後因子であった（5 年生存率；CB1 陽性

25.7％ vs CB1 陰性 49.3％，p＝0.04，図 2）．こ

の傾向は I 期症例で顕著であった（CB1 陽性

36.8％ vs CB1陰性 72.6％，p＝0.03，図 3）．さ

らに多変量解析でもリンパ節転移や病期 腫瘍径

などと共に独立した予後因子であった（HR；1.886，

95％CI：1.026－3.469，p＝0.0412） 

図 1 

非小細胞肺癌における

サイクリン B1の発現 

 
 

 
 

 
 
 

(2) リコンビナントサイクリン B1の作成 
 
ヒト CCNB1遺伝子（サイクリン B1をコード

する遺伝子名）の全長の cDNAをバキュロウイル

スに遺伝子導入し，遺伝子導入後のウイルスを特

異的に感染する Insect Cellに感染させる．さらに

バキュロウイルス感染細胞の Lysateを作成し，抗

サイクリン B1 抗体を含有するアフィニティカラ

ムを用いてリコンビナントサイクリン B1 蛋白を

抽出した．抽出したリコンビナント蛋白の純度を

電気泳動とウェスタンブロット法にて確認した

（図 4A・B）． 
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図 2 サイクリン B1発現別生存率 
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図 3 サイクリン B1発現別生存率 

-Stage I- 

図 4 B   抗サイクリン B1抗体を用いたウェスタン解析 
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 (3) リコンビナントサイクリン B1を用いた癌患

者血清中の自己抗体のアッセイおよびリコンビナ

ントサイクリン B1を用いた患者末梢血中の特異

的 T細胞の誘導 

① リコンビナントサイクリン B1を用いて，

ELISAによる患者血清中の自己抗体の有無につ

いて検討した．図 5に示すとおり健常人には抗体

価は極めて低いレベルであったが，乳がん，膵が

ん，大腸がんおよび肺がんのいずれにおいても高

いレベルの抗体価を確認した． 

図 5. 各種がん患者末梢血血清中の抗サイクリン

B1自己抗体価の測定 

 
②さらにリコンビナントサイクリン B1蛋白を用

いて患者末梢血単核球から採取した T細胞に抗原

刺激を行ったところ，抗原特異的 T細胞の反応を

確認した（図 6）． 
 
図 6 CD8陽性 T細胞に対するサイクリン B1の
反応性 
  

 
(4) サイクリンB1のクローニングとDNAワクチ

ンの作成 

マウスサイクリン B1をクローニングし，遺伝子導

入実験にて蛋白発現を確認した． 

(5) 樹状細胞の誘導 

比重遠心法により採取した末梢血単核球を用い

IL－4，GM－CSFの存在下に約 4－6日間培養し，

未熟樹状細胞を in vitroで誘導した．誘導した樹

状細胞のPhenotypeはFACS解析にて各種表面マ

ーカーの解析を行った（図 7）．OK432を成熟刺

激因子として用いると，誘導された樹状細胞はク

ラス IIや B7さらには CD83といった成熟のマー

カーが高いレベルで発現していることが確認され

た． 
図 7 

(6) DNA ワクチンの in vitro および in vivo
における効果 
現在検討中である． 
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