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研究成果の概要（和文）： 
 肺癌は未だ予後不良の悪性腫瘍であり、新たな治療法の開発のためには癌の進展・転移

過程における宿主免疫反応の解析が、がんの新たな診断・治療を開発する上で重要な基盤的

知見になりうると考えられる。本研究では、自己原発巣由来細胞株—転移巣由来細胞株—自己リ

ンパ球の系を用いて、原発巣と転移巣に対する複数の細胞障害性 Tリンパ球(CTL)の誘導・樹立

が可能となり、その中で CTL が認識する新規の肺癌関連抗原を同定した。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
  For the purpose of developing immunotherapy as new modalities against lung cancer 

patients with poor prognosis, it is necessary to elucidate tumor-specific immune 

responses during progression and metastasis of tumors. In this study, we succeeded in 

detecting several tumor-specific cytotoxic T lymphocytes against primary and metastatic 

lung cancer. Among them, ribosomal protein L19 was identified as a novel over-expressed 

tumor antigen.   
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１．研究開始当初の背景 

 固形癌のなかで肺癌発生は増加の一途を

たどっており、手術療法・化学療法・放射線

療法をもってしても未だ予後不良の悪性腫

瘍である。特に、診断時に転移を伴い根治手

術が不能な例や治療後の再発例に対して、既

存の治療法による集学的治療を行っても未

だ十分な成果が得られておらず、様々な角度

から新たな治療法の開発が望まれている。癌

治療の成績を向上させるためには癌の転移

をコントロールすることが、必要不可欠であ

ると考えられる。癌の転移には、さまざまな

要因が関わっているものの、大きく分けると、

癌細胞側の性質と宿主側の要因に分けられ

る。特に後者では宿主免疫能が重要と考えら

れている。しかしながら、実際は宿主の抗腫

瘍免疫応答が存在しても癌の進展・転移によ

り死に至ってしまう。ヒト固形癌において転

移形成の過程における宿主免疫応答の解析

やその癌特異的免疫反応に関わる分子レベ

ルでの解析は難しく、そのためわれわれは、

癌細胞株樹立と同一症例のリンパ球を用い

て自己腫瘍-自己リンパ球の実験システムを

構築し、これら autologous の実験系を用い

て、肺癌患者生体内に自家肺癌特異的な細胞

障害性 T細胞（CTL）を腫瘍内浸潤リンパ球・

所属リンパ節リンパ球から誘導可能なこと

を見いだしてきた。さらにこの CTL を clone

化し、自己肺癌細胞株から作成した cDNA 

library を用いて CTL をプローブとした cDNA

発現クローニング法により CTLの認識する腫

瘍関連抗原を同定してきた。これらの

autologous の実験系を用いて、癌の転移・進

展過程における宿主免疫応答の解析を行う

ことにより、癌の新たな診断・治療を開発す

る上で重要な基盤的知見になりうると考え

られる。 

 

２．研究の目的 

 われわれはこれまで手術検体などから肺

癌、悪性中皮腫、乳癌、メラノーマなどの多

くの癌細胞株を樹立してきた。その中には、

同一症例において原発巣の癌細胞株と転移

巣の癌細胞株を異なった時期に樹立し得た

貴重な症例も複数存在する。本研究では今ま

で蓄積してきた、自己原発巣由来細胞株—転

移巣由来細胞株—自己リンパ球の系を用いて、

実際に転移の過程で惹起されたと考えられ

る免疫応答を検出するとともに、その免疫反

応をプローブとして利用し、実際に癌患者生

体内で生じた腫瘍特異的免疫細胞が認識す

る腫瘍抗原を同定・解析し、実際のヒト固形

癌の転移の過程で生じている腫瘍細胞の生

物学的特性の変化、癌特異的免疫応答を解明

することにより、癌の転移・進展過程をコン

トロールできる新たな治療法の開発につな

げることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 肺癌患者からの癌細胞株の樹立 

 本研究に以下の症例から肺癌細胞株を樹

立し用いた。 

①原発巣と皮下転移巣の癌細胞株を樹立し

た大細胞内分泌癌(J206 症例) 

②原発巣と副腎転移巣の癌細胞株を樹立し

た肺多形癌症例（G603 症例） 

③原発巣の癌細胞株を樹立し、リンパ節転移

を来した肺腺癌症例（H1224 症例） 

④原発巣と癌性胸膜炎から癌細胞株を樹立

した肺腺癌症例（K420 症例） 

(2) 原発巣・転移巣の生物学的特性の相違の

解析 

 樹立した原発巣由来細胞株と転移巣由来

細胞株での HLA class I をはじめとする細胞

表面分子の相違をフローサイトメトリーで

解析する。 

(3) 癌の転移に伴う免疫応答の検出 

 原発巣由来癌細胞株とリンパ球を共培養

することで CTL を誘導し、その CTL の自己

腫瘍に対する認識と腫瘍特異性を解析する。



他科肺癌細胞株に対する反応性により HLA

拘束性を決定する。これをプローブとして

cDNA expression cloning 法により抗原遺伝

子を同定する。CTL clone の数に限りがある

ものは、TCRa 鎖、b鎖をクローニングし TCR

移入エフェクター細胞を作成する。 

(4) 腫瘍関連抗原の各種癌組織での発現お

よびその機能解析 

 同定した抗原遺伝子発現を当科で保存し

ている切除標本を用いて、RT-PCR、免疫組織

化学染色にて解析する。また抗原遺伝子の機

能解析のために、In vitro での siRNA を用い

た腫瘍細胞株の機能抑制試験を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 原発巣・転移巣の生物学的特性の相違の

解析 

 肺大細胞内分泌癌の原発巣および皮下転

移巣から樹立した細胞株 J206L、J206SC を用

いた。細胞表面マーカの解析を行ったところ、

HLA class I genotype, LFA-3, FasL, 

HLA-class Iの発現に差異はなかった。ICAM-1

の発現は原発巣で 74.8%, 転移巣で 15.2%、

Fas の発現は原発巣で 57.3%, 転移巣で 1.6%

と有意に発現低下を認めた。J206L に CD80 を

移入し、凍結保存していた自己所属リンパ節

リンパ球と共培養を行い、J206L 特異的 Bulk 

CTL を誘導しえたが、CTL clone は樹立でき

なかった。 

 

(2) 癌の転移に伴う免疫応答の検出 

 K420PL は肺腺癌術後の経過観察中に発

症 し た 癌 性 胸 水 か ら 樹 立 し た HLA 

haplotype loss を認める癌細胞株であり、

HLA-class I および HLA-class II はとも

に陽性であった。K420PLに CD80を移入し、

手術時に採取保存していたリンパ節リン

パ球と共培養し、自己腫瘍を特異的に障害

する Bulk CTL を誘導し、限界希釈法で T 

cell clone を得た。得られたクローンに

は CD8 陽性細胞はなく、自己腫瘍に反応を

示した clone は CD4 陽性であり、自己腫瘍

に対しHLA-DR拘束性にIFN-gを産生した。

さらに、他科肺癌細胞株を HLA-DR1502 拘

束性に認識することより、CD4+ T cell に

認識される HLA-DR15 拘束性の共通抗原の

可能性が示唆された。 

 肺腺癌患者の原発巣から樹立した細胞

株 H1224L に CD80 を移入し、リンパ節リン

パ球と共培養することにより、HLA-class 

I 拘束性自己腫瘍特異的 CTL clone (CD8

陽性)を樹立した。この CTL clone は、

HLA-A31拘束性に他家肺癌細胞株を認識し

た。cDNA expression cloning 法にて、CTL 

clone の認識する抗原遺伝子を単離した。

こ の 遺 伝 子 は Ribosomal protein 

L19(RPL19)を code していた。さらに CTL

の認識する 9-mer の epitope peptide を同

定した。 

 肺多形癌の原発巣(G603L)と転移巣

(G603L-AD)から樹立した腫瘍細胞株に対

し、原発巣由来細胞株を認識して転移巣由

来細胞株を認識しないCTL cloneの腫瘍認

識機構の解析を進めるために、細胞数に限

りのある CTL clone から TCR遺伝子をクロ

ーニングし、今後の安定した実験形に応用

す る 目 的 で 、 T 細 胞 受 容 体 遺 伝 子

(Va34,Vb5.1)の a 鎖、b 鎖の full length

のクローニングを行い、翻訳効率の高い

linker である 2Aで TCRa 鎖と TCRb 鎖つな

ぎ、PMX レトロウイルスベクターに組み込

んだ。さらに、G603L より cDNA library

を作成し、cDNA 発現クローニング法によ

るスクリーニングをおこなっている。 

 

(3) 腫瘍関連抗原の各種癌組織での発現お

よびその機能解析 

 HLA-A31 拘束性腫瘍関連抗原 RPL19 は、

real time PCR の解析により正常肺と比べ

肺癌細胞に高発現し、腫瘍細胞での抗原発

現量と CTL の反応性が正の相関を示して

いたことより、新規の過剰発現抗原の可能

性が示唆された。免疫組織化学染色による

解析では、非小細胞肺癌40例中12例（40%）

に癌組織での RPL19 の高発現を認め、その

他の癌組織では、乳癌 10%、食道癌 20%、



大腸癌 60%で過剰発現を認めた。RPL19 の

機能解析のため siRNA を作成し、肺癌細胞

株に作用させた結果、肺癌細胞の増殖抑制

効果がみられ、cyclineD1, D3の抑制とp27 

kip1, p16 INK4A の増強が認められ、さら

に G1 期の割合の増加, S 期の割合の減少

が観察されたことより、cell cycle に関

与することが示唆された。 
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