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研究成果の概要（和文）： 
 
 ヒト膵癌の癌幹細胞に対する癌ワクチンを開発する目的で、膵癌細胞の side population 
細胞（SP 細胞）を取り込ませた樹状細胞（DC）からの MHC class I 結合ペプチドの分離
を試みた。ヒト膵癌細胞 Panc-1 の SP 細胞分画（癌幹細胞分画）、non-SP 細胞分画（非
癌幹細胞分画）の lysate を DC にパルスした後可溶化し、HLA-A02 抗体で作製した affinity 
column chromatography により MHC class I/peptide 複合体の抽出を行った。その結果、
SP 細胞 lysate を取り込ませた DC に特異的に認められる複数のペプチドイオンピークを
同定した。このペプチドの中に膵癌幹細胞特異的な抗原性ペプチドが含まれる可能性が高
い。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 We have tried to identify cancer stem cell-specific antigenic peptide from dendritic cells 
(DCs) loaded with side-population (SP-population) of human pancreatic cancer cells.  DCs 
pulsed with lysate of SP-fraction or non-SP-fraction of Panc-1 cells were treated with an 
adequate detergent and MHC class-I/antigenic peptide complex was isolated from these 
DCs using anti-HLA-A02 affinity column chromatography. The several specific peptides 
only from DCs loaded with SP-fraction were obtained. The isolated peptide is now being 
analyzed for identification of a possible candidate for peptide vaccine against cancer stem 
cells of human pancreatic cancer.  
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１．研究開始当初の背景 
癌組織を構成する癌細胞には癌幹細胞と呼
ばれる極少数の細胞集団と多くの非癌幹細
胞の癌細胞が存在すると考えられる。癌幹細
胞は自己増殖能を示し、一回の細胞分裂で癌
幹細胞と非癌幹細胞を生み出す不均等分裂
を繰り返すことにより、癌組織を構成する多
くの癌細胞（非癌幹細胞）を産生する。癌幹
細胞は癌組織の維持、進展に必須の要素であ
り、さらに癌の遠隔転移、再発などにも中心
的な役割を果たすといわれている。従って、
真の癌の根治のためには癌幹細胞の根絶が
必須であると考えられている。しかし、癌幹
細胞は既存の癌治療法である抗癌剤、放射線
などに強い抵抗性を示し、治療後の癌幹細胞
の残存が癌再発に結び付くため、癌幹細胞を
標的とした新たな治療法の開発が望まれて
いる。癌幹細胞の発現する特異抗原を標的と
する癌免疫療法は癌幹細胞根絶のための治
療法として期待されている。 
 
２．研究の目的 
膵癌は極めて予後不良な悪性疾患であり、有
効な治療法の早急な開発が望まれる。膵癌に
おいても癌幹細胞の根絶は治療上必須の要
素であるといえる。本研究ではヒト膵癌細胞
の癌幹細胞に特異的に発現し、細胞傷害性 T 
細胞に認識される抗原蛋白を同定し、そのペ
プチドワクチンを開発することにより膵癌
の癌幹細胞を標的とした新規治療法を開発
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ヒト膵癌細胞（MIAPaCa2、または Panc-1）の
癌幹細胞の精製はCD133陽性細胞のmagnetic 
sortingによる分離、または Hoechist-33342
未染の side-population 分画の FACS 
sorting による分離を用いて行った。癌幹
細胞としての同定は少数の分離細胞を
SCID マウス皮下に移植し（100-3 x 
100/mouse）、腫瘍形成を示すかを観察した。
MHC class I 分子に結合した抗原ペプチド
の同定は膵癌の幹細胞と非幹細胞の細胞
lysate を樹状細胞（DC）に取り込ませて
後可溶化し、MHC class I 分子を認識する
抗体を用いて作製した affinity column に
よる affinity chromatography で MHC 
class I 分子・抗原ペプチド複合体を分離・
精製し、酸処理により得られた抗原ペプチ
ドを LC/MS を用いて解析して、癌幹細胞
を取り込ませた DC のみに見られる抗原ペ
プチドを候補ペプチドとして同定すること
を試みた。Affinity column 作製に用いる抗
体は HLA-A*0201 を認識する単クローン
抗体を産生する hybridoma をヌードマウ
ス腹腔内に移植し、腹水より IgG を精製し

た。 
 
４．研究成果 
ヒト膵癌細胞 MIAPaCa2 から得られた CD133
陽性細胞と陰性細胞をそれぞれ SCID マウス
に移植すると、当初 CD133 陽性細胞の方が良
好な腫瘍形成を示すが、３カ月以上の長期観
察の後は両者の腫瘍形成頻度に差はなく、
CD133 発現の有無による癌幹細胞の分離は不
適切と判断された。 
次 に ヒ ト 膵 癌 細 胞 Panc-1 を 用 い て
Hoechist-33342 未染の SP-population を
FACS sorting を用いて分離した。この細胞
の lysate を HLA-*A0201 を発現する健康
ボランテイア由来の DC に取り込ませ、
detergent で可溶化した後、HLA-A*0201
抗体を用いて作製した affinity column に
通過させ、酸処理により結合した MHC 
class I/抗原ペプチド複合体を溶出させた。
コントロール DC、SP-fraction を取り込ま
せた DC、non-SP fraction を取り込ませた
DCから由来したMHC class I 結合性ペプ
チド群を LC/MS により解析したところ、
SP-fraction を取り込ませた DC にのみ特
異的に認められる数種類のペプチドイオン
ピークが認められた。これらのペプチドの
中に目的とする抗原ペプチドが含まれる可
能性がある。 
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