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研究成果の概要（和文）： 
	
 限局型小細胞肺癌(SCLC)患者に存在する Th17 細胞が認識する抗原を明らかにする目的で
SCLC 表面抗原の解析を行った。浮遊で増殖する分画において癌幹細胞マーカーである CD133 が
表出されており、癌幹細胞に特異的な抗原が Th17 誘導に関わっていると考えられた。プロテオ
ーム解析の結果、癌幹細胞に優位な発現パターンを持つ蛋白質４つを同定した。その中の一つ
である DEAD/H	
 (Asp-Glu-Ala-Asp/His)	
 box	
 polypeptide	
 3,	
 X-linked	
 (DDX3X)を用いたワクチ
ン療法は抗腫瘍効果をもつことを明らかにしている。現在、DDX3X を用いた Th17 誘導抗癌幹細
胞免疫療法の開発が進行中である。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
To elucidate the SCLC antigens that are recognized by Th17 cells, we examine surface 
molecules of SCLC cells and found that the floating SCLC cells express CD133, which is one of 
putative cancer stem cell (CSC) markers. Proteome analyses revealed DEAD/H 
(Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3, X-linked (DDX3X) as a novel CSC-specific protein. 
An anti-DDX3X vaccination induced anti-CSC effector T cells that mediated antitumor 
therapeutic efficacy. DDX3X was highly expressed in human CD133+ SCLC cells but not in 
normal epithelial cells. These results indicate that anti-DDX3X, immunotherapy to induce Th17 
is a promising treatment option in the clinical setting. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 申請者らは、化学発癌マウス線維肉腫細胞

を用いて腫瘍所属リンパ節を解析し、抗腫瘍

活性を持つ T 細胞は CD62Llowの分画に存在

することを示した (Kagamu, H., et al., Cancer 
Res, 1996)。また、MHC classII抗原陰性腫瘍
に対し、CD4+Tエフェクター細胞単独で極め
て高い抗腫瘍活性を示すことを証明した 
(Kagamu, H., et al., J.Immunol, 1998)。更に、こ
の CD4 ヘルプの代替として CD40 シグナル
を樹状細胞に与えることで抗腫瘍エフェク

ターT細胞プライミングが促進され、effector 
phaseでの CD8+T細胞機能が増強されること
を示した (Fujita, N., Kagamu, H., et al., 
J.Immunol, 2001, Watanabe, S., Kagamu, H., et 
al., J.Immunol, 2003)。これらは、エフェクタ
ーT細胞優位の CD4T細胞バランスが抗腫瘍
免疫現象の鍵であることを示唆している。し

かし、担癌マウスの腫瘍所属リンパ節解析に

より、この抗腫瘍 CD4T細胞のサイトカイン
産生能、増殖能を完全に阻害可能な制御性 T
細胞が誘導されており、腫瘍量の増大と時間

経過により Treg 優位なバランスに変化して
いるこが明らかとなった(Hiura, T., Kagamu, 
H., et al., J.Immunol, 2005)。 
	
 申請者らは、“小細胞肺癌患者に誘導され

た免疫寛容打破を目的とした画期的免疫療

法の開発”研究（基盤研究 C 課題番号

18590841）において小細胞肺癌患者末梢血を
検討した。この結果、CD62LlowCD4+ T細胞と
CD62LhighCD25+CD4+ Treg 間にシーソー型の
バランスが見られることが明らかとなった。

即ち、遠隔転移を持つ進展型(ED)では Treg
のみが増加しておりエフェクターCD4+ T 細
胞の増加は見られなかった。遠隔転移のない

限局型(LD)では、これとは全く逆にエフェク
ターCD4+ T細胞のみが増加しており Tregは
健常者と比較して変化が見られなかった。驚

くべきことに治療により治癒したと考えら

れる３年以上の長期生存者ではこのエフェ

クター優位の CD4 バランスが保持されてい
た。一方 LD 症例でも遠隔転移をもって再発
した患者では Treg 優位のバランスに変化し
ていた。以上より、エフェクター優位の CD4
バランスは血中を循環する癌細胞に対する

障壁として機能し遠隔転移を防ぐとともに

治癒に至る過程にも寄与しているものと考

えられた。さらに、LD症例から CD62Llowと

して分離したエフェクターCD4+ T 細胞は健
常者(HV)、ED 症例からのそれに比べて有意
に大量の IL-17 を産生することが明らかとな
った。一方、同じ培養上清中の IFNγには有意
差が見られなかった。 
	
 IL-17を主に産生する Th17は最近、存在が
明らかとなったヘルパーT 細胞分画である。
これまでに多発性硬化症、関節リウマチ、炎

症性腸疾患などの自己免疫性疾患やそのモ

デルにおいて疾患発症に不可欠な細胞であ

ることが明らかとなっている。興味深いこと

に、Th17 の誘導は Treg の誘導と相反するこ
とが報告されている。培養環境に TGFβが単
独で存在すると Tregが誘導されるが、そこに
IL-6 を加えると Treg プライミングは阻害さ
れ Th17 が誘導されるように劇的な変化を起
こす (Bettelli E, et al., Nature. 2006)。これは、
自己抗原に対する免疫寛容がブレイクされ

エフェクター優位な免疫現象に変化する可

能性を示唆しており、LD-SCLC患者体内では
このような環境が存在し Treg に対してエフ
ェクターCD4+ T 細胞が優位性を獲得してい
る可能性がある。 
	
 
２．研究の目的	
 
本研究は、癌細胞の存在により制御性 T細胞	
 
(Treg)優位に傾いた CD4	
 T細胞バランスをエ
フェクターT 細胞	
 (Teff)優位に変える新た
な Th17 細胞誘導抗腫瘍免疫療法の開発を目
指す。	
 
	
 
３．研究の方法 
(1)	
 小細胞肺癌株を用いた癌幹細胞マーカ
ー解析：	
 
小細胞肺癌株 87.5,	
 S2,	
 Lu65、肺腺癌細胞株
A549,	
 PC9,	
 乳癌 MCF7,	
 大腸癌 HCT116,	
 正常
ヒト臍帯内皮細胞、正常気管支上皮細胞、正
常ヒト皮膚上皮細胞を ATCC から入手した。
PE-conjugated	
 anti-CD133,	
 anti-CD44,	
 
anti-CD24,	
 anti-ABCG2	
 mAbs により染色し、
フローサイトメトリーにより表面抗原解析
を行った。	
 



 

 

(2)	
 マウスメラノーマを用いた癌幹細胞に
対する免疫応答：	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

Fig.1	
 
1)	
 C57Bl6 マウス由来 B16 メラノーマ細胞は
その 0.4-0.8%程度が CD133 陽性である。
PE-conjugated	
 anti-CD133	
 mAbと anti-PE マ
イクロビーズを用いて数回分離を繰り返す
ことにより 95%以上純化した CD133+腫瘍細胞
を得た。この純化した CD133+腫瘍細胞は、
5X103程度の少数細胞を皮下接種することに
より腫瘍形成を得ることが可能であった
(Fig.1)。また、soft	
 agar	
 assayや浮遊細胞
培養アッセイにより足場非依存的に増殖す
る能力を示した。また、浮遊細胞培養により
容易に tumor	
 sphere 形成が可能であった。
一方、高い純度の CD133+腫瘍細胞を接種して
も、形成された腫瘍の 90%以上が CD133-の形
質に変化していることから非対称性分裂能
を持つものと考えられた。以下の実験は、こ
の CD133+メラノーマを用いて行った。	
 
2)樹状細胞はマウス骨髄細胞をIL-4,	
 GM-CSF
存在下に 5 日間培養することで得た。腫瘍細
胞に 5000cGy の放射線処理をした後、同数の
樹状細胞と一晩共培養し回収した樹状細胞
を 1x107側腹部に皮下接種することでワクチ
ネーションを行った。所属リンパ節を用いる
実験では、皮下接種１週間後鼡径リンパ節か
ら抗原によりプライミングを受けた細胞と
して CD62Llow	
 T 細胞を回収して用いた。	
 
(3)	
 二次元電気泳動によるプロテオーム解
析；CD133+,	
 CD133-メラノーマの蛋白発現解
析はプロフェニックス inc に委託の上施行し
た。	
 
(4)	
 CSC 特異的蛋白質の発現解析：
immunoblotting 法により各種ヒト癌細胞に
おける DDX3X 発現を検討した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) LD-SCLC 患者末梢血中に誘導されていた
Th17 エフェクターT 細胞が遠隔転移を防

いでいるとした場合、末梢血を循環する
腫瘍細胞を認識している可能性が高いと
考え、浮遊で増殖する小細胞肺癌株 87.5
と固着して増殖する S2 において表面抗
原を解析した。この結果、浮遊増殖する
87.5 のほとんどは CD133 を発現している
ことが明らかとなった。CD133 は転移・
再発の主役と考えられている癌幹細胞マ
ーカーとして知られており、Th17 エフェ
クターの標的抗原が小細胞肺癌幹細胞上
に存在することが示唆された	
 (Fig.2)。	
 
	
 

	
 
Fig.2	
 

(2) 次に、CD133+腫瘍細胞が実際に抗腫瘍免
疫を惹起する能力があるかマウス腫瘍系
において検討した。マウスメラノーマB16
細胞からCD133+細胞を分離し樹状細胞ア
ジュバントとして接種したところ、親株
腫瘍、CD133-腫瘍細胞に比して高い抗腫
瘍免疫効果が得られた(Fig.3A)。CD133+
腫瘍細胞を接種して所属リンパ節から得
たanti-CSC	
 T細胞は養子移入することに
より高い治療効果を発揮した(Fig.3B)。	
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Fig.3	
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CSC 抗原によりプライミングされたエフ
ェクターT細胞を CD4+と CD8+	
 T細胞に分
離して親株腫瘍を持つマウスに経静脈的
移入したところ、この高い治療効果は、
主に CD4+	
 T 細胞により担われていた	
 
(Fig.3C)。	
 
	
 また、CD133+腫瘍細胞接種によりプラ
イムされた CD4+	
 T 細胞は IL-17,	
 IFNγ
を特異的抗原刺激により分泌したが、
IL-4 の分泌は見られず、Th17-Th1 型に分
化していることが明らかとなった	
 
(Fig.4)。	
 

(3) Th17 型抗腫瘍 T細胞を誘導した抗原を同
定する目的で、CD133+腫瘍細胞と CD133-
腫瘍細胞のタンパク質発現を二次元電気
泳動法により解析したところ、CD133+腫
瘍細胞に高発現する４つのタンパク質を
同定することができた	
 (Fig.5)。	
 

	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
Fig.4	
 

	
 

Fig.5	
 
(4) 同定したタンパク質の一つである DDX3X
は germ	
 cell に強く発現することが知ら
れているRNA	
 helicase活性を持つ蛋白質
である。この蛋白質に注目し、合成した
DDX3X によるワクチンを行ったところ、
CD133+腫瘍細胞そのものによるワクチン
よりも高い防御免疫を誘導することが明

らかとなった	
 (Fig.6)。	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
Fig.6	
 

	
 

Fig.7	
 
さらに、CD133+腫瘍細胞を特異的に認識
する CD4+	
 T細胞は DDX3X を、また、DDX3X
を特異的に認識するCD4+	
 T細胞はCD133+
腫瘍細胞を認識してサイトカイン分泌す
ることが確認された	
 (Fig.7)。	
 

(5) immunoblotting により解析した結果、
DDX3Xはヒト正常細胞(NHEK,	
 HMEC,	
 NHBE)
にはわずかにしか発現していないが、小
細胞肺癌	
 (87.5,	
 S2)、肺腺癌	
 (A549)、
乳癌	
 (MCF7)、大腸癌	
 (HCT116)、におい
て発現していること、癌幹細胞マーカー
陽性癌細胞(87.5,	
 HCT116,	
 MCF7)にはさ
らに高発現していることを明らかとした	
 
(Fig.8)。	
 

	
 

Fig.8	
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