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研究成果の概要（和文）：がんペプチドワクチン療法の方向性としては、免疫チェックポイント阻害剤との併用
を視野に入れて、負の免疫応答の制御が必要になると考えられる。我々は、肝細胞癌（HCC）患者に周術期ワク
チン療法を行い、切除標本の病理学的、免疫学的特徴について解析を行った。結果として、本ワクチン療法は、
腫瘍抗原特異的T細胞（CTL）を腫瘍内に誘導し、免疫原性の低いcold HCCの一部をHotに変換する可能性があ
る。CD8+細胞上のチェックポイント分子（PD-1、TIGIT）の高発現を認めたことから、免疫チェックポイント阻
害剤の併用は、相乗的に作用し高い抗腫瘍効果をもたらす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Combination cancer vaccination with immune checkpoint inhibitors (ICIs) to 
restore T cell responses may be a potential therapeutic approach for hepatocellular carcinoma (HCC).
 We conducted therapeutic vaccine for the perioperative treatment of patients with resectable HCC. 
Our novel vaccination therapy has the potential to convert immunologically cold HCC tumors into hot 
tumors by inducing CD8+ T‐cell infiltration into tumors. Our results indicate that the upregulation
 of PD-1 and TIGIT expression on CD8+ T cells may restrict T cell responses in HCC patients. As 
such, it was suggested that the combination of ICIs may act synergistically to produce a high 
anti-tumor effect.

研究分野：腫瘍学

キーワード： 肝細胞癌　免疫療法　ワクチン療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、がんワクチン療法は免疫原性の低いCold HCCが細胞傷害活性Ｔ細胞が浸潤するHotへ変化して
いる可能性が示唆された。腫瘍浸潤細胞は免疫チェックポイント分子を高発現しているため、活性化が抑えられ
十分な抗腫瘍効果を得られていない可能性がある。マウス腫瘍モデルを用いたワクチン療法と抗PD-1抗体の併用
療法では、有意な抗腫瘍効果および生存期間延長効果を認めたことから、本ワクチン療法と抗PD-1抗体の併用
は、相乗的に作用し高い抗腫瘍効果をもたらす可能性を示唆する学術的・社会的に意義ある成果を得た。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞癌（HCC）は術後補助療法として有効性が示されたものはなく、根治切除術後５年

以内の再発率が 60-70%と極めて高い(Amisaki M, et al. Hepatobiliary Pancreat Dis 

Int.2018)。近年、癌特異的免疫細胞を賦活化することを目的としたがんペプチドワクチ

ン療法が報告され一定の効果はあるものの、予後改善には至っていないのが現状である。 

我々はこれまでがんペプチド療法において、末梢血リンパ球の割合が 15%以下の患者では

CTL 誘導が低く予後不良（Hazama S, Shindo Y, et al. J Transl Med. 2014）、血中 IL-

6 が高値症例では予後不良（Hazama S, Shindo Y, et al. Anticancer Res. 2014）、

ELISPOT assay よりペプチド特異的 CTL 反応が強く出た症例で有意に予後良好（Suzuki 

N, Shindo Y, et al. Cancer Sci. 2017）、末梢血の CD4、CD8T 細胞上の疲弊マーカーで

ある PD-1、TIM-3 の免疫チェックポイント受容体高発現が予後不良であると報告してきた

（Shindo Y, et al. J Exp Clin Cancer Res. 2017）。これまでのがんペプチドワクチン

療法は、標準療法不応の進行癌症例において選択されることが多く、末梢血中の CTL誘

導に注目されることが多かった。しかしながら、がんペプチドワクチン療法によって誘導

された CTLが腫瘍局所に浸潤していることを明らかにすることは重要であり、これらと

臨床効果の関連を調べることはペプチドワクチン療法の有効性評価に結びつくと思われ

る。そこで、本研究ではHCC患者を対象に、がんワクチン療法を周術期として行う第 I

相試験を行い、切除標本の病理学的、免疫学的特徴について検討を行った。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、教室ですでに施行中である特定臨床研究（jRCTs061180033）「根治切

除可能 HCCに対する術前・術後補助免疫療法としての HSP70由来ペプチド＋GPC3由

来ペプチドと新規免疫アジュバンドである sLAG3-Igと Poly-ICLCを用いたがんワクチ

ン療法」に登録した患者由来の血液ならびに切除腫瘍組織を用いて、それらに含まれるリ

ンパ球の機能を解析することである。まず本ワクチン療法を投与した切除標本の腫瘍壊

死、腫瘍抗原発現状況および

CD8+T細胞浸潤状況に関し

て免疫病理組織学的に検討を

行った。切除標本の免疫染色

において、HSP70および

GCP3が染色されており、同

部位に CD8T細胞の浸潤が

確認された（図 1）。このように CTLが浸潤する Hot tumorが誘導された症例において

も、免疫抑制機構が働いている可能性がある。そこで、マスサイトメトリー（CyTOF）



を用いて TILおよび PBMC上の免疫チェックポイント分子の発現ならびに抑制性免疫細

胞の解析を行い、今後の免疫療法の開発につなげることを目指す。 

 

３．研究の方法 

HCC 患者（20 症例）に対して Heat shock protein 70 (HSP70) および Glypican 3 

(GPC3) 由来のペプチドと 2 種のアジュバント（Poly-ICLC + hLAG-3Ig）を組み合わせた

ワクチン療法を手術前に 6回投与し、根治切除を施行した。切除標本は H&E 染色および

HSP70、GPC3、CD8 の免疫組織化学的解析を行った。さらに、腫瘍浸潤リンパ球を抽出し

53 種類の抗体を用いて CyTOF により解析した。対照として、同時期にワクチン療法等の

術前治療を施行せずに切除をおこなった 20症例の HCC切除標本を使用した。さらに、

本ワクチン療法と抗 PD-1 抗体併用療法の有用性を評価するため、マウス腫瘍モデルを用

いた検討を行った。 

 

４．研究成果 

ワクチン投与群の病理学的検討結果を表 1に示し
た。切除標本の病理学的解析では、HSP70とGPC3
はそれぞれ 16名で発現しており、一部の症例では同
一腫瘍内で HSP70とGPC3が相補的に発現していた
ため、19症例で少なくともどちらかのマーカーを発現
している腫瘍細胞が認められた。免疫組織学的解析に

より、ワクチン投与群の 20 例中 10例で CD8+細胞の高

浸潤（≧450cells/mm2）が観察され、対照群では 5例

で確認された。今回、ワクチン療法以外の前治療は施

行していないことを考慮すると、本ワクチン療法は一

部の免疫原生が低い腫瘍である Cold な HCC を Hot に

変換しうる可能性が示唆された。 

 

次に、ワクチン群 20症例の CyTOF データ解析の結果を図 2に示す。図 2A では、生細胞のう

ち CD3+T 細胞の割合をドットプロットで示している。病理組織学的に Hot と Cold に分類し

た症例は、それぞれ赤と青の点で示した。CyTOF データ解析の結果、全生細胞中の CD3+T 細

胞の割合は、Cold 群よりも Hot 群で有意に高く、病理学的所見と一致することが示された。

次に、免疫チェックポイント分子である PD-1、T-cell immunoreceptor with immunoglobulin 

and immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif domain（TIGIT）陽性細胞の割合を

解析した。図 2B は、代表症例の TIL における CD3+T 細胞の CD4、CD8、PD-1、TIGIT、およ

び CD39 の t-SNE 分類結果を示し、図 2C は、全 20 症例の割合を示している。CD8+T 細胞上

に発現する、PD-1+、TIGIT+の割合は、Cold 群に比べ Hot 群で有意に高値であった（図 2C）。



さらに、t-SNE 分類による評価では、CD8+T 細胞のうち PD-1+、TIGIT+、CD39+は同一の細胞

領域で発現していた（図 2B）。これは、Hot 群において、本ワクチンは T細胞疲弊マーカー

である PD-1 および TIGIT を強く発現する腫瘍特異的 CD8＋T 細胞を誘導していることが示

唆された。つまり、本ワクチン療法は CTL を強力に腫瘍内に浸潤させる効果を有するが、同

細胞は免疫チェックポイント分子を高発現しているため活性化が抑えられ十分な抗腫瘍効

果を得られていない可能性が示唆された。そこで、本ワクチン療法とチェックポイント阻害剤

である抗 PD-1 抗体の併用療法が抗腫瘍効果を改善しうる可能性を考慮し、マウス腫瘍モデル
を用いた検討を行った。 

 

マウス腫瘍モデルを用いたワクチン療法と抗 PD-1 抗体の併用療法の抗腫瘍効果の検討では、

無治療、ワクチン単剤、抗 PD-1 抗体単剤と比較して併用療法は有意な抗腫瘍効果および生

存期間延長効果を認めた（図 3）。 

 



以上の結果より、本ワクチン療法と抗 PD-1 抗体の併用は、相乗的に作用し高い抗腫瘍効果

をもたらす可能性が示唆された。 
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