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研究成果の概要（和文）： 

膵癌の癌抗原であるMUC1糖鎖の末端にブタ型糖鎖抗原 α-gal epitopesを発現させ癌抗原の糖
鎖構造をリモデリングすることで癌抗原自身の抗原性を向上させ、ヒトに生来備わっている自
然抗原 Anti-Gal との抗原抗体反応を利用して効率的に抗腫瘍免疫を惹起できるか解析した。α
-gal group の抗膵癌抗体は control group に比し 16 倍強く誘導され、MUC1 抗原に特異的
CD8+CTL もα-gal group で有意に強く誘導できた。in vivo 抗腫瘍効果でも腫瘍増大速度、生
存期間ともにα-gal group で有意に延長できた。 
研究成果の概要（英文）： 

The results of our in vitro and in vivo experiments emphasize the efficiency of tumor 

lysate vaccines expressing α-gal epitopes in targeting all pancreatic cancer cells, including 

differentiated cancer cells and pancreatic CSCs. Vaccination with α-gal tumor lysate 

induced strong long-lasting anti-tumor immunity. The α-gal tumor lysate vaccine may form 

the basis for testing this novel therapeutic approach in human clinical trials. 
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１．研究開始当初の背景 

膵癌は本邦において癌死第 5 位の原因疾患
である。膵癌の予後は、近年の手術技術向上
により改善されつつあるが、たとえ治癒切除
し得たとしても 5 年生存率は 13%と不良であ
り、膵癌は最も悪性度の高い消化器癌の１つ
である。この現状を改善すべく補助療法とし
て、Mucin1(MUC1), CEA, K-ras などを標的抗
原とした癌免疫療法が行われている。標的癌
抗原の中でも細胞膜貫通Ⅰ型糖タンパクで

ある Mucin1(MUC1)(図－1)は、(ⅰ)90%以上
の膵癌細胞の表面に発現し、(ⅱ)MHC 非拘束
性で広く膵癌患者に応用でき、(ⅲ)MUC1 特
異的 CTL の誘導も可能な癌抗原であり有効
性が期待されている。しかし、担癌患者の荒
廃した免疫能や MUC1 タンパク自身の抗原
性が低いため十分な有効な抗腫瘍免疫を引
き出せず有意な臨床的有効性はいまだ報告
されていない。 
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さて、ブタの臓器をヒトに移植する異種移
植において、hyperacute rejection は移植され
たブタグラフトを分単位で拒絶できる激烈
な免疫反応である。このメカニズムはブタ細
胞に多量発現しているブタ異種糖鎖抗原
α-gal epitopes（Galα1,3Galβ1,4GlcNAc-R）と
ヒト自然抗体 Anti-Gal との激烈な抗原抗体
反応により補体が活性化、さらに ADCC によ
り急速に拒絶される反応である。 α-gal 

epitopes はタンパク糖鎖，脂質糖鎖の糖鎖末
端構造で、α1,3 ガラクトース糖転移酵素（以
下、α1,3GT）によって生合成される。α-gal 

epitopes は多くの哺乳類に発現されるが、ヒ
トの α1,3GT遺伝子では point mutation のため
偽遺伝子となり失活し α-gal epitopesを生合成
できない。その代わりエピトープを認識する
Anti-Gal を自然抗体として多量に産生する。
ヒトの Anti-Gal産生 B 細胞は腸管リンパ節に
も存在しブタ肉，牛肉など食物曝露により常
に刺激されるため、ヒト循環 IgG の内、1％
が Anti-Gal 自然抗体としてヒト血清中に常
に循環しており、この抗体価は癌末期の患者
でも維持されている。 

申請者は，この強力な免疫反応を膵癌免疫
療法に応用することに着目した。即ち，糖転
移酵素 α1,3GT を用いてヒト膵癌細胞の糖鎖
末端に α-gal epitopes を発現させ糖鎖構造リ
モデリングを行い、ヒトに癌ワクチンとして
投与することで生来備わっている大量の
Anti-Gal 自然抗体との免疫反応を介して、効
率的に癌抗原の抗原提示を行い抗膵癌抗体，
膵癌特異的 CTL を誘導させ、予後の改善に
寄与できると考えた(図－2)。 

 

２．研究の目的 

本研究では、MUC1 を始めとして複数の癌抗
原を含んだ手術切除標本を tumor lysate とし、
lysate に含まれている癌抗原の糖鎖末端に
α1,3GT を用いて-gal epitopes を酵素学的に

生合成し、癌患者に対し高い抗原性を獲得し
た癌ワクチンを作製、これを癌患者に投与し
ヒト自然抗体 anti-Gal との抗原･抗体反応を
介して抗原提示能、抗体誘導能を飛躍的に向
上させる新しいコンセプトの癌免疫療法の
開発および臨床応用に向けた研究を行うこ
とを目的とした。 

３．研究の方法 

1， α-gal MUC1 の作成 

MUC1発現ヒト膵癌細胞株PANC1にマウス
α1,3 ガラクトース糖転移酵素遺伝子（α
1,3GT）を lipofection 法を用いて導入し、
G418 による薬物選択により stable 

tranfectant を樹立した。-gal epitopes の発
現は GS1B-4 レクチンおよび M86mAb(-gal 

epitopes を特異的に認識するマウス IgM 抗体)

を用いた FACS、ELISA にて確認し、MUC1、
α-gal MUC1 の発現は Western blot および
免疫沈降にて確認した（図－3）。 

2， 実験デザイン 

α1, 3 GT ノックアウトマウス(KO mice)を
100 mg のブタ腎臓片にて 1 週おきに 4 回、腹
腔内免疫しヒトと同じ anti-Gal 抗体価（High 

anti-Gal KO mice）とした。この High anti-Gal 

KO mice に 1 X 10
6 個の放射線照射 parental 

PANC1 (control group)またはα -gal PANC1 

(α-gal group)を１週おきに 3 回、腹腔内投与
し vaccination し、抗腫瘍免疫の誘導の有無を
in vitro で解析し、さらには in vivo での腫瘍抑
制効果を以下の手順で解析した。 

3， 免疫誘導の解析 

Vaccination したマウスの尾静脈より採血を行
い、anti-MUC1 抗体の産生は MUC1 peptide

を 固相化 した ELISA に て解析 した。
anti-MUC1 抗体産生 B cell の増幅は ELISPOT

にて解析し、MUC1 特異的 CTL も IFN-γ産
生リンパ球として ELISPOT にて解析した。 

4， In vivo 抗腫瘍効果 

上記の様にα-gal PANC1 または parental 

PANC1にてワクチン化した KO mice の皮下
に 0.5 X 106個の MUC1 遺伝子導入 B16F10

メラノーマ細胞株を皮下注し生存期間、腫瘍
増大速度を比較した。 

5， レクチンマイクロアレイ 

α-gal PANC1または parental PANC1 にてワク
チン化した KO mice より脾臓を摘出し ficol

を用いて splenocytes を分離した。MUC1 
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peptide をビオチン化しアビジン coating した
マグネットビーズと混合し MUC1 ビーズを
作成した。この MUC1 ビーズとマウス
splenocytes を 4℃下で 4 時間混合し、MUC1

ビーズ結合 splenocytesとMUC1ビーズ非結合
splenocytes に分離した。この分離した
splenocytes を lysate 液に suspend し、リンパ
球の糖鎖を分離しレクチンマイクロアレイ
にて糖鎖構造を網羅的に解析した（Kuno A et 

al. Nature Methods, 2005）。 

４．研究成果 
（結果） 

1， 免疫誘導 

anti-MUC1 抗体は、control group に比し
α-gal groupでは 16倍強く産生された（図
－4）。anti-MUC1抗体産生B cell（number 

of dots/1 X 106 lymphocytes）の増幅は、
control groupの 319.5±18.9に比しα-gal 

group で は 553.6 ± 66.7 と 有 意 に
（P<0.0001）強く増幅され ELISA と
ELISPOT の結果に相関性を認めた（図－
5）。MUC1 特異的 CTL（number of IFN-

γspots/1 X 106 lymphocytes）の増幅も、
control group の 211±33.4 に比しα-gal 

group では 1237.5 ± 283.1 と有意に
(p<0.001)強く増幅できた（図－5）。 

２，抗腫瘍効果 

 

本研究で行った動物モデルを図－6 に示し
た。 

In vivo モデルを行うべく樹立・使用した
MUC1-B16F10 の FACS 解 析では、
parental B16F10 および MUC1-B16F10

には α-gal epitopes は発現しておらず（data 

not shown ） 、 parental B16F10 で は
endogenous な MUC1 発現は認めなかっ
た が 、 MUC1-B16F10 で は parental 

PANC1 と同程度の MUC1 の発現を確認

できた（図－6）。腫瘍増大速度では、control 

group においては 3～7 日ごとに皮下腫瘍
のサイズは 2 倍化し、22～25 日までには
最大 980 mm2にまで腫瘍は増大しマウス
は死亡した。一方、α-gal group では 200 

mm2 の大きさに達するまでに 20～36 日
（平均 25.4±7.6 日）を必要とし、control 

group の 12～14 日（12.8±1.1 日）に比
し有意に腫瘍増大速度は遅かった（図－7）。
マウス生存期間では、α-gal group では
41.4±10.4 日の平均生存期間が得られた
が、control group では 21.1±10.5 日の平
均生存期間しか得られず（p<0.003）、ワク
チン投与を行っていないマウスの生存期
間 20.9±10.5 日と差がないことが明らか
となった（図－7）。 

2， レクチンマイクロアレイによる糖鎖網
羅解析 

gal PANC1 ワクチンにより stimulate され
た anti-MUC1 producing B cells（MUC1 ビーズ
結合リンパ球）の細胞表面糖鎖構造において、
Parental PANC1 ワクチン投与群に比し以下
の糖鎖構造発現に有意差を認めた（図－8）。 

① 1,6-Fucose (Core fucose)の発現が有意に
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減少していた（ポテリジエント抗体誘導
の可能性あり）。 

②  2, 3 および2, 6 シアル酸の糖鎖末端構
造が有意に減少していた。 

③  High mannose 構造が有意に増加してい
た。 

④  シアリル T 抗原の発現が増加していた。 

Core fucose 構造の発現を確認するために
Core fucose を特異的に認識するレクチン
AAL レクチンにて FACS 解析を行った。レク
チンマイクロアレイと同様にマグネットビ
ーズにて MUC1 結合リンパ球と非結合リン
パ球に分け、分離されたリンパ球それぞれを
AAL レクチンにて処理しその結合度を解析
すると、MUC1 非結合リンパ球では、α-gal 

group と control group で AAL レクチンへの
結合に差はなかったが、MUC1 結合リンパ球
では、control group では mean fluorescence 

intensity(MFI)は 1359.6 と AAL レクチンと
強 く 結 合 し た が 、 α -gal group で は
MFI:689.8 と AAL レクチンとの結合性は減
弱しており、Core fucose 構造が減少している
ことが証明された（図－9）。 

（考察） 

膵癌治療の成績向上を実現するためには、
従来行われている外科的切除、抗癌剤および
放射線療法だけでは限界がある。今回、われ
われが注目した癌ワクチン療法は治療成績
向上のための有力な戦略と考えられるが、既
知の癌抗原を用いて担癌患者を単に免疫す
るだけでは腫瘍の再発、増勢を抑制できる有
効な抗腫瘍免疫を惹起できない。 

本研究では、ブタからヒトへの異種移植に
おいてブタ移植片生着の障壁となる超急性
拒絶反応の発生メカニズムを免疫療法に応
用できないかと仮説を立てた。すなわち、癌
抗原は多くの場合、糖タンパクでありその糖
鎖末端にブタ型糖鎖を人工的に生合成し癌
抗原の糖鎖構造をリモデリングすることに
より、ヒト癌抗原はブタ分子と同様にヒトに
対し高い抗原性を持つことになり、ヒト自然
抗体 Anti-Gal との抗原抗体反応を介して抗原
提示細胞により効率的に認識され抗腫瘍免
疫を惹起できるストラテジーである。 

本研究では、ヒト膵癌細胞株 PANC1 にα
1,3GT 遺伝子を導入することで細胞表面に
発現する MUC1 を含めた糖タンパクに-gal 

epitopes を生合成し、この-gal PANC でワク
チン投与することで、従来型の parental 

PANC1 でワクチン化するより有意に強く抗
腫瘍免疫を誘導することができた。さらに in 

vivo での皮下腫瘍モデルにおいても-gal 

PANC でワクチン化したマウスでは parental 

PANC1 でワクチン化したマウスに比し、腫瘍
増大速度は有意に延長され、マウスの生存期
間でもα-gal group のマウスでは control 

group のマウスに比し有意な生存期間の延長
を認め、in vitro および in vivo の両者において
-gal PANC ワクチンの有効性が明らかとな
った。また、レクチンマイクロアレイを用い
たリンパ球糖鎖構造の網羅解析では（図－8）、
α-gal group のリンパ球において Core fucose

構造が有意に減少していることを見出し、α
-gal group で誘導された anti-MUC1 抗体を
含む抗腫瘍抗体はポテリジエント抗体（図－
10）である可能性が示唆された。すなわち
-gal epitopes を発現したワクチン投与により、
より多くの抗腫瘍抗体、腫瘍特異的 CD8

+
CTL

が誘導された免疫学的な理由だけでなく、抗
体結合のアフィニテイーが有意に高く、
ADCC 誘導効果が通常の抗体より 100 倍強い
とされているポテリジエント抗体の誘導が in 

vivo 抗腫瘍効果発現の一因となっている可能
性があると考えられる。さらに、このポテリ
ジエント抗体を産生するリンパ球を同定し
ハイブリドーマ化することにより膵癌を標
的としたポテリジエント抗体を自由に産生
することが可能で、より効率的に抗腫瘍効果
を発揮する抗体医薬を、より多くの種類創薬
することができると期待している。 

【結語】 

α-gal MUC1 ワクチンは強い免疫誘導と
生存期間延長を引き出し、さらにコアフコー
スが抑制されたポテリジエント抗体誘導も
惹起でき新しい抗体医薬創薬に発展する可
能性が示唆された。今後、本研究を積極的に
進展させ癌治療の新しいブレイクスルーと
なるよう努力したい。 
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