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研究成果の概要（和文）： 
骨肉腫抗原PBFを標的とした骨肉腫患者に対するペプチドワクチン療法第 I相臨床試験を行っ
た．HLA-A24拘束性 PBFペプチドを 5例に，HLA-A2拘束性 PBFペプチドを２例に，不完
全フロイントアジュバントと共に接種した．HLA-A24症例の２例および HLA-A2症例の１例
で，ペプチドワクチン接種後にペプチド特異的 CTL の増加が認められた．臨床効果はいずれ
も PDであった．今後さらに症例を重ねてペプチドワクチンの安全性と効果を検証し，臨床第
II相試験計画の基盤とする． 
また，我々は腫瘍における標的 HLA/ペプチド複合体の効率的な検出・定量を目指して，骨肉
腫抗原 PBFをモデルとして HLA/ペプチド複合体特異的抗体(ナチュラルエピトープ抗体)の作
製を試みた．ヒト末梢血単核球と摘出扁桃の RNA より scFv ファージディスプレイライブラ
リを作製した．次に scFvを発現するライブラリファージと抗原（HLA-A2/PBFペプチド）の
パニングを行った．パニングの後，scFvファージ 94クローンを ELISAでスクリーニングし
て HLA-A2/PBFペプチドに反応する１クローンを同定した．この scFvクローンをヒト IgG1
サブタイプ(scFv-hIgG1)に変換した．scFv-hIgG1 はペプチドをパルスした T2 細胞を FACS
解析で認識し，また表面プラスモン共鳴解析で 10e-9Mオーダーの強い親和性を示した．この
ナチュラルエピトープ抗体は，腫瘍細胞表面の HLAp を検出する上で今後有用と考えられた．
またこれらの知見はナチュラルエピトープ抗体を発現する人工 CTL の開発につながると考え
られる． 
 
研究成果の概要（英文）：We performed phase I clinical peptide vaccination trial for patient 
with osteosarcoma. We used HLA-A24 or HLA-A2-restricted PBF-derived peptides as the 
vaccines with incomplete Freund' adjuvant. The peptide-specific CTL responses were 
observed in two HLA-A24+ and one HLA-A2+ patients. After the confirmation of safety and 
immunogenicity of the peptide vaccines, we will plan phase II trial as adjuvant therapy 
after operative resection combined with post-operative chemotherapy.    
In addition, we generated artificial antibody against HLA/peptide complex recognized 
by CTL (natural epitope antibody). scFv phage display library was constructed from 
RNA derived from human naïve PBMC and tonsiles, followed by biopanning using 
HLA-A2/PBF peptide complex. After panning, one scFv clone was obtained and 
converted into hIgG1 subtype (scFv-hIgG1). The scFv-hIgG1 recognized peptide-pulsed 
T2 cells by FACS and showed high affinity by SPR analysis. This natural epitope 
antibody might be useful for the detection of HLA/peptide complex on tumor cells and 
for the development of genetically engineered CTLs expressing natural epitope 
antibody for adoptive cell therapy.  
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１．研究開始当初の背景 
 骨肉腫に代表される骨軟部悪性腫瘍は予
後不良であり，新しい治療法が強く求められ
ている．我々は骨肉腫抗原を標的としたペプ
チド癌ワクチンを目指した研究を行ってき
た．まず骨肉腫細胞株と自家 CTLクローンを
樹立し，cDNA ライブラリ発現クローニング
法により世界で初めての骨肉腫抗原 PBF を
同定した(Tsukahara et al. Cancer Res 2004)．
PBFは Zn finger domainを持つ転写調節因子
であり，結合蛋白 Scythe/BAT3と共に骨肉腫
細胞のアポトーシスを制御している
(Tsukahara et al. Cancer Sci 2009)．PBF mRNA
の発現は骨軟部肉腫の 80%で見られ，上皮系
癌でも 70%に発現が見られた．また骨軟部肉
腫パラフィン包埋切片における PBF の発現
を免疫染色で解析したところ，PBF蛋白は約
80%で発現が見られた．また PBF陽性の骨肉
腫患者の予後は，PBF陰性患者に比べて有意
に不良であった(Tsukahara et al. Cancer Sci 
2008)．以上より，PBFは予後不良骨肉腫患者
における治療標的分子となり得ると考えた．
そこで我々は HLA-A24 及び HLA-A2 拘束性
PBFペプチドの一次構造を設計し，これらの
ペプチド(PBF A24.2，PBF A2.2)に対する骨肉
腫患者の免疫応答を詳細に解析した．その結
果，患者末梢血における PBF A24.2 および
PBF A2.2ペプチド特異的細胞傷害性Tリンパ
球(CTL)の存在頻度はそれぞれ平均 3x10-6，
2x10-6であった．これは代表的なメラノーマ
抗原 MAGE3.A1 特異的 CTL の存在頻度 
(10-7 以下)と比べて同等の結果であった．そ
して HLA-A24/PBF A24.2及び HLA-A2/PBF 
A2.2 ペプチドテトラマー特異的 CTL クロー
ンを作製してその機能を解析した(Tsukahara 
et al. Cancer Sci 2008, J Transl Med 2009). 
 
２．研究の目的 
（１）骨肉腫抗原 PBFを標的とした癌ワクチ
ン療法による骨軟部肉腫の増殖制御 

 上記の研究背景をふまえて，本研究では骨
肉腫抗原 PBF を標的とした癌ワクチンによ
る骨肉腫患者の免疫応答を解析し，腫瘍増殖
の制御を目指す．本学附属病院倫理委員会の
承認のもと，HLA-A2拘束性または HLA-A24
拘束性 PBF ペプチドを用いた骨肉腫患者に
おける癌ワクチン療法の第１相臨床試験を
開 始 し た (Clinical trial registration: 
UMIN000001632, UMIN000001633).エンドポ
イントは安全性の確認であるが，同時に次の
プロトコール作製のために患者末梢血にお
けるワクチン特異的 CTL の存在頻度と機能
を明らかにする． 
 
（2）ファージディスプレイ抗体ライブラリ
を用いた T細胞受容体類似抗体の開発 
 一方，癌ワクチン療法において腫瘍の免疫
逃避が問題となる．我々はこれまでに骨肉腫
パラフィン包埋切片における HLA class I 分
子の発現を解析し，非ワクチン患者において
HLA class I分子の発現が低下していると予後
が有意に不良であることを見いだしており
(Tsukahara et al. Cancer Sci 2006)，宿主免疫に
対する骨肉腫の抗原提示能の重要性が示唆
されている．しかし癌ワクチン標的分子であ
る HLA class I分子と PBFペプチドの複合体
そのものの発現を特異的に評価すことは
HLA classI 抗体では不可能である．そこで
我々は現在開発しているヒト由来 Variable 
fragment single chain(scFv)ファージディスプ
レイ抗体ライブラリによる抗 HLA class I・
PBF抗原ペプチド複合体特異的抗体の樹立を
試みる．そして腫瘍における HLA/PBF ペプ
チド複合体の発現解析をして，癌ワクチン療
法における腫瘍の免疫逃避機構を解明する．
また本抗体はエピトープが本来は細胞傷害
性Tリンパ球(CTL)のT細胞受容体(TCR)の認
識部位が酷似する T 細胞受容体類似抗体
(TCR-like antibody)とみなすことができる．そ
のため TCR-like antibodyを種々の毒素と組み



 

 

合わせて新規の抗体療法開発に，また抗体を
末梢血単核球に遺伝子導入することで新規
のエフェクター細胞の開発につなげていく． 
 
３．研究の方法 
（1）骨肉腫抗原 PBFを標的とした癌ワクチ
ン療法による骨軟部肉腫の増殖制御 
 
 骨肉腫抗原 PBFを標的とした HLA-A24お
よびHLA-A2拘束性ペプチド癌ワクチン療法
の臨床試験を実施し，安全性と臨床的・免疫
学的効果を検討する．アジュバントには不完
全フロイントアジュバント(IFA)およびイン
ターフェロン αを用いる．本学倫理委員会の
承認を受け，試験を開始した．臨床評価は
RECIST基準によって判定する．免疫学的効
果は，in vitro抗原刺激(Mixed 
Lymphocyte-Peptide Culture; MLPC)を併用し
たテトラマー染色と ELISPOTを用いる．
HLA-A24 9例，HLA-A2 12例の患者エントリ
ーを目指す． 
 
（2）ファージディスプレイライブラリを用
いた T細胞受容体類似抗体(TCR-like 
antibody)の開発 
 
(i)ナイーブドナー由来大規模 scFvファージ
ディスプレイライブラリの構築 
 汎用性を高めるために，ヒトナイーブドナ
ー由来のライブラリを構築する．このライブ
ラリはあらゆる抗原蛋白複合体に対応可能
で，マウス由来モノクローナル抗体を作製す
る際に必要な免疫を要しない点が特徴であ
る．健常者 31人の末梢血単核球を収集し，
total RNAを抽出する．これらより oilgo dTカ
ラムを用いて mRNAを精製し，IgM特異的オ
リゴプライマーを用いて抗体由来の
1st-strand cDNAを合成する．可変領域重鎖
(Variable region of heavy chain;VH)および可変
領域軽鎖(Variable region of light chain; VL)特
異的プライマーセット（合計５４種）を用い
た PCRにより VH, VL領域を増幅する．これ
らの PCR断片を全て独立した gel extraction
を行って精製する．精製した PCR産物の 1/10
をテンプレートとして Secondary PCRにより
制限酵素認識部位を導入する．制限酵素処理
をしたのちに，これらを我々が pMod1(Pansri 
et al. BMC Biotechnol 2009)より改変した
phagemid vectorに VL, VHの順にクローニン
グする．VHと VLのクローニングサイトの
間には Likner peptide（Gly4Ser）3をあらかじ
め挿入する．VH, VLグループの組み合わせ
を変えて合計１４個の sublibraryを構築して
大腸菌に形質転換し，Sublibraryあたり 1x107
クローンを含有する合計 1x108規模のナイー
ブドナー由来の scFvファージディスプレイ
ライブラリを構築する．なお，これらの方法

はMcCaffertyらの報告を適宜改変したもので
ある(Schofield et al. BMC Genome Biology, 
2007). 
 構築したライブラリにヘルパーファージ
と共感染することでファージ G3蛋白に抗体
断片 scFvを提示するファージ抗体を得るこ
とができる． 
得られた抗 HLA/ペプチド複合体 scFvの特異
性を ELISA，FACS，表面プラスモン共鳴で
解析する．  
 
４．研究成果 
（1）骨肉腫抗原 PBF(papillomavirus binding 
factor)を標的としたHLA-A24およびHLA-A2
陽性骨肉腫患者に対するペプチドワクチン
第１相臨床試験を行った．HLA-A24陽性患者
5 例 (ペプチド 1mg+IFA 3 例，ペプチド
10mg+IFA ２例)HLA-A2陽性患者 2例（ペプ
チド 1mg+IFA）にワクチン接種を行った．転
帰はいずれも PD であったが，HLA-A2 陽性
の１例はワクチン接種により末梢血におけ
るペプチド特異的 CTLの増加が ELISPOTで
認められた．この症例はペプチドワクチンの
接種を継続しており，現在 10 か月を経過し
て生存中である．ペプチドワクチン６回接種
後に切除した皮膚転移巣には CD8 陽性 T 細
胞の浸潤が認められた．また腫瘍組織は標的
抗原 PBF強陽性，HLA class I分子強陽性を示
した． 
 
（２）ファージディスプレイ scFv人工抗体ラ
イブラリを構築し，CTLの標的となる骨肉腫
抗原 PBFペプチドと HLA class I分子の複合
体を特異的に認識するナチュラルエピトー
プ抗体を樹立した．次に，scFv クローン#1
を 2価のヒト型 IgG1に変換した#1scFv-hIgG1
を得た．#1scFv-hIgG1 抗体は細胞表面上の
HLA-A2に提示されるPBF A2.2ペプチドを特
異的に認識し，FACS で検出可能であった．
また#1scFv-hIgG1をテトラマー化することで
FACS 解析における特異的シグナルを増強さ
せることができた．#1scFv-hIgG1の結合親和
性を表面プラスモン共鳴解析で検討した．抗
体の親和性を示す KD 値は 10e-9M レベルで
あった．同様の特異性を持つ T細胞受容体レ
コンビナント蛋白で一般に 10e-5M レベルと
報告されており，本抗体の抗原親和性は極め
て高い事がわかった．この人工抗体により，
骨肉腫の細胞表面上に提示されるペプチド
と HLA class I (A2アレル)の複合体を直接検
出できる可能性がある．また scFv より
chimeric antigenic receptor遺伝子を構築し，現
在リンパ球へ導入している．これらの研究成
果が新しいエフェクター細胞の開発につな
がる可能性がある． 
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