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研究成果の概要（和文）：背景：小細胞肺癌が早期から血行性リンパ行性転移を来すメカニズムとして、比較的多数の
癌幹細胞を有していることが考えられている。本研究では、マウスメラノーマ癌幹細胞をプロテオーム解析することで
同定した癌幹細胞特異的蛋白質であるDDX3Xに着目した。
結果：小細胞肺癌細胞株は多数の癌幹細胞マーカー陽性癌細胞を含んでおり、DDX3Xの発現も高度であった。遠隔転移
を有していない限局型患者12名中5名の血液には、DDX3Xを認識するCD4T細胞が含まれていたが、遠隔転移を有する患者
、健常者では全く認められなかった。
DDX3X反応性T細胞はマウス腫瘍モデルにおいて腫瘍退縮効果を示した。

研究成果の概要（英文）：[Background] Small cell lung cancer (SCLC) possesses high tendency to disseminate.
 However, SCLC patients with paraneoplastic syndrome mediated by immunity against onconeural antigens rema
in in limited-stage disease (LD) without distant metastases. We previously reported that DEAD/H (Asp-Glu-A
la-Asp/His) box polypeptide 3, X-linked (DDX3X) is an immunogenic protein preferentially expressed in CD13
3+ murine melanoma cells exhibiting biological CSC features. [Results] Five of 15 LD-SCLC patients possess
ed DDX3X-responsive effector T cells. CD4+ effector T cells obtained from peripheral blood of 5 LD-SCLC se
creted significantly more IFNgamma upon DDX3X antigen stimulation in the presence of CD11c+ autologous den
dritic cells. effector T cells from one LD-SCLC patient responded to DDX3X. In contrast, effector T cells 
obtained from ED-SCLC patients or healthy volunteers never responded to DDX3X. DDX3X-primed CD4+ T cells m
ediated potent antitumor therapeutic efficacy in murine models.
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１．研究開始当初の背景 
 “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、エフ
ェクターCD4+ T細胞と Treg間にシーソー
型のバランスが見られることを明らかとし
た。即ち、遠隔転移を持つ進展型(ED)では
Treg 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 細胞が増加しており
Treg は健常者と比較しても増加がなかっ
た。以上より、小細胞肺癌患者におけるエ
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
も寄与していることが示唆された。また、
この研究の中で、IL-17を産生する Th17型
CD4+ T 細胞が LD 患者に多く存在するこ
とを明らかとした(Koyama, K., Kagamu, 
H., et al., Clinical Cancer Res., 2008)。さら
に、“小細胞肺癌に対する Th17細胞誘導を
介した新規抗腫瘍免疫療法の開発”研究（基
盤研究C課題番号20590915）においてTh17
細胞を誘導する環境、抗原について解析を
進めた。この結果、CD133+癌幹細胞を接種
すると、親株癌細胞を接種した場合にみら
れる Treg の誘導がほとんど見られず Th1, 
Th17型エフェクターCD4+ T細胞が誘導さ
れることを見出した。この CSCに存在する
高免疫原性抗原を解析するため、大量培養
可能なB16メラノーマ癌幹細胞を用いてプ
ロテオーム解析を行った。この結果、
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box 
polypeptide 3, X-linked (DDX3X)が癌幹細胞
特異的であることを見出した。 
２．研究の目的 
我々は癌幹細胞(CSC)を標的とする抗腫瘍
免疫療法が極めて有効であることを見出し
た。また、DDX3XがCSC特異的蛋白質であ
ることを明らかとした。CSCを標的とする治
療は世界で研究されているが、蛋白質レベル
の抗原を明らかにした上で in vivo の抗腫瘍
効果を示したのは初めてである。さらに、
我々は小細胞肺癌に①CD133 陽性癌細胞が
存在すること、②この細胞がDDX3Xを発現
していること、が確認されている。本研究で
は、小細胞肺癌根治を目指すDDX3X標的抗
腫瘍免疫療法の確立を目指す。これは、各種
癌が共有する癌幹細胞特異的蛋白質を標的
とし癌腫を超えて根治を得る画期的治療法
の開発に結びつくものである。 
３．研究の方法 

1. DDX3X の発現が小細胞肺癌患者の予後
と相関し、がん治療選択に寄与するバイ
オマーカーとなりうることを明らかにす
る。 
1) 小細胞肺癌、非小細胞肺癌の手術検体
及び気管支鏡生検検体を用いて、

CD133, CD44, CD24, DDX3Xの発現を
解析する。DDX3X についてはポジテ
ィブコントロールで陽性となる免疫
組織化学染色に適した抗体をすでに
確認している。 

2) 小細胞肺癌患者末梢血に誘導されたエ
フェクターT細胞と制御性T細胞の解
析 
すでに限局型小細胞肺癌患者末梢血
には腫瘍抗原を認識するエフェクタ
ーCD4+ T 細胞が存在していること
を明らかとしている。この T細胞が
DDX3X するか、DDX3X 特異的 T
細胞の存在と予後が相関するかにつ
いて検討を行う。 
① 小細胞肺癌末梢血からファイコー
ルを用いて単核球分画を分離し、
CD4, CD8, CD62L, CD25, FoxP3発
現をフローサイトメトリーにより
解析する。これによりエフェクター
T細胞・制御性 T細胞比率を解析す
る。 
② DDX3X 抗原刺激によるサイトカ
イン産生解析：DDX3Xをパルスし
た樹状細胞とCD62Llow CD4+T細胞、
CD62Llow CD8+T 細胞をそれぞれ共
培養し分泌された IFN, IL-17, IL-4
を ELISAにより解析する。T細胞分
画 の 純 化 に は dynabeadsTM, 
microbeadsTM (autoMACSTM)を用い
る。 
化学療法後のDDX3X反応性T細胞
推移を経時的に検討する。末梢血中
CD62Llow CD4+T細胞に関して、Th1, 
Th2, Th17比率を解析する試みとし
て T-bet, GATA-3, RORt 発現を
realtime PCR, cytosolic FACSにより
解析する。 

2. DDX3X knock downによる解析： 
① 細胞： B16 メラノーマ幹細胞、

HCT116（ヒト大腸癌）、87.5（ヒト
小細胞肺癌）、MCF7（ヒト乳癌）細
胞；これらの細胞はDDX3Xを発現
していることをすでに確認してい
る。 
② DDX3X knock down：shRNAの手
法を用いてDDX3X knock downを
行う。B16 メラノーマ幹細胞に対し
て 5種類の shRNA配列についてレ
ンチウイルスベクターを用いた遺
伝子導入をすでに終了し、ウエスタ
ンブロッティングにより２種類の
shRNA 配列により DDX3X 発現低
下したクローンを得ている。ヒト癌
細胞への shRNA導入を順次施行し
ていく。 
③ 癌幹細胞形質の評価； 

DDX3X 発現量の比較的少ない肺腺
癌細胞株を用いて、DDX3X 強制発
現腫瘍を確立し、癌幹細胞形質との
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