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研究成果の概要（和文）：現在、細胞癌化の原因である変異遺伝子を標的とした個別化治療の開発が期待されている。
特に、変異遺伝子は免疫系から“非自己”として認識されるため、免疫治療における格好の標的分子と思われる。本研
究では、肺癌に高頻度に認められる上皮成長因子受容体（EGFR）のゲフィチニブ耐性変異（T790M）由来の抗原エピト
ープを２種、大腸癌に高頻度に認められる変異型KRAS（G12V）由来の抗原エピトープを１種同定した。本研究成果は、
これらの変異遺伝子を有する難治性癌患者に対する新規免疫療法を提供するとともに、“変異遺伝子を標的とした個別
化免疫治療”の発展に寄与するものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Personalized cancer treatments targeting oncogenic mutated genes are currently dev
eloping. Since mutated genes are recognized as foreign by the host immune system, they might be an appropr
iate target for cancer immunotherapy. In the current study, we have identified two antigen epitopes derive
d from the epidermal growth factor receptor (EGFR) T790M mutation, which is known to cause resistance to g
efitinib in non-small cell lung cancer, and one antigen epitope derived from the KRAS (G12V) mutation, whi
ch is frequently detected in colorectal cancer. Our results could provide a novel immunotherapeutic approa
ch for treatment against refractory advanced cancer patients with these mutations, and might lead to devel
opment of "personalized immunotherapy targeting mutated genes".
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１．研究開始当初の背景 
癌免疫療法は外科療法、化学療法、放射線
療法に次ぐ、新世代癌治療法として注目を浴
びてきた。現在まで国内外の多くの研究グル
ープにより、癌抗原に対する特異的免疫の誘
導を目指す癌ワクチンの臨床試験が試みら
れてきたが、その治療効果は癌種や患者によ
って限定的で、治療抵抗性獲得の問題もあり、
残念ながら第４の癌治療法として公認され
るには至っていない（Sasada T, et al, Eur 
J Cancer, 2010）。研究代表者はハーバード
大学 Dana-Farber Cancer Institute, Cancer 
Vaccine Centerにおいて免疫モニタリング部
門の責任者として、多数の癌ワクチン臨床試
験に携わってきた（Zhang W, Sasada T, et al, 
Clin Cancer Res, 2010; Ho V, Sasada T, et 
al, Proc Natl Acad Sci U S A, 2009）が、
十分な臨床効果を得られなかった。特に、突
然変異のない自己抗原を標的とした癌ワク
チン療法では、ワクチン抗原に対する低い免
疫反応（負の選択による high avidity な T
細胞レパトアの欠落が原因と思われる）、癌
細胞でのワクチン抗原喪失による免疫監視
機構からの逃避、などの問題がしばしば観察
された。この経験から、（１）免疫系からは
“非自己”として認識されるために強力な特
異的 T 細胞反応を誘導する、（２）癌細胞で
のワクチン抗原喪失による免疫監視機構か
らの逃避が起こりにくい、などの特性を期待
できる、癌悪性化に関与する突然変異遺伝子
を標的とした免疫療法に着目した。 
最近の分子生物学の急速な発展に伴い、腫
瘍発生の原因となる遺伝子変化も各個人の
レベルで比較的容易に解析することが可能
となった。それに伴い突然変異遺伝子の機能
を制御する分子標的治療薬を用いた個別化
治療が臨床医学分野では一般化されつつあ
るが、突然変異遺伝子を標的とした免疫療法
に関しては十分に検討されてきたとは言い
難い。今後、“Proof of Concept”として“突
然変異遺伝子を標的とした免疫療法”の有用
性を示唆する情報の蓄積が望まれる。 
 
２．研究の目的 
手術、抗癌剤、放射線療法をはじめとする
集学的治療法の進歩により、進行癌患者の予
後も徐々に改善しているが、さらなる予後改
善のためにはこれらの標準治療抵抗性腫瘍
に対する新たな治療手段の開発が望まれて
いる。たとえば、EGFR 遺伝子にゲフィチニブ
耐性変異（T790M)を持つ肺癌患者や抗 EGFR
抗体（セツキシマブ、パニツムマブ）治療の
適応がない変異型 KRAS を有する大腸癌患者
は治療に難渋することも多く、免疫療法の良
い適応となるものと思われる。 
本研究では、難治性進行肺癌、大腸癌患者
に対して新規免疫治療法が提供できるよう
に、変異型 EGFR、変異型 KRAS 由来で、HLA-A2
（日本人の 30%に陽性）、HLA-A24（日本人の
60%に陽性）、HLA-A11（日本人の 18%に陽性）

に拘束性のCTL抗原エピトープの同定を試み
た。 
 
３．研究の方法 
変異型 EGFR、変異型 KRAS 由来で、HLA-A2、
HLA-A24、HLA-A11 に拘束性の CTL 抗原エピト
ープを以下の手順で同定した。 
(1) EGFR のゲフィチニブ耐性変異（T790M)、
KRASの Codon12およびCodon13の 7種の突然
変異（G12V、G12R、G12D、G12C、G12A、G12S、
G13D)のアミノ酸配列からモチーフ検索プロ
グラムを用いて、変異配列を含み、かつ、日
本人に多い HLA-A2、HLA-A24、HLA-A11 に結
合すると予測されるペプチド（9mer, 10mer）
を選択した。  
(2) 合成ペプチドの各HLA分子への結合能を
HLA-A2、HLA-A24、HLA-A11 を強制発現した細
胞株を用いて確認した。 
(3) HLA-A2、HLA-A24、HLA-A11 陽性の健常者
由来の末梢血Ｔ細胞を、各 HLA への結合能が
確認された合成ペプチドの存在下に培養し、
各ペプチドに特異的な CTL 株を誘導、樹立し
た。さらに、樹立した CTL 株を用いて各種癌
細胞株を標的とした機能解析（サイトカイン
産生、51Cr 遊離試験）を行い、CTL 抗原エピ
ト−プを決定した。 
(4) 癌患者における遺伝子変異の有無（末梢
血中の遊離 DNA を用いて digital PCR 法にて
検出）と同定された CTL 抗原エピト−プに対
する末梢血T細胞の特異的免疫反応との相関
を検討した。 
  
４．研究成果 
(1) EGFR T790M 由来抗原エピトープの同定 
① モチーフ検索プログラム（NetMHC 3.2, 
BIMAS）を用いて、EGFR T790M の変異配列を
含み、HLA-A2 あるいは HLA-A24 への結合が予
測されるペプチドを 9 種選択した（表１）。
なお、HLA-A11 への結合が予測されるペプチ
ドは存在しなかった。 
② HLA-A2 あるいは HLA-A24 を強制発現し
た細胞株を用いて、上記で選択した各ペプチ
ドの HLA 分子への結合能を確認したところ、
T790M-5, T790M-7, T790M-8 の 3 種のペプチ
ドが HLA-A2 に結合することが確認された。
一方、HLA-A24 への結合が予測されたペプチ
ドのHLA-A24への結合は実験的には確認でき
なかった（表 1）。 

 



③ 上記の 3 種の HLA-A2 結合ペプチド
（T790M-5, T790M-7, T790M-8）の存在下に、
HLA-A2 陽性の健常者の末梢血単核球（PBMC）
を 14 日間培養したのち、ペプチド特異的に
サイトカイン（IFNγ）を分泌するＴ細胞を
ELISpot 法により解析した。T790M-5 では 6
人中 5人（83%）に、T790M-7 では 6人中 3人
（50%）にペプチド特異的なＴ細胞株の誘導
が可能であったが、T790M-8 ではペプチド特
異的なＴ細胞株の誘導を認めなかった（図 1）。 

 
さらに、T790M-5, T790M-7 にて誘導された
ペプチド特異的なＴ細胞株を肺癌細胞株
NCI-H1975（EGFR T790M 陽性・HLA-A2 陰性）、
NCI-H1975-A2（NCI-H1975 に HLA-A2 を遺伝子
導入したもの）, HCC827（EGFR T790M 陰性・
HLA-A2 陰性）を標的細胞として共培養し、癌
細胞株に反応してサイトカイン（IFNγ）を
分泌するＴ細胞をELISpot法により解析した。
T790M-5, T790M-7にて誘導されたペプチド特
異的なＴ細胞株はNCI-H1975には反応を示さ
ないものの NCI-H1975-A2 には著しい反応を
示した。また、HCC827 には反応を示さなかっ
た（図 2）。 

 
また、T790M-5, T790M-7 ペプチドの存在下
で誘導した抗原特異的Ｔ細胞株の各種癌細
胞株に対する細胞傷害活性を 51Cr遊離法によ
り検討した。T790M-5, T790M-7 で刺激誘導し
た Ｔ 細 胞 株 は NCI-H1975 に 比 較 し
NCI-H1975-A2 に対して強い細胞傷害活性を
示した（図 3左）。さらに、PC9（EGFR T790M
陰性・HLA-A2 陽性）、HCC827（EGFR T790M 陰
性・HLA-A2 陰性）には細胞障害活性は示さな
いものの、PC9/ZD（EGFR T790M 陽性・HLA-A2
陽性）には強い細胞障害活性を示した（図 3
右）。 

 
以上の結果より、HLA-A2 結合ペプチド
T790M-5、T790M-7 は癌細胞表面に HLA-A2 分
子と結合して発現、提示される真の抗原エピ
トープであると推測された。 
④ HLA-A2 陽性の非小細胞肺癌患者 22 人の
PBMC を用いて、T790M-5, T790M-7 に対する
免疫反応とT790M変異の有無との相関を検討
した。T790M-5 あるいは T790M-7 に対して免
疫反応を示さない患者 15 人中 9人（60%）が
T790M 変異を有したが、免疫反応を示す患者
では 7 人中 1 人（14%）のみが T790M 変異を
有していた。この結果からは、これらの抗原
エピトープに対する免疫反応がT790M変異の
誘導を抑制している可能性が示唆された。 
⑤ 本研究により、EGFR 遺伝子のゲフィチニ
ブ耐性変異（T790M)由来で HLA-A2 拘束性の
新規抗原エピトープとして、２種のペプチド
（T790M-5, T790M-7）を同定した。これらの
ぺプチドを用いた免疫療法を実施すること
により、ゲフィチニブ治療後に EGFR 耐性変
異（T790M)を獲得した難治性肺癌患者に対し
て新たな治療手段を提供できるものと期待
される。また、ゲフィチニブ耐性変異（T790M)
に特異的なＴ細胞の消失により免疫監視機
構が破綻し、T790M 変異を有する癌細胞の出
現が可能となった可能性が示唆されたため、
本研究で同定した抗原エピトープを用いた
免疫療法をゲフィチニブ治療中の肺がん患
者に対して実施し免疫監視機構を維持する
ことができれば、EGFR 耐性変異（T790M)出現
を予防できる可能性も期待できる。 
 
(2) 変異型 KRAS 由来抗原エピトープの同定 
① モチーフ検索プログラム（NetMHC 3.2, 
BIMAS）を用いて、変異型 KRAS（G12V、G12R、
G12D、G12C、G12A、G12S、G13D)の変異配列
を含み、HLA-A2、HLA-A24、HLA-A11 への結合
が予測されるペプチドを選択した。 
HLA-A2、HLA-A24、HLA-A11 を強制発現した
細胞株を用いて、上記にて選択した各ペプチ
ドの HLA 分子への結合能を確認したところ、
それぞれ5種、2種、8種のペプチドがHLA-A2、
HLA-A24、HLA-A11 に結合することが確認され
た。 



② 上記にて各 HLA への結合が確認されたペ
プチドの存在下に、各 HLA 陽性の健常者の
PBMC を 14 日間培養したのち、ペプチド特異
的にサイトカイン（IFNγ）を分泌するＴ細
胞を ELISpot 法により解析した。HLA-A2 結合
ぺプチドのうち、G12V、G12A、G12C 配列を含
むぺプチドを用いると、それぞれ 9人中 3人
（33%）、9人中 2人（22%）9人中 1人（11%）
においてペプチド特異的なＴ細胞株の誘導
が可能であった。しかしながら、HLA-A24 お
よび HLA-A11結合ぺプチドではペプチド特異
的なＴ細胞株の誘導はできなかった。 
③ G12V、G12A、G12C 配列を含む HLA-A２結
合ぺプチドを用いて誘導された抗原特異的
なＴ細胞株が、それぞれの変異型（G12V、G12A、
G12C）陽性で、かつ、HLA-A2 を発現した大腸
癌細胞株に反応するかをIFNγ ELISpot法に
より解析した。G12V 配列を含むペプチドに
特異的なＴ細胞株は G12V 陽性、かつ、HLA-A2
を発現した大腸癌細胞株（SKCO1）に反応し
てサイトカイン（IFNγ）を分泌したが、G12V
陰性の大腸癌細胞株（SW837 および SNUC1）
には反応しなかった（図４）。一方、G12A 配
列あるいは G12C 配列を含む抗原エピトープ
に特異的なＴ細胞株はそれぞれの変異陽性
で、かつ、HLA-A2 を発現した大腸癌細胞株に
反応しなかった（データ未掲載）。以上の結
果から、G12V 配列を含む HLA-A2 結合ペプチ
ドは、癌細胞表面に HLA-A2 分子と結合して
発現、提示される真の抗原エピトープと考え
られたが、G12A 配列あるいは G12C 配列を含
む HLA-A2 結合ペプチドは癌細胞表面に発現、
提示されていないものと示唆された。 

 
④ 本研究により同定された G12V 配列を含
む HLA-A2 結合ペプチドをワクチン抗原とし
て用いることにより、G12V 変異を有する難治
性進行癌患者に対して新たな免疫療法を提
供できるものと期待される。 
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