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研究成果の概要（和文）：予後不良の呼吸器悪性腫瘍に対する新たな治療法としての免疫療法の開発には、実際に癌患
者に生じている自家がん特異的免疫応答を解析していくことが重要と考えられる。本研究では、肺癌患者の自家リンパ
球を用いたautologousの実験系により、新たに複数のCTLを得た。そのうち大細胞癌患者から樹立したCTL cloneは、自
家がん細胞株、腺癌株、扁平上皮癌株をHLA-A24拘束性に認識した。cDNA発現クローニング法によりCTLの認識する抗原
をコードするcDNAを単離した。このように実際に癌患者生体内で生じた癌特異的免疫応答の解析は、今後の新たな診断
や治療を開発する上で有用な情報となり得ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In order to developing immunotherapy as new modalities against thoracic malignanci
es with poor prognosis, it is important to analyze autologous tumor-specific immune responses. In this stu
dy, we induced several CTLs from patients with lung cancer, which are HLA-A2 or HLA-A24-restricted. Among 
them, CTL Clone 1 recognized the autologous large cell carcinoma cell line as well as allogenic lung cance
r cell lines including adenocarcinoma and squamous cell carcinoma of the lung in an HLA-A24-restricted man
ner. cDNA clone coding antigen recognized by the CTL was isolated by cDNA expression cloning using cDNA li
brary made from autologous tumor cells. These approaches will help us to develop new modalities for diagno
sis and therapy for thoracic malignancies. 
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１．研究開始当初の背景 
 肺癌は、診断時には進行期であること
が多く、手術適応となるのは半数以下で
ある。進行期の症例に対しては放射線療
法、抗癌剤療法などの標準治療でも治療
効果は満足いくものではなく、わずかに
生存期間を延長できているにすぎない。
悪性胸膜中皮腫も予後不良な悪性腫瘍で、
アスベスト暴露からのその潜伏期間から
今後ますます増加すると予測されている。
外科切除・化学療法等の集学的治療をも
ってしても、2 年生存率は約 30％、5 年
生存率は 5％未満に過ぎない。 
 1991 年、Boon らによって悪性黒色腫
より癌抗原 MAGE が同定され、癌抗原を
標的とした細胞障害性 T 細胞(CTL)を用
いた癌特異的免疫療法の研究が進歩した。
しかしながら、ヒト固形癌における宿主
免疫応答やその癌特異的免疫反応に関わ
る分子レベルでの解析は難しく、その主
な 理 由 は ヒ ト 検 体 の 研 究 材 料 の
availability の困難さによる。すなわち、
ヒトの腫瘍特異的免疫反応の研究では、
個々の癌患者で起きている自家がん特異
的免疫反応を検出するための autologous
の実験系の確立が必要である。そのため
われわれは、癌細胞株樹立と同一症例の
リンパ球を用いて自己腫瘍-自己リンパ球
の 実 験 シ ス テ ム を 構 築 し こ れ ら
autologous の実験系を用いて、CTL を
clone 化し、自己肺癌細胞株から作成した
cDNA library cDNA 発現クローニング法
によりCTLの認識する腫瘍抗原を同定す
るシステムを構築し、現在までに 2 つの
変異抗原と、1 つの癌精巣抗原および 4
つの過剰発現抗原を同定してきた。本研
究では、自己リンパ球-自己腫瘍細胞シス
テムを用いた研究を行うことで、マウス
モデルではない実際のヒト固形癌に起き
ている腫瘍特異的免疫応答を利用した新
規の腫瘍抗原を同定解析することにより、
呼吸器悪性腫瘍に対する新たな診断、治
療の標的となる分子の開発につながると
考えられる。 
 

２．研究の目的 
 呼吸器悪性腫瘍の中で、肺癌、悪性胸
膜中皮腫は、難治性の癌腫として知られ
ている。特に肺癌では、診断時には進行
期であることが多く、手術適応となるの
は、半数以下である。これらの治療抵抗
性の呼吸器悪性腫瘍に対する新たな治療
法の開発を目指し、これまでに癌の生物
学特性を解析することにより、分子標的
治療、免疫学的治療の基礎研究、臨床研
究を行なってきた。本研究では、肺癌、
悪性胸膜中皮腫の生物学的特性の解析と
して、自家がん特異的免疫応答を利用し
た新規腫瘍抗原の同定・解析を行うこと
により新たな診断、治療の標的となる分

子の探索を行う。本研究では、特に自家
がん特異的免疫応答を利用した解析を行
うため、実際に癌患者生体内で生じた免
疫源を検索・同定することができるとと
も癌患者で生じている本来の生体防御機
能の解明にもつながると考えられる。さ
らに、腫瘍特異的免疫反応の target の同
定により、今後の新たな診断や治療を開
発する上での有用な情報となり得ること
が予想される。 
 
３．研究の方法 
1)呼吸器悪性腫瘍患者における自家がん
特異的 CTL クローンの樹立および解析 
 当科で樹立した呼吸器悪性腫瘍細胞株
と手術時に採取・凍結しておいた自己リ
ンパ球を共培養することにより、CTL ラ
インを誘導し、これから限界希釈法を用
いて腫瘍特異的 CTL クローンを樹立す
る。現在 CTL line が得られている症例
で CTL のクローニングを行いクローン
樹立後は、その細胞表面分子の分析や抗
腫瘍活性の確認、および T 細胞受容体(T 
cell receptor:TCR)のシークエンス解析
も行う。 
 
2)自家がん特異的 CTL clone の認識する
腫瘍抗原の同定および機能解析  
 CTL が誘導できた自己腫瘍から作成
した cDNA library を用いて、cDNA 発
現クローニング法によりCTL cloneのサ
イトカイン産生（TNF or IFN-）で新規
腫瘍抗原のスクリーニングを行い、抗原
遺伝子をコードする cDNA clone を単離
する。さらに cDNA のコードするアミノ
酸配列からペプチドを合成し、CTL クロ
ーンが認識する抗原エピトープを検索す
る。 
 
3)既知腫瘍抗原の自家がん特異的免疫応
答を利用した新規抗原ペプチドの同定 
 われわれが同定した癌精巣抗原
KK-LC1 は HLA-B15 拘 束 性 で 、
HLA-B15 は日本人の頻度としては約
10% 程度であるため、頻度の高い
HLA-A2, A24 拘束性の新規ペプチドの
同定を行う。しかしながら癌精巣抗原の
CTL 前駆細胞は、末梢血中に非常に少な
いため、KK-LC1 を同定した腺癌患者の
凍結保存しておいたリンパ節リンパ球を
responder として、かつ同患者の末梢血
リンパ球から誘導した樹状細胞を自己の
抗原提示細胞として用いて binding 
score の 高い HLA-A2 ペ プ チ ド と
HLA-A24 を reverse immunology 法で
CTL を誘導し、新規エピトープを探索す
る。 

 
 
 



４．研究成果 
 呼吸器悪性腫瘍患者における自家がん特
異的 CTL クローンの樹立および解析 
 新たな肺大細胞癌の自己リンパ球-自己
腫瘍細胞システムを用いて、リンパ球-腫
瘍細胞混合培養を繰り返し、自家がん特異
的細胞障害性 T 細胞の line を誘導した。
この bulk CTL から限界希釈法で 5 個の
CTL clone を得た。増殖の良い Clone 1 を
用いて、抗腫瘍活性を検討したところ、自
己肺癌細胞に特異的に細胞障害性を示し、
また他家の肺腺癌、肺扁平上皮癌を認識し、
これらの活性はいずれも抗HLA-A24抗体
で阻害された。Clone 2-4 も同様に自己肺
癌特異的細胞障害性を示した。Clone 1 の
TCR , を解析し、単一の T 細胞クロー
ンであることを確認した。 

 
自家がん特異的 CTL clone の認識する腫
瘍抗原の同定および機能解析 
①HLA class I 欠失肺癌細胞株 C831L に
β2-microglobulin gene を移入して作成した
HLA-class I発現陽性C831L-wβ2m株を用い
て、新たに HLA-A2 拘束性 bulk CTL を誘
導した。限界希釈法で得られた HLA-A2 拘
束性 CTL clone および C831L から作成し
た cDNA library を 用 い て cDNA 
expression cloning を継続している。 
 
②Clone 1 を用いて自己腫瘍細胞株から作
成した cDNA library を用いて cDNA 発現
クローニングを行ったところ、陽性反応を
示す cDNA clone を単離し、1600bp であっ
た。 
CTL clone は本 cDNA clone と HLA-A24 
cDNA を transfection したときに、CTL 
clone の反応が得られた。cDNA clone のア
ミノ酸配列から、HLA-A2402 拘束性
binding motif を有する 9-mer ペプチドを
score の高いものから 5 種類合成し、CTL
との反応性を検討した。Peptide1 に反応性
の上昇を認めたが、反応が弱いため、腫瘍
細胞との反応と同程度の反応を示す
peptide は現時点では認められないため、
minigene からのアミノ酸配列絞り込みを
進めている。 
 

既知腫瘍抗原の自家がん特異的免疫応答を
利用した新規抗原ペプチドの同定 
 肺腺癌からわれわれが同定した癌精巣抗
原である、KK-LC1 の新規エピトープの探
索のために、日本人に頻度の高い HLA-A2, 
A24に binding scoreの高い 4種のHLA-A2
ペプチドと 2 種の HLA-A24 ペプチドを合
成し、同患者の自己の凍結保存していた末
梢血単核球から誘導した樹状細胞に pulse
し、凍結保存しておいたリンパ節リンパ球
を responder として、共培養を繰り返した
ところ HLA-A2 拘束性の bulk CTL が誘導
された。この bulk CTL は HLA-A2 ペプチ

ド 1 に反応しサイトカイン産生を示した。 
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