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研究成果の概要（和文）：日本人で頻度が高い複数のHLAクラスII分子に結合してヘルパー(Th)細胞に提示される、が
ん抗原LY6KとIMP3由来のlong peptide (LP)を複数同定した。がん細胞を傷害する細胞傷害性T細胞(CTL)を誘導可能なs
hort peptide (SP)を内包するLPによる刺激により、SP単独刺激よりもCTLの誘導効率が高いLPが存在し、抗腫瘍免疫応
答誘導へのLPの有用性を示した。ヒトiPS細胞から増殖性ミエロイド系細胞を経て、T細胞への抗原提示機能を有する樹
状細胞（iPS-ML-DC）を大量に誘導できた。さらにアロ反応性CTLから逃避できるTAP欠損iPS-ML-DCを樹立した。

研究成果の概要（英文）： Two tumor-associated antigens, LY6K- and IMP3-derived long peptides (LP) that 
can be presented to CD4+ type 1 T helper (Th1) cells through multiple HLA class II molecules frequently 
observed in the Japanese population were identified. Using HLA-A2/A24-transgenic mice, vaccination of 
those LPs including short peptides (SP) that can activate tumor-reactive cytotoxic T lymphocytes (CTL) 
more efficiently induced CTLs than SP-vaccination did, suggesting the effectiveness of LPs for the 
improvement of anti-tumor immunotherapy.
 Aiming the sufficient supply of antigen presenting cells, a protocol to produce large amount of 
dendritic cells (DC) from proliferative myeloid-lineage cells (ML) derived from human iPS cells was 
established. Furthermore, using the TAP-deficient ML, iPS-ML-DC that can escape from the recognition by 
the alloreactive CTLs was established. These iPS-ML-DC could efficiently present antigenic peptides to 
both CTLs and Th cells.

研究分野：腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞傷害性Ｔ細胞(CTL)を活性化する、腫
瘍関連抗原（TAA；tumor-associated antigen）
を用いた免疫療法については、他に治療法が
ない進行がん患者を対象としていることも
あり、一部の患者では奏功が認められるもの
の、未だに標準的な治療法として確立された
ものはない。しかし、他の研究者らにより、
肺がん患者におけるMAGE3および女性性器
がん患者における HPV を標的抗原とする、
Ｔ細胞誘導がん免疫療法の臨床研究におい
て、患者の生存期間の延長や病変の消失が観
察され (Nat Rev Cancer 8: 351, 2008, New 
Engl.J.Med. 361: 1838, 2009) TAAでＴ細胞性
腫瘍免疫を誘導する免疫療法の臨床応用が
見直されつつある。免疫療法の特徴は、患者
への副作用が少なく、初期の腫瘍縮小効果は
抗がん剤には及ばないが、数年後の生存期間
(Over all survival; OS)の改善に効果が認めら
れる特徴があることが、次第に認識されつつ
ある。 
 また、Doxorubcinおよび Oxaliplatinなどの
抗がん剤の効果の発現の一部には腫瘍免疫
が関与しており(Nat. Med. 13: 1050, 2007, Cell 
140: 798, 2010) 、免疫療法とこれらの抗がん
剤との併用により、顕著な臨床効果が認めら
れた症例の報告が相次いである。さらに、米
国 FDA は腫瘍抗原特異的Ｔ細胞を活性化す
るがん免疫療法は、免疫系がまだ健在な早期
がん患者や治癒的がん治療がなされた患者
の術後アジュバント療法に適用されるべき
であるとのガイダンスが公示され、今後の発
展が期待できるがん治療法として再び注目
されつつある。 
 現行の臨床試験では、Ｔ細胞性がん免疫応
答の誘導には安全かつ安価である、TAA由来
の CTL認識ペプチドが多用されているが、ナ
イーブ CTL から反応性が良い、TAA 特異的
メモリーCTLを誘導するには、Th1細胞が産
生する IL-2の存在が重要であることが、動物
実験により証明されている(Nature 441: 890, 
2006, J. Immunol. 181: 7445, 2008)。したがって、
がん特異抗原の CTL エピトープのみならず
Th細胞エピトープを同定して、これを同時投
与することが望ましいと想定される。さらに
CTL と Th 細胞エピトープを連結したペプチ
ドの有効性が報告されている。 
 また、Ｔ細胞を活性化する最強の抗原提示
細胞である樹状細胞が、がん免疫療法に非常
に有効であることは十分に知られているが
（Immunity 29:372, 2008）、がん患者より大量
の単球を分離して自己の樹状細胞を調整す
る治療法は、患者の負担が大きい。そこで、
iPS細胞バンクを作製し、患者 HLAの多くを
共有するアロ iPS細胞より分化誘導した樹状
細胞を、がん免疫療法に利用する試みは試し
てみる価値がある研究プロジェクトである。 
 
 
 

２．研究の目的 
 
 申請者らは、がん組織と正常組織のゲノム
ワイド cDNAマイクロアレイ解析により、多
様ながんに高発現するが、精巣などの免疫系
から隔離された臓器や胎生期臓器以外の成
人臓器には、ほとんど発現しない新規のがん
胎児性抗原とがん精巣抗原を９種類同定し
た。さらに、その多くについて、がん細胞を
傷害するHLA-A2またはA24拘束性の細胞傷
害性Ｔ細胞(CTL)を誘導するペプチドを同定
し、一部を、がん免疫療法の医師主導型臨床
研究に供している。本研究では、これらの抗
原について、1) CTLおよび Th1細胞が認識す
る HLA 拘束性抗原ペプチドを同定し、その
併用による抗腫瘍効果を前臨床試験で検討
して、臨床応用に供すると共に、2) 当該抗原
を T細胞に提示する、ヒト iPS細胞より誘導
した樹状細胞を用いた細胞免疫療法の開発
を試みることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
① がん免疫療法に理想的な TAA 由来の、
HLAクラス I拘束性 CTLエピトープの同定 
 がん組織ならびに正常組織における、ゲノ
ムワイド cDNAマイクロアレイ解析の結果を
利用して、同定された理想的な TAA である
LY6K および IMP3 について、そのアミノ酸
配列からHLA-A2あるいはA24に結合する構
造モチーフを有するペプチドを in silicoで選
出して、これらを合成する。これを HLA-A2
あるいは A24 を発現するトランスジェニッ
クマウス(Tgm)に免疫して、HLA 拘束性マウ
ス CTLを誘導可能な TAAペプチドを同定す
る。これらのペプチドのうち、当該 HLA が
陽性の健常人、および当該 TAA を高発現す
るがん患者の末梢血単核細胞を刺激するこ
とにより、がん細胞を傷害するヒト CTLを誘
導可能なペプチドを同定する。同ペプチドで
誘導したヒト CTLを、ヒトがん細胞を移植し
た免疫不全（NOD-SCID, NOG）マウスに移入
して、その in vivoにおける抗腫瘍効果を確認
する。 
 
② HLAクラスⅡ拘束性 Th1細胞エピトープ  
 の同定 
 CTLエピトープペプチドが、がん免疫療法
の臨床研究で奏功した TAA である LY6K と
IMP3 について、コンピューターアルゴリズ
ムを用いて、人類集団中で頻度が高い数種類
の HLAクラス II分子に結合するペプチドを
推定して合成する。これらを用いて健常人お
よびがん患者の末梢血単核細胞を刺激して、
Th1細胞の誘導を検討する Th1細胞エピトー
プを同定する。さらに、ヒト・リンパ球とヒ
トがん細胞を移植した免疫不全マウスを用
いた in vivo抗腫瘍免疫解析系において、TAA
特異的 CTL と Th1 細胞の併用による抗腫瘍
効果について検討する。同時に現在作製中の
当該 HLAクラス II Tgmを用いて、当該 HLA
クラ II 拘束性マウス Th1 細胞を誘導する、



TAA 由来のペプチドを迅速に同定する系を
確立する。 
 
③ TAAペプチドを用いた、がん免疫療法の 
  臨床研究の支援 
 東大医科研の中村祐輔教授が全国のがん
診療医との共同研究により、HLA-A2 あるい
は A24 分子により提示される、CTL 誘導性
TAAペプチドを用いた、がん免疫療法の臨床
研究を実施しておられる。この全国ネットワ
ークでは臨床第１相試験として、TAAペプチ
ドを不完全フロイントアジュバントと共に
進行がん患者に免疫し、その安全性とがん患
者の in vivoにおける TAAペプチドに対する
免疫応答が検討されている。さらに、臨床第
２相試験として手術等の治療により主病巣
を取り除いたがん患者に、TAAペプチドを用
いたがん免疫療法を施して、その安全性と免
疫応答誘導能を評価し、再発率や残存小病巣
への臨床効果が検証される。 
 なお、術後の標準治療が確立されていない
肝細胞癌において、すでに国立がんセンター
東病院中面博士により、Glypican 3 (GPC3)の
CTL エピトープペプチドワクチンの臨床第Ⅰ
相試験を完了し、その安全性、免疫応答誘導
能と腫瘍増殖抑制(Stable disease)効果が観察
されており、今後、第２相試験が開始されよ
うといる。同様の臨床研究は、熊本大学医学
部付属病院・消化器内科および東京女子医大
でも開始されている。他のがんについては、
標準治療の適応外患者を対象とするか、標準
治療との併用による効果について検証され
る予定であり、奏功が認められたものについ
ては、多施設における第３相臨床試験に発展
させることが計画されている。 
 これらの臨床研究に際して、我々は上記の
研究で得られる新規の TAA ペプチドワクチ
ンの情報を提供するとともに、TAAペプチド
を接種されたがん患者の、TAAペプチドに対
する免疫応答のモニタリングを担当して支
援する。 
 
④ ヒト iPS細胞より分化誘導した樹状細胞 
   を用いたがん免疫療法の開発 
 ヒト iPS 細胞から、上記の TAA および免
疫応答増強分子の遺伝子を強制発現させた
iPS-DC を樹立して、in vitro における当該
TAA 特異的ヒト T 細胞への抗原提示能、あ
るいはヒト免疫細胞を移入した免疫不全 
(NOD-SCIDあるいは NOG) マウスの in vivo
における抗原提示およびT細胞感作能力を検
証する。さらに、アロ拒絶反応を回避するた
めに、β2mまたは TAP遺伝子の欠損により内
因性の HLA の発現を阻止したうえで、人類
集団で頻度が高い HLA 遺伝子を強制発現さ
せた、iPS 細胞ライブラリーを作製して、こ
れより誘導した iPS-DC の抗腫瘍免疫応答の
誘導能について検証する。 
 
 
 
 

４．研究成果 
① 臨床研究で奏功が認められたTAAである
LY6K および IMP3 について、日本人集団中
で頻度が高い HLAクラス IIへの結合が期待
され、かつそのアミノ酸配列中に CTL エピ
トープを内包するTh1細胞エピトープをコン
ピューターアルゴリズムにより複数推定し
た。 
 これらの比較的長いペプチド（long peptide, 
LP）を用いて、健常人およびがん患者の末梢
血単核細胞を刺激することにより、LPに特異
的な Th1細胞を誘導できることを確認した。 
これらの LP は、樹状細胞による交差抗原提
示により、内包される CTLエピトープに特異
的な HLA-A2あるいは A24拘束性の CTLを
活性化できることを確認した。さらに、CTL
エピトープのみを含む short peptide（SP）と、
これを内包する LPをそれぞれ HLAクラス I 
Tgmに免疫したところ、 SP単独よりも CTL
の誘導効率が高い LP が存在し、がん免疫療
法における LPの有用性が示唆された。 
 
② 肺癌、食道癌および膀胱癌などに高頻度
で高発現する新規癌精巣抗原 LY6K および
IMP3の、日本人で頻度が高い HLAクラス II
分子に結合する LP のうち、HLA-A2 あるい
は A24 により提示され癌細胞を傷害する
CTLを誘導できる SPを内包し、かつ Th1細
胞を誘導できるものを数種類同定した。これ
らの LPの中には Th1細胞のみならず、樹状
細胞による交差抗原提示により CTL を活性
化できるものがあり、LY6Kと IMP3を含む 3
種類の癌抗原 SP免疫療法を受けた癌患者で、
免疫療法後に LY6K-LPあるいは IMP3-LP特
異的 Th細胞の有意な増加が観察された。 
 
③ ヒト iPS 細胞からミエロイド系血液細胞
を誘導し、さらにこれらに細胞増殖因子
（cMYC+BMI1等）をコードする遺伝子を導
入して、増殖性ミエロイド細胞（iPS-ML）を
作成した。これらに GM-CSF と IL-4 を添加
して培養することにより、3 T 細胞への抗原
提示機能を有する樹状細胞（iPS-ML-DC）の
誘導に成功した。これにより樹状細胞療法に
必要な十分な樹状細胞数を短時間で調製で
きる可能性が開けた。さらにアロ HLA クラ
ス I 反応性 CTL から逃避できる TAP 欠損
iPS-ML-DCについても作成に成功し、これら
に個々の患者に合わせた HLA 遺伝子を発現
させることにより、拒絶反応の起きにくい樹
状細胞を調製できることが期待できる。 
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