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研究成果の概要（和文）：難治性卵巣がんの免疫療法として｢卵巣明細胞腺がんに対するHLA-A24および-A2結合性Glypi
can-3 (GPC3)由来ペプチドワクチン療法の臨床第Ⅱ相試験｣は９２例まで症例集積がすすんだ。本臨床試験の結果から
腹膜播種病変に対する効果が乏しく、腹膜播種の微小環境が免疫治療の効果に抑制的に作用することが予測されたため
、卵巣癌と腹膜中皮細胞の相互作用が癌免疫療法に与える効果について検討した。両細胞の共培養によってVEGF、IL-6
、IL-8の発現が亢進し、腹膜播種の癌局所においてCTLなどの免疫担当細胞の機能抑制に作用していることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We performed a phase II clinical trial of HLA-A24 and A2 restrictive Glypican-3 
(GPC3) peptide vaccine for 92 ovarian clear cell carcinoma patients as one of the immunotherapy for 
refractory ovarian carcinoma. We confirmed three partial responses in a advanced patient. However our 
resuths showed that the patients with peritoneal dissemination had slightly effectiveness of peptide 
vaccine. We investigated the interaction between ovarian clear cell carcinoma cells and peritoneal cells. 
We showed that the expressions of VEGF, IL-6 and IL-8 elevated and the functions of CD8 possitive T cells 
(CTL) were decreased. Our results showed that peritoneal dissemination of ovarian carcinoma was 
immunosuppresive environment.

研究分野：婦人科腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
婦人科癌、中でも卵巣癌患者の死亡数は年々
増加している。進行・再発卵巣癌の治療は化
学療法が中心であるが、再発症例の多くは抗
癌剤耐性であり予後は極めて不良である。こ
の現状を打破するには既存の治療法にとら
われない新規治療の開発が不可欠である。
我々は卵巣癌の再発・転移部位である腹膜播
種に着目し研究を推進してきた。 
今回の研究において進行・再発卵巣癌が主た
る対象であり、癌幹細胞を治療のターゲット
と考えている。図１に示すように癌幹細胞は
様々な抗癌剤、放射線療法や低酸素状態に抵
抗性を有し、癌再発の原因細胞である可能性
が示されているが、抵抗性に関与する詳細な
分子機構については依然解明されていない。
現在のところ癌幹細胞の治療抵抗性のメカ
ニズムとして、１つは癌幹細胞が強力な抗癌
剤排出能、DNA修復能を有していること。も
う１つは癌幹細胞が正常組織幹細胞と同様
に特別な癌周囲微小環境（ニッチ）内で休眠
状態として存在するため、増殖細胞を標的と
する従来の癌治療法は無効であるからと考
えられている。また、近年では癌幹細胞の自
己複製をもニッチが担っている可能性が示
唆されている(図２)。このように癌幹細胞を
特異的に殺傷する治療の開発には癌幹細胞
特異的因子とニッチとの相互作用に基づい
た既存の治療法にはない柔軟かつ斬新な発
想が必要である。そこで今回我々は癌免疫療
法と分子標的療法による婦人科癌幹細胞の
根治的治療法の開発を指向した。免疫療法は
癌の第4の治療法として期待されているが、
まだ標準治療としては確立されておらず、科
学的根拠に基づいたがん免疫療法の開発が
必要な現状である。しかし、既存の化学療法
や放射線療法に抵抗性である生き残った癌
幹細胞を標的とした新規治療法のひとつと
して癌免疫療法は可能性を秘めている。抗原
特異的能動免疫療法には、癌抗原由来のペプ
チド、蛋白、DNA等をアジュバントとともに
投与し、体内で抗原提示細胞を感作し、エフ
ェクター細胞である細胞傷害性Ｔ細胞（CTL）
やヘルパーＴ細胞を活性化、増殖させるワク
チン療法と、体外で患者由来の抗原提示細胞
である樹状細胞を培養し、癌抗原を感作した
後、体内へ戻す抗原感作樹状細胞療法がある。
現在までに、様々な癌拒絶抗原およびペプチ
ドが同定され、臨床試験が世界中で行われて
いる。国内では、抗原特異的能動免疫療法の
中でもペプチドワクチン療法が精力的に研
究され、様々な施設から有効例の報告が散見
される。我々も国立がんセンター東病院との
共同研究において卵巣明細胞腺がん特異抗
原Glypican-3(GPC3)のペプチドワクチン臨
床第II相試験を行っている実績があり、新規
がんワクチン療法を速やかに臨床試験に移
行できる体制が整えられている。癌幹細胞を
標的とした免疫療法の報告は未だに限定さ

れている。これらの背景を受けて、本研究で
の第一義の目的は 婦人科悪性腫瘍において
癌幹細胞の研究から特異抗原を同定し、それ
を標的とするペプチドワクチン療法を中心
とした癌免疫療法構築のための基礎的評価、
研究を行うことである。一方、癌周囲微小環
境（ニッチ）の研究に関して、これまでに白
血病細胞のニッチとして骨芽細胞、血管内皮
細胞が、脳腫瘍のニッチとして血管内皮細胞
が報告されている。我々は卵巣癌の再発、転
移部位である腹膜に着目し、腹膜中皮細胞が
卵巣癌幹細胞のニッチであるとの仮説を立
て、基礎データの集積を行っている。 
 
２．研究の目的 
具体的な研究目的は以下の三項目に焦点
を置く。 
(1)癌幹細胞をターゲットとした新規免疫療
法の構築 
(2)腹膜播種に着目した、癌幹細胞と周囲微
小環境（ニッチ）の相互作用の解明 
(3)癌幹細胞とニッチをターゲットとした複
合的癌免疫療法の開発 
上記の三項目の課題を並行して研究するこ
とにより、婦人科癌幹細胞とニッチの双方を
標的とした根治的治療法の開発を目指す。具
体的に上記(1)については様々な婦人科癌に
ついて癌幹細胞を分離・同定を行い、癌幹細
胞特異的CTLクローンの樹立を行い、cDNAラ
イブラリーを用いた発現スクリーニング法
により、CTLクローンが認識する抗原および
エピトープペプチドの同定とペプチド特異
的CTLの誘導と抗腫瘍効果を評価し、がん幹
細胞抗原由来ペプチドワクチン療法の可能
性を探求する。さらには腫瘍特異性を増すこ
とで副作用の少ない、より優れた癌幹細胞抗
原由来の癌免疫療法について探求する。以上
の研究内容は癌幹細胞と癌免疫療法に対し
て双方向性的な内容を含む。つまり、抗癌剤
や放射線療法などさまざまな治療に抵抗性
を有する癌幹細胞に対してがん免疫療法が
有用となりえるかという側面と、ターゲット
を癌幹細胞にしぼることで癌免疫療法の効
果を高めることができるかという側面を持
つ。本研究によって癌幹細胞と癌免疫療法を
結びつける根拠を証明し、さらに婦人科癌に
特徴的な腹膜播種に着目した腫瘍局所での
癌幹細胞の微小環境（ニッチ）の関係まで考
慮した新規かつ根元的な包括的癌免疫療法
を目指す。その目的から我々は(2)癌幹細胞
ニッチの同定および免疫回避機構に関する
検討を計画した。近年、癌幹細胞に対しても
生態的適所であるニッチが存在し癌の維持
および転移に重要な役割をもつことが示唆
されている。我々は卵巣癌の転移部位として
最も重要な腹膜中皮細胞に着目し、すでに以
前の研究においてCD133陽性卵巣癌細胞と腹
膜中皮細胞の共培養によってCD133発現細胞
が長期間にわたって維持され、コロニー形成
能が亢進する結果をえている。今後の研究に



おいて腹膜中皮細胞が卵巣癌幹細胞ニッチ
としての機能実験とさらに幹細胞とニッチ
における相互作用のメカニズムを検討する。
そして本研究の最終目的は(3)である。(1)に
よって癌幹細胞に対する免疫療法を確立し、
(2)によってニッチとの相互作用に対する分
子標的治療の基礎的研究成果を融合し、免疫
療法と分子標的治療を併用した複合的癌免
疫療法の臨床試験を計画している。 
 
３． 研究の方法 
 
(1)卵巣癌の幹細胞表面マーカーに関して
我々は CD133 に着目し研究を継続しており
CD133 陽性細胞が癌幹細胞の特徴を維持する
ことから癌幹細胞特異抗原としての可能性
にも着目し、CD133 由来のがん拒絶抗原ペプ
チドを同定する。それに平行して分離した癌
幹細胞を抗原提示細胞とした癌幹細胞特異
抗原の同定を行う。具体的には分離した癌幹
細胞にHLA-classI遺伝子を標的とするshort 
interfering RNA (siRNA)を遺伝子導入し、
内因性 HLA 発現をノックダウンし、siRNA の
標的遺伝子の塩基配列を変異したsiRNA抵抗
性 HLA-A24をレンチウイルスベクターにて遺
伝子導入する。この細胞を人工抗原提示細胞
として、HLA-A24 陽性ボランティア健常人の
ナイーブ CD8 陽性 T細胞を刺激して、細胞障
害性 T リンパ球（CTL）を樹立する。限界希
釈法にて CTL クローンを樹立し、ターゲット
細胞特異性をエリスポットアッセイにて検
討する。その際、線維芽細胞、脂肪細胞など
正常細胞をコントロールとしこれらの細胞
を認識しないクローンを選択する。51Cr 細胞
障害試験を行い、その他の婦人科癌細胞株に
対する細胞障害性について検討し、最良の
CTL クローンを識別する。得られた CTL クロ
ーンの cDNA ライブラリーを用いた発現スク
リーニング法によりCTLクローンが認識する
抗原の同定を行う。次いで CD133 および上記
の検討にて得られた新規抗原に対する
HLA-A24結合性ペプチドを5種類ずつ決定し、
BALB/c マウスに免疫して解析し、CTL エピト
ープを決定する。このようにして決定した抗
原ペプチドを健常人ならびにがん患者の
PBMC から誘導した樹状細胞にパルスして、
CD8 陽性細胞を刺激し抗原特異的 CTL を誘
導できるか評価する。誘導されたこれらの
CTL が癌幹細胞を傷害し、免疫不全マウスの
xenograft tumor の増殖を抑制するかどうか
などを評価する。我々は以前の研究において
癌幹細胞の免疫不全マウスへの移植実験を
行っており、本検討は計画どおり可能である
と考えている。この実験計画によって抗原同
定ができない場合に際しては、がん幹細胞と
非がん幹細胞の遺伝子発現プロファイルに
つき microarray を用いて解析する。 
(2)婦人科癌腹膜播種過程における癌幹細胞
と周囲微小環境間相互作用の解明において
は、In vitro において CD133 の発現が確認さ

れている卵巣癌細胞株OVCA3細胞を幹細胞分
離マーカーCD133 の陽性および陰性細胞に分
離し、腹膜中皮細胞との共培養下にて、CD133
の発現維持能、コロニー形成能、マトリゲル
浸潤能を検討し、腹膜中皮細胞との相互作用
により癌幹細胞の機能が維持されるか否か
の検討を行う。また、in vivo においても腹
膜中皮細胞との共培養後の移植により移植
率が増加するかの検討を行う。(腹膜中皮細
胞ニッチ存在の証明) 
我々は CD133陽性細胞に対するケモカインの
関与に着目している。膵臓がんでは CD133 陽
性細胞中の特に CXCR4 陽性細胞は、CXCR4 陰
性細胞と比較して転移する能力が優位に亢
進していたという報告がある。我々の予備実
験においても CD133 陽性細胞において
Western blotting で CXCR4 の高発現を認め、
動物実験では wild type と比べ CD133 陽性細
胞群で腹腔内播種の程度が強い傾向であっ
た。CD133 陽性 CXCR4 陽性細胞がより純度の
高いがん幹細胞である可能性がある。腹膜中
皮細胞からは CXCR4 の基質である SDF-1 が高
濃度に分泌されていることも確認しており
SDF-1-CXCR4 シグナルが卵巣がん幹細胞ニッ
チに結びつく際に働いているといことを証
明するために CXCR4 中和抗体による CD133 の
発現維持能、コロニー形成能、マトリゲル浸
潤能の抑制効果についても検討を予定して
いる。臨床応用を視野に入れる際、免疫療法
の今後の課題である負の制御としての免疫
寛容機構に対する治療が必要になるが、その
点に関し、腹膜中皮細胞性ニッチ-がん幹細
胞 間 の サ イ ト カ イ ン 、 増 殖 因 子
(TGF-beta,VEGF,stem cell factor,FGF など)、
ケモカイン(SDF-1 など)、接着分子（カドへ
リン、beta -カテニンなど）、細胞外マトリ
ックス（フィブロネクチン、ヒアルロン酸な
ど）などのシグナルを各種中和抗体、siRNA
などの抑制系の併用により各種抗がん剤耐
性の変化とアポトーシス関連蛋白の発現を
検討する。免疫抑制性細胞（制御性 T 細胞
（Treg、CD4+CD25+FOXP3+）、抑制性ミエロイ
ド細胞(MDSC)、寛容性 DC など）の誘導に対
す る が ん 幹 細 胞 と 腹 膜 中 皮 細 胞 の
interaction の検討として。Transwell の下
層にまずヒト腹膜中皮細胞をコートした後
に下層に 3群の各がん細胞、上層にヒト末梢
血単核球（PBMC）を播種し、共培養にて免疫
に関与する血球細胞の生細胞数および免疫
抑制性細胞の頻度などFACSを用い確認する。 
(3)癌幹細胞をターゲットとした分子標的療
法と免疫療法併用療法の確立の研究におい
ては我々は卵巣癌患者腹水検体を用いた腹
腔内腫瘍環境の免疫学的解析を予定してい
る。有意な免疫学的因子が同定された場合は、
同因子をターゲットとした宿主免疫の活性
化もしくは免疫抑制機構の解除を併用する
ことで化学療法抵抗性の克服が可能か検討
する。免疫抑制因子の１つとして IL-6、IL-8、
VEGF などのサイトカインを候補として検討



する。 
４．研究成果 
(1)の研究において我々は CD133 に対するペ
プチドを作成し、卵巣癌患者より採取した
PBMC にパルスを行い、抗原特異的 CTL の誘導
の評価を行ったが、抗原特異的 CTL を誘導す
るペプチドの同定には至らず、CD133 をター
ゲットとするのは困難と考え、新たな抗原同
定を目的としてがん幹細胞と非がん幹細胞
の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に つ き
microarray 解析を行い、図１に示すような発
現プロファイルを示した。 

 
 
 
 
 

（図１） 
本データより癌幹細胞に高発現の因子とし
て、IGF-1、WNT、PDGFB、SNAIL が卵巣がん幹
細胞の新規特異抗原の候補であると考え、今
後ペプチド同定を計画している。 
(2)の研究結果として CD133 陽性卵巣癌細胞
はCD133陰性卵巣癌細胞にくらべ腹膜中皮細
胞との共培養により種々のサイトカイン、ケ
モカインの産生が亢進していた。さらに
CD133 陽性細胞において CXCR4 発現亢進を確
認し、CXCR4 中和抗体投与したところ腹膜中
皮細胞によって促進した、コロニー形成能、
腹膜浸潤能は抑制され、ヌードマウスを用い
た腹膜播種モデルにおいても腹膜播種を抑
制した。臨床検体の免疫染色の結果腹、膜播
種病巣におけるalpha-SMAの発現の亢進を認
めた。alpha-SMA 陽性中皮細胞は CAM として
癌幹細胞の維持に関与することが示唆され
た。また、腹膜中皮細胞との共培養によって
CD133陽性卵巣癌細胞ではTGF-betaの発現が
亢進してり、これが癌微小環境における免疫
抑制環境の維持に関与していることが示唆
された。さらに癌細胞の産生する TGF-beta
により腹膜中皮細胞の EMT が誘導されこの
EMT が誘導された腹膜中皮細胞は図２に示す
ように VEGF の分泌が亢進しており、癌微小
環境の血管新生が亢進するメカニズムを見
出した。 

（図２） 

(3)の研究成果として現在我々が行っている
卵巣明細胞腺癌に対する GPC3 ペプチドワク
チン療法の臨床第 II 相試験は現在までに 89
例に治療を行い、進行・再発症例に対するペ
プチドワクチン単独治療群 29 例中 3 例にお
いて腫瘍縮小効果を認めた。再発形式の中で
腹水を伴った腹膜播種が 15 例と最も症例数
が多かったが、15 例中 1例のみ図３に示すよ

うな腫瘍縮小効果を認めたが、その他の症例
では無効であり、腹膜播種の微小環境の免疫
抑制が効果の減弱につながっていると考え
た。今後、腹水減少効果に対しても有効と報
告されている、アバスチンと GPC3 ペプチド
ワクチンの併用の臨床試験が必要であると
考えられた。 
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