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研究成果の概要（和文）：卵巣明細胞腺がんにおける抗がん剤併用Glypican-3 (GPC3)ペプチドワクチン療法の検討と
して、ワクチン投与前後の末梢血単核球(PBMC)を用いたEx vivo IFN-γ ELISPOTアッセイを施行し4症例中3例において
ワクチン投与後でGPC3特異的CTLが末梢血中に増加していることを確認した。
HLA-A24結合性GPC3ペプチドワクチン投与を行った患者9例の余剰PBMCをペプチド刺激培養した後のGPC3-Dextramer陽性
T細胞をsingle cell sortingすることで2症例から複数のHLA-A24拘束性GPC3ペプチド特異的CTLクローンを樹立するこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the efficacy of glypican-3 (GPC3) peptide vaccine therapy combined 
with chemotherapy, ovarian clear cell carcinoma (OCCC) patients with residual tumor after initial 
treatment were enrolled in our clinical trial. Seven OCCC patients were received GPC3-derived peptide 
vaccine combined with chemotherapy.
Immunological responses were analyzed by ex vivo IFN-γ enzyme-linked immunospot assay. In three out of 
four evaluable patients, the frequency of GPC3 peptide-specific CTLs after vaccination was slightly 
larger than that before vaccination. Concurrent standard-dose chemotherapy may impair GPC3 peptide 
vaccine-induced immunity.
Moreover, we established several HLA-A24-restricted GPC3 peptide-specific CTL clones from peripheral 
blood mononuclear cells of two out of nine patients vaccinated with GPC3 peptide by single cell sorting 
using Dextramer antibody.

研究分野：婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
一般的に上皮性卵巣がんは自覚症状に乏
しいため、診断時点で進行している場合が多
く、婦人科悪性腫瘍の中でも予後不良である。
治療として手術で病変を除去しきることが
重要であるが、細胞レベルの病変や再発に対
しては化学療法が主たる治療法となってい
る。我々は、現在の卵巣がん治療をふまえた
新規治療法探索のひとつとして、｢卵巣明細
胞腺がんに対する HLA-A24 および-A2 結合
性 Glypican-3 (GPC3)由来ペプチドワクチン
療法の臨床第 II相試験｣を実施している。 
がん抗原特異的免疫療法は副作用が従来
の化学療法に比して少ないと考えられるた
め単独治療だけでなく、他の様々な治療法と
の併用も期待されるところである。近年、
様々ながん種においてがんワクチン療法と
抗がん剤併用療法の有効性についての報告
がなされてきてはいるものの、そのメカニズ
ムに関しての報告はまだ限定的となってい
るのが現状である。 

 
２．研究の目的 
本研究での目的を卵巣がんにおける抗が
ん剤併用がん抗原特異的免疫療法、特に明細
胞腺がんに対する GPC3 をターゲットとし
た抗がん剤併用療法の有効性を検討するこ
ととした。卵巣がんに使用されうる抗がん剤
のうち、GPC3ペプチドワクチン療法との併
用によって有効性が期待できる抗がん剤の
種類やその機序を明らかにする。 
また、卵巣がん腹膜播種マウスモデルを用
いて、卵巣がん腹膜播種病変に対する GPC3
を含めたがん抗原特異的免疫療法（細胞療
法）単独および抗がん剤併用療法の有効性を
基礎的に検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) 卵巣明細胞腺がんにおける抗がん剤併用
GPC3ペプチドワクチン療法の基礎的・臨床
的検討 
ワクチン投与前後の末梢血単核球
（PBMC）を用いた ex vivo IFN-γ ELISPOT
アッセイによる免疫学的モニタリングや臨
床効果から抗がん剤併用 GPC3 ペプチドワ
クチン療法の有効性を検証する。臨床的に有
効な症例が得られれば、GPC3ペプチドワク
チン療法における至適併用抗がん剤の種類
や投与量を評価し、その機序についても追加
解析する。 
(2) 卵巣明細胞腺がんにおける抗がん剤併用
GPC3特異的細胞療法の基礎的検討 
卵巣明細胞腺がん腹膜播種マウスモデル
に対する GPC3 特異的細胞療法単独および
抗がん剤併用療法が有効であるかどうかを
検討する。また、これまでに樹立できていな
いHLA-A24結合性GPC3ペプチドに対する
高親和性細胞傷害性 Tリンパ球(CTL)クロー
ンについて樹立を試みる。具体的には PBMC
を in vitro にてペプチド刺激培養後の

CD107a 陽性 T 細胞、培養なしの ex vivo 
GPC3-Dextramer 陽性 T 細胞などをそれぞ
れ single cell sorting するといった様々な
CTL クローン樹立方法を用意することによ
って、より高親和性である CTL クローンの
作製を行う。HLA-A24拘束性 GPC3ペプチ
ド特異的 CTL クローンが樹立されれば、機
能解析として GPC3-Dextramer 再解析や
IFN-γ ELISPOT アッセイ、さらに細胞傷害
性試験を行い評価する。 

 
４．研究成果 
(1) 卵巣明細胞腺がんにおける抗がん剤併用
GPC3ペプチドワクチン療法の基礎的・臨床
的検討  
初 回 治 療 後 の 残 存 腫 瘍 に 対 し て

Second-line 化学療法が予定された非寛解群
への GPC3 ワクチン療法併用症例は研究期
間内に 7例（併用された化学療法 regimen： 
Irinotecan 療法 3 例 , Irinotecan 療法
→Gemcitabine療法 1例, Gemcitabine療法
1 例, Paclitaxel +Carboplatin 療法 1 例, 
Pegylated liposomal doxorubicin療法 1例）
であった。7 例中の 1 例において、1 年半以
上にわたり stable diseaseを継続できた有効
症例（Irinotecan療法→Gemcitabine療法症
例）が得られた。全体として症例数に限りが
あったものの有害事象により治療中止とな
った症例がなかったことから、抗がん剤併用
GPC3ペプチドワクチン療法の一定の安全性
が確認された。しかし、GPC3ペプチドワク
チン療法における至適併用抗がん剤の種類
や投与量といった臨床的評価の点において
は症例数に限りから十分に行うことができ
なかった。 

6 回以上ワクチンを抗がん剤と併用投与で
きた 4 症例（A24 ワクチン投与症例：
Irinotecan 療法 1 例 , Irinotecan 療法
→Gemcitabine 療 法 1 例 , Paclitaxel 
+Carboplatin療法 1例, A2ワクチン投与症
例：Pegylated liposomal doxorubicin療法 1
例）について、GPC3 特異的 CTL が誘導さ
れたかどうかを確認するために、ワクチン投
与前後の PBMC を用いた ex vivo IFN-γ 
ELISPOT アッセイを施行した。4 症例中 3
例においてワクチン投与前に比べ少ないな
がらもワクチン投与後で GPC3 特異的 CTL
が末梢血中に増加していることが確認され
た（図 1）。  



(2) 卵巣明細胞腺がんにおける抗がん剤併用
GPC3特異的細胞療法の基礎的検討 
 HLA-A24結合性 GPC3ペプチドワクチン
投与を行った卵巣明細胞腺がん患者のうち
臨床的に有効であった１症例を含む 9例の余
剰 PBMCを用いて、HLA-A24拘束性 GPC3
ペプチド特異的 CTL クローンの樹立を行っ
た。方法としては PBMCを in vitroにてペプ
チド刺激培養後（GPC3ペプチド濃度や添加
する各種サイトカイン濃度といった刺激培
養条件の至適条件を検討した後に設定）の
GPC3-Dextramer陽性 T細胞や CD8陽性 T
細胞、培養なしの ex vivo GPC3-Dextramer
陽性 T細胞をそれぞれ single cell sortingも
しくは限界希釈する方法を検討した。そのな
か で 、 ペ プ チ ド 刺 激 培 養 後 の
GPC3-Dextramer 陽性 T 細胞を single cell 
sortingする方法で 2症例の PBMCから複数
のCTLクローンを樹立することができた（図
2）。 

樹立された CTLクローン（症例 1から 12
クローンおよび症例 2 から 10 クローンの計
22 クローン）はいずれも GPC3 ペプチド特
異性が確認できたものの（図 3, 4）、高親和性
なクローンはみられず十分な細胞傷害性を
示すことができなかった。 
 抗がん剤併用 GPC3 特異的細胞療法の基
礎的検討に関しては、HLA-A2拘束性 GPC3
ペプチド特異的 CTL クローンが繰り返しの
expansionの影響により増殖不良に陥ってし
まったことで、HLA-A2陽性および GPC3陽
性である卵巣明細胞腺がんの腹膜播種マウ
スモデル(ヌードマウス)に対するHLA-A2拘
束性 GPC3ペプチド特異的 CTLクローンを
用いた細胞療法単独療法および抗がん剤併

用療法についての in vivo 実験を十分行うだ
けの CTL クローン確保が困難となった。代
案としてマウス卵巣がん細胞株 ID8（米国の
研究室より分与）およびHM-1の腹膜播種モ
デルを用いた腫瘍抗原特異的療法の検討を
行うこととした。ID8およびHM-1のいずれ
細胞株においても mGPC3を mRNAレベル
で発現していないことが確認されたため、
mGPC3 強制発現株を樹立した。マウス卵巣
がん細胞株 ID8 についてマウス MHC class
Ⅰ（H-2Db および H-2Kb）の発現を FACS
で確認したところ発現低下がみられたが、そ
の発現は IFN-γ 刺激を行うことで増強する
ことができた。また、ID8の腹腔内接種後に
形成された腹膜播種を繰り返し in vivo 継代
することで低～高へと段階的に異なる腹膜
播種転移能を獲得した sub-clone 細胞株を樹
立した。 

HLA-A2 拘束性 GPC3 ペプチド特異的
CTLクローンが、軽度の増殖抑制はおこすも
ののアポトーシスはきたさない程度の
subtoxicな抗がん剤用量であっても in vitro



での前治療を併用することで CTL による細
胞傷害効果の上乗せがみられることの機序
に関する検討では、subtoxic用量によって標
的がん細胞のGPC3やHLA classⅠの有意な
発現上昇は認められなかった。また、マンノ
ース-6リン酸化（M6P）タンパク質であるグ
ランザイム Bは、標的細胞表面上の受容体に
結合してパーフォリンと共に標的細胞に取
り込まれるが、同様な subtoxic用量によって
標的がん細胞の M6P レセプターの有意な発
現上昇も認められなかったため、作用機序の
解明についてはさらなる検討を要すると考
えられた。 
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