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研究成果の概要（和文）：口腔がん患者に対するIFAとINFα併用SVN-2Bペプチドワクチン療法の臨床試験を継続した．
併用療法はペプチド単剤よりも効果的にペプチド特異的CTLが増加することが示され，新たな治療手段として有用と考
えられた．
ALDH1陽性細胞として口腔のがん幹細胞様細胞を分離し，高発現するSPRR1B遺伝子を同定した．RASSF4 発現を抑制する
ことで細胞増殖・維持に関わることが示された．さらに，新規口腔がん細胞株とCTLラインを樹立した．CTLラインは
HLA-A24拘束性に自家がん細胞を認識することが示された．より効果的ながんペプチドワクチン開発に向けて精密な抗
原解析が治療戦略上極めて重要と考えられた．

研究成果の概要（英文）：We described a sequential clinical trial of SVN-2B peptide vaccine therapy in 
combination with incomplete Freund’s adjuvant (IFA) and interferon (IFN)-alpha for patients with oral 
cancer. Results indicated that the combination therapy increased the frequency of peptide specific 
cytotoxic T lymphocytes (CTLs) more effectively than the peptide alone. This regimen may be useful as a 
new therapeutic modality.
We isolated oral cancer stem-like cells (CSCs) as aldehyde dehydrogenase 1 bright (ALDH1br) cells. SPRR1B 
gene was shown to be overexpressed in the ALDH1br cells, indicating that it has a role in cell growth and 
maintenance by suppression of RASSF4. Furthermore, we established an oral cancer cell line and an 
autologous CTL line. It was shown that the CTL line recognized autologous tumor cells in an 
HLA-A24-restricted manner. Precise analyses of the CTL-recognized antigens may provide us with 
substantial strategies toward developing a more effective cancer peptide vaccine.

研究分野：がん免疫療法
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１．研究開始当初の背景 
 近年，がんに対する新しい治療法としてが
んペプチドワクチン療法が注目されている．
がんペプチドワクチン療法は抗原ペプチド
特異的細胞傷害性 T細胞(CTL)を増殖・活性
化させ，がんの退縮さらには患者予後の改善
を目指す治療法である．がん患者の体内にが
ん抗原ペプチドを投与することによりペプ
チド特異的 CTL を増強させ，T 細胞受容体
(TCR)を介して HLA/ペプチド複合体を認識
してがん細胞を傷害する．がん細胞には様々
な蛋白が発現しており，これらの蛋白が断片
化したペプチドがHLA class I分子上に提示
されているが，口腔がんを含む各種悪性腫瘍
に高発現している survivinに着目し，そのア
ミ ノ 酸 配 列 よ り 日 本 人 に 最 も 多 い
HLA-A*2402 拘束性に抗腫瘍効果を発揮す
る SVN-2Bペプチドを同定した(引用文献①, 
②)．HLA-A*2402 陽性の口腔がん患者より
末梢血を採取し，このペプチドと反応する
CTLの検出を解析した．その結果，stage II
以上の口腔がん患者において，in vitro でペ
プチド特異的 CTL が高率に誘導された．ま
た，これらの HLA-A*2402 陽性口腔がん患
者より誘導した CTLは SVN-2Bを発現して
いる HLA-A*2402 陽性口腔がん細胞株に対
して細胞傷害活性を有していた(引用文献③)．
以上のような基礎的研究を踏まえて、当科で
は 2003 年から進行・再発口腔がん患者を対
象とした HLA-A*2402拘束性 SVN-2Bペプ
チドワクチン療法の第一相臨床試験を開始
し、安全性と抗腫瘍効果を実証した (引用文
献④)． 
 本研究では，さらなる抗腫瘍効果を得るた
めに， SVN-2B ペプチドに incomplete 
Freund’s adjuvant (IFA)と interferon (IFN 
)-α を併用した臨床試験を遂行し，安全性と
抗腫瘍効果ならびに免疫学的モニタリング
を行った．さらに，複数のペプチドワクチン
から患者ごとに最も適切なペプチドワクチ
ンを選択投与する個別化がん免疫治療を目
指した基礎的研究として，口腔の新規がん抗
原の分離・同定，さらにはがん幹細胞特異抗
原の分子メカニズムの解明を進めた． 
２．研究の目的 
 口腔がんに対する新規治療法として，がん
ペプチドワクチンの研究開発を目的とした．
すなわち，分子免疫学的手法を用いてがんに
対するT細胞免疫応答を惹起する新規がん抗
原を同定し，がんペプチドワクチンの創薬化
を目指した． 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫応答増強剤を併用した SVN-2B ペ
プチドワクチン療法の安全性ならびに抗腫
瘍効果の検討（第Ⅰ相臨床試験） 
 以下の適応基準を満たした口腔がん患者
を対象に，IFAと IFN-αを併用した SVN-2B
ペプチドワクチン療法の臨床試験を施行し
た．①組織学的に確定診断された口腔がんで

ある．②腫瘍がHLA class I および survivin
遺伝子を発現している．③根治手術が不可能
である．④計測可能評価病変の有無は問わな
い．⑤HLA型がHLA-A＊2402 である．⑥年
齢 20-90 歳．⑦Performance States（PS）≦ 
3．⑧重篤な臓器不全がない（白血球≧3000/μl，
ヘモグロビン値≧8.0g/dl，血小板数≧10.0 万
/μl，血清クレアチニン値≦1.5mg/dl，血清総
ビリルビン値≦1.5mg/dl，AST, ALT≦正常上
限値の 2 倍）．⑨直前 1 か月間にいかなる前
治療も受けていない．⑩妊娠可能年齢の女性
では妊娠していないこと．⑪本研究の概要を
説明し，本人からインフォームドコンセント
が得られていること．適応外基準は，①生命
予後に影響を及ぼすような他の癌にすでに
罹患している．②免疫不全状態にある．③脾
摘術をうけている．④ステロイド剤の投与を
必要とする（治療に伴う急性アレルギー症状
の処置用に投与した場合を除く）．⑤臨床的
に重篤な心疾患を有する．⑥活動性の感染を
有する．⑦血液凝固障害を有する．⑧抗凝固
療法を行っている．⑨授乳中である．⑩経過
の評価ができない．⑪プロトコルに従う確約
が得られない．⑫過去に重篤な薬剤アレルギ
ーの既往がある．⑬その他，担当医が不適切
と判定した症例． 
 IFN-α は IFNα（スミフェロン ®）と
PEG-IFNα-2a（ペガシス®）をそれぞれ 2 段
階の投与量を設定した． 
①IFNα高用量群（3例）: 
ペプチド + IFA + IFNα150万 IU 
②IFNα低用量群（2例）: 
ペプチド + IFA + IFNα 75万 IU 
③PEG-IFNα-2a高用量群（3例）: 
ペプチド + IFA + PEG-IFNα-2a 90 ug 
④PEG-IFNα-2a低用量群（2例）: 
ペプチド + IFA + PEG-IFNα-2a 45 ug 
 投与方法はペプチド1.0mgを1.0mlの生理
食塩水に溶解し，さらに IFA 1.0mlを加えて
エマルジョン化したペプチド溶液 2.0mlを2
週間隔で腫瘍周囲の皮下あるいは粘膜下に
注射した．IFNα は週 2 回，PEG-IFNα-2a
は週１回皮下注射した．ペプチドと IFAの混
合液の注射日と IFN-αの注射日は2週間毎に
同日になるように設定し，IFN-α 投与 15 分
後に同部位にペプチドと IFA の混合液を投
与した．以上の投与を 2週間ごとに 4コース
施行し，有害事象判定と効果判定を行った．
有害事象は，National Cancer Institute 
(NCI)-Common Terminology Criteria for 
Adverse Events (CTCAE)により評価した．
抗 腫 瘍 効 果 は ， Response Evaluation 
Criteria in Solid Tumors (RECIST)ガイド
ラインの効果判定規準に基づいて判定した．
腫瘍マーカーは血清 SCC 抗原値をモニタリ
ングした．Grade3 または 4 の毒性が認めら
れた場合には，IFN-α の投与を中止とした．
また，免疫学的モニタリング・治療効果判定
のバイオマーカーとして，CTL活性測定，免
疫組織学的検索，遅延型過敏反応(DTH)測定，



HLA-A24/ペプチドテトラマー解析およびメ
モリーT細胞解析，IFN-γエリスポットアッ
セイ，血清サバイビン抗体価の測定を行った． 
(2) 口腔がんにおける新規がん抗原同定と
臨床応用に向けての基礎的研究 
 当科で樹立した下顎歯肉扁平上皮癌細胞
株 POT1から ALDEFLUOR assayを用いて，
アルデヒドデヒドロゲナーゼ 1（ALDH1）陽
性細胞と陰性細胞を分離した．分離した
ALDH1 陽性細胞にがん幹細胞が濃縮されて
いるか否かを検討するために，浮遊細胞塊形
成法、がん幹細胞関連遺伝子の発現の有無、
抗がん薬感受性試験および免疫不全動物に
おける造腫瘍能に関して検討した．さらに，
cDNAマイクロアレイ法を用いてALDH1陽
性細胞で発現している遺伝子の網羅的解析
を行った． 
 次に，64歳女性の右頬粘膜がん患者（中分
化型扁平上皮癌，T2N1M0，Stage Ⅲ）の生
検時に原発巣の組織片を一部採取，培養して
口腔扁平上皮癌細胞株を樹立した．同患者の
末梢血より peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs)を分離し，autologous tumor- 
CTL pairを作製した．Elispot Assayおよび
LDH Cytotoxicity Detection Kit を用いた
Killing Assayにて抗原特異的 CTL応答を評
価した． 
 
４．研究成果 
(1)IFAと IFN-αを併用した SVN-2Bペプチ
ドの第Ⅰ相臨床試験は 10 例中 7 例（IFNα
高用量群 3例，PEG-IFNα-2a高用量群 3例，
PEG-IFNα-2a 低用量群 1 例）が完遂した．
臨床効果は SD 3例，PD 4例で，腫瘍マーカ
ー（SCC抗原値）は 2例に低下がみられた．
ワクチン投与後のテトラマー陽性 CTL 増加
は 7例全例に認められた．DTH陽性反応は 1
例のみに認められた．現在，免疫応答増強剤
である IFN-αの至適投与量設定のため IFN-α
を減量した臨床試験が進行中であるが，免疫
応答の減弱や重篤な有害事象は発生してい
ない．注射部位の発赤，硬結，掻痒や発熱を
認めたが，いずれも Grade 1相当で重篤な有
害事象は出現しなかった（表 1）． 
 
表１ SVN−２Bペプチドワクチン療法臨床試験の結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)がん幹細胞は，①高い造腫瘍能を示す，
②自己複製能を有する，③多分化能を有する
がん細胞群と定義される．我々は口腔扁平上
皮がん幹細胞における高い造腫瘍能の分子

メカニズム解明を進めた．まず，下顎歯肉扁
平上皮癌細胞株から ALDEFLUOR assayに
よってがん幹細胞 (ALDH1 陽性細胞)を分
離した．ALDH1 陽性細胞は，がん幹細胞関
連遺伝子を高発現し，免疫不全動物に高い造
腫瘍能を示した．次に，cDNAマイクロアレ
イ法を用いた網羅的遺伝子解析により
ALDH1 陽性細胞に高発現する Small 
proline-rich protein 1B (SPRR1B)を同定し
た．SPRR1B 過剰発現がん細胞株では, in 
vitroにおける細胞増殖能の亢進が観察され，
逆に siRNAにて SPRR1Bをノックダウンし
たがん細胞株では細胞増殖能の抑制がみら
れた．SPRR1B過剰発現およびノックダウン
細胞の遺伝子発現をマイクロアレイにてス
クリーニングした結果，SPRR1Bはがん抑制
遺伝子の一つであるRas association domain 
family member 4 (RASSF4)発現を抑制する
ことが見出された．がん幹細胞において
SPRR1B が過剰発現することにより，
RASSF4発現を抑制し，RAS-MAPKシグナ
ルを亢進することにより，細胞増殖能が亢進
していることが示唆された．これらの成果は
治療抵抗性を示す口腔がんの再発や転移の
機序を解明し，がん幹細胞抗原を標的分子と
したワクチン療法を開発する上で重要な新
知見と考えられた．現在，その他のがん幹細
胞抗原の候補遺伝子についても探索中であ
る． 
 autologous tumor-CTL pairの解析では in 
vitroにおいて自家癌特異的 CTLによる自家
がん細胞に対する特異的細胞障害活性を認
めたことから，新規抗原ペプチドの分離、同
定が可能と考えられた．Limiting Dilution
により CTL ラインを抽出し，細胞傷害活性
を測定したところ，自家がん特異的
HLA-A24 拘束性 CTL が高率に誘導された．
CTLの認識する抗原の分離・同定，とくにが
ん幹細胞抗原の分離・同定により，再発口腔
がんの一因である治療抵抗性獲得メカニズ
ムの解明やがん幹細胞を標的とした免疫療
法の臨床応用が具現化するものと考えられ
る． 
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