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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

（１）がん幹細胞に特異的な標的分子群の探索とカタログ化 
① 腎細胞がん、消化器がん、婦人科がん、肺がん、肉腫の各株化がん細胞および初代培養がん細胞

からスフェア形成法および ALDH 活性測定 ALDEFLUOR 法によってがん幹細胞を分離し、

RNAseq 法、DNA microarray 法、SAGE 法による網羅的遺伝子発現解析を実施。遺伝子発現デー

タベースを用いて、がん幹細胞に発現が高い遺伝子のうち、精巣以外の正常臓器に発現していな

い遺伝子をスクリーニングした結果、大腸がん幹細胞に特徴的な遺伝子として LYPD3, LEMD1, 

OR7C1, DNAJB8 が見出された。子宮がんおよび卵巣がんのがん幹細胞には MMP10, BORISv6 が

見出され、肺がん幹細胞からは HOXA5, BORISv6 が見出された。 

② これらがん幹細胞遺伝子の発現をそれぞれ siRNAによってノックダウンすると、がん幹細胞形質、

特に造腫瘍能が失われることから、いずれの遺伝子もがん幹細胞形質の維持に関わる重要な機能

性遺伝子であることが判明した。興味深いことに、これらの大部分は精子形成細胞にも発現する

遺伝子群であった。 

 
（２）免疫チェックポイント(ICP)阻害剤抵抗性を規定する組織微小環境解析 

① 腎細胞がんと大腸がんに焦点を絞り、抗 PD-1 抗体感受性のがん組織と抵抗性のがん組織につい

て、包括的単細胞遺伝子発現解析技術を用いて、がん組織を構成する多種多様な細胞の遺伝子を

単細胞レベルで分析した。H28年度は新鮮大腸がん組織 4例、腎細胞がん組織 1 例の解析を実施。

同時に免疫組織染色法、RT-PCRアレイ法等の従来型解析を実施し、組織単細胞遺伝子発現解析の

結果と照合した。 
② がん組織に含まれるヘテロな細胞群を、がん細胞・免疫細胞・間質細胞の 3 グループに分類し、

各グループに特徴的な遺伝子群を解析した。興味深いことに、がん組織に浸潤している単球・マ

クロファージには、末梢血由来の単球とは異なる遺伝子を発現していることが判明した。 
③ がん患者および健常人の末梢血からがん幹細胞抗原ASB4特異的CD8陽性T細胞をクローン化し、

テトラマー解析によって存在頻度を分析した。またがん抗原特異的Ｔ細胞の TCR 遺伝子をクロー

ニングし、構造解析を実施した。さらに末梢血 CD8 陽性 T 細胞の免疫形質と機能を解析し、新規

memory stem-cell subpopulation を同定することに成功。CXCR3+, CD73+ memory T-cell として検出
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できることを発見し、”young memory T-cell”と命名した。 
 
（３）がん幹細胞とニッチを標的とする複合型免疫治療法の開発 

① がん幹細胞特異的 Bispecific 人工抗体の開発 

    がん幹細胞抗原 DNAJB8 の CTL エピトープペプチドと HLA-A*2402 複合体に対する人工抗体

の特異性と感度について分析し、2 量体形成によるアフィニティーの向上を検討した。さらに、

別のがん幹細胞抗原 FAM83B の CTL エピトープペプチドと HLA-A*2402 複合体に対する人工抗

体のスクリーニングも開始した。 
② がん幹細胞抗原特異的複合型免疫療法の基礎研究 
     Type I Interferon と免疫チェックポイント阻害剤 Nivolumab を併用した、がん抗原特異的 CTL の

誘導試験を実施。H28 年度はヒト細胞を用いた in vitro CTL 誘導試験によって基礎的データを集め

た。 

 

（英文） 

A summary of the results 

 

 (1) Identification of target molecules specific to cancer stem cells and their categorization 

1. Cancer stem cells (CSCs) were successfully separated from cell lines and primary culture cells of kidney 

cancers, gastrointestinal cancers, gynecological cancers, lung cancers, and sarcoma by sphere-forming method 

and Aldefluor method. Comprehensive analysis of their gene expression was conducted by using RNAseq, 

SAGE, and/or DNA microarray. Screening for CSC-specific genes, which are not expressed in normal adult 

tissues except for testis revealed LYPD3, LEMD1, OR7C1, and DNAJB8 as colon cancer stem-specific genes, 

MMP10 and BORISv6 as gynecological cancer stem-specific genes, HOXA5 and BORISv5-6 as lung cancer 

stem-specific genes. 

2. Knockdown of these CSC-specific genes by siRNA could lead to the inhibition of CSC-phenotypes such as 

high tumorigenicity and resistance against chemotherapeutic reagents, indicating that most of the CSC-specific 

genes have important roles in the maintenance of properties of CSC.  Therefore, they are termed 

CSC-specific functioning molecules.  Interestingly, most of them were expressed in testis and involved in the 

spermatogenesis. 

 

(2) Analysis of tumor microenvironment regulating sensitivity to immune checkpoint blockades (ICB) 

1. Tumor tissues derived from ICB-resistant colon cancers and kidney cancers were subjected to single cell 

transcriptome analysis.  Four cases of colon cancers and one case of kidney cancer were analyzed, and the 

transcriptome data were compared with immunostaining data and conventional RT-PCR data. It was revealed 

that monocytes in tumor tissues expressed unique genes that were distinct from those in PBLs. 

2. CSC-antigen ASB4-specific CD8+ T-cell clones were induced from PBLs of healthy volunteers and cancer 

patients, and analyzed for the TCR genes. In addition, a novel subpopulation of memory T-cells, which have 

stem cell-like properties was identified as CXCR3+, CD73+ memory T-cells and termed “young memory 

T-cells”.  Frequency of antigen-specific young memory T-cells was analyzed in PBLs of sarcoma patients 

after chemotherapy. 
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(3) Development of combination immunotherapy targeting cancer stem cells and their niches 

1. Artificial antibodies specific to CSC antigen DNAJB8/HLA-A24 complex were screened from phage 

display libraries of immunoglobulin, and two clones were successfully developed.  They were formed as 

dimers and analyzed for the specificity and sensitivity.  Complement-dependent cytotoxicity assay 

demonstrated the specific killing activity against DNAJB8+ cancer cells. 

2. In vitro CTL induction assay was performed by using type I interferon and/or anti-PD1 antibody Nivolumab.  

The efficiency of antigen-specific CTL induction was significantly enhanced in the presence of type I 

interferon.  It was necessary to define more optimized conditions in the experiments. 
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prophylactic cancer vaccine. ポスター、Torigoe T: VIIIth International Symposium on Heat 
Shock Proteins in Biology and Medicine: Stress Responses in Health and Disease. 
Alexandria, USA, October 29-November 2, 2016, 国外 

17. 免疫チェックポイント阻害療法の最新知見：作用機序から副作用まで、口頭、鳥越俊彦、MSD
皮膚疾患フォーラム特別講演、札幌、2016 年 11 月 19 日、国内 

18. 肺がん免疫療法の基礎と臨床：Up-to-date、口頭、鳥越俊彦、第177回日本肺癌学会関東支部学

術集会ランテョンセミナー、東京、2016年11月26日、国内 
19. 免疫チェックポイント阻害剤の新たな知見、口頭、鳥越俊彦、Sapporo Immunotherapy Evening、

札幌、2017年1月27日、国内 
20. Single cell transcriptome analysis for dissecting tumor microenvironment. 口頭、Torigoe T: 

The 32nd Nagoya International Cancer Treatment Symposium: Next generation cancer 
immunotherapy beyond the current status. Nagoya, Japan, February 11-12, 2017, 国内 

21. 免疫チェックポイント阻害剤の最新知見と展望、口頭、鳥越俊彦、肺腫瘍臨床フォーラム、札幌、

2017年3月10日、国内 
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22. がん免疫療法の基礎と臨床、口頭、鳥越俊彦、第 29 回北海道癌治療研究会、札幌、2017 年 3
月 18 日、国内 

 
 
（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 

1. がん治療の革命「免疫力でがんを治す時代が来た」、鳥越俊彦、2016 年度赤平市医師会市民公開

講座「がん免疫療法の進歩」特別講演、赤平、2016 年 5 月 19 日、国内 
2. 免疫力でがんを治す時代の到来が到来した、鳥越俊彦、文部科学省科学研究費補助金新学術領域

研究「がん研究分野の特性等を踏まえた支援活動」青少年・市民公開講座「高校生のためのがん

セミナー」、札幌、2016 年 6 月 11 日、国内 
3. がん治療の革命「免疫力でがんを治す時代の到来」、鳥越俊彦、自衛隊札幌病院豊友会特別講演、

札幌、2016 年 6 月 11 日、国内 
4. がん治療の革命「がん免疫療法」—免疫病理学はおもしろい—、鳥越俊彦、第 13 回日本病理学

会北海道支部「病理夏の学校」、旭川、2016 年 7 月 4 日、国内 
5. 病理解剖がもたらした医学の進歩、鳥越俊彦、市立室蘭総合病院解剖慰霊祭特別講演、室蘭、2016

年 10 月 11 日、国内 
6. がん免疫治療の最新事情、鳥越俊彦、札幌モーニングロータリークラブ講演会、札幌、2017 年

3 月 8 日、国内 
 

 

（４）特許出願 

 

1. PCT/JP2016/83984 

2. PCT/JP2016/88904 

3. 特願2017-53317 


