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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 本研究は、Genome-wide cDNA microarray 解析で同定された、成人の組織にはほとんど発現が認められず、頭頸部

癌や膀胱癌ほかの多様ながん腫において高頻度に高発現する、がん精巣抗原やがん胎児性抗原を標的として、より有

効性の高い複合がん免疫療法を開発することを目的とする。平成28年度に2名の分担研究者らと共に実施した、研究

の成果を以下に記載する。 
 
1) CTL/Th1誘導性がん抗原長鎖ペプチドの開発 

 まず対象とする複数のがん抗原について、コンピューターアルゴリズムを用い、日本人で頻度が高い複数の

HLAクラスⅡ分子 (HLA-II) に結合すると推定され、かつ細胞傷害性Ｔ細胞(CTL)を誘導できる短鎖ペプチドを内

包するものも含む、22～29個のアミノ酸により構成される長鎖ペプチドを合成した。これらの、がん抗原長鎖ペ

プチドを末梢血単球より作成した樹状細胞に負荷し、これと末梢血由来の自己CD4+T細胞を IL-2添加培養液中で

培養することにより、ペプチド特異的なバルクTh1細胞株ならびにTh1細胞クローンを樹立した。さらに、これ

らのがん抗原長鎖ペプチドの刺激により誘導したTh1 細胞が、リコンビナントがん抗原を負荷した樹状細胞に免

疫応答を示し、樹状細胞によるがん抗原タンパク質の分解により、長鎖ペプチドが産生されうることを確認した。

これらのTh1細胞に長鎖がん抗原ペプチドを提示するHLA-IIを、抗HLA-II抗体によるT細胞応答の阻止実験な

らびに、単一の HLA-II 遺伝子を強制発現させたマウス L 細胞による抗原提示を観察して決定した。こうして日

本人で頻度が高い複数の HLA-II により提示され Th1 細胞を活性化できる、がん抗原長鎖ペプチドを多数同定し

た。長鎖ペプチド特異的Th1細胞の頻度は、がん患者への短鎖ペプチドワクチンの接種頻度に比例して増加した。 
 さらに、がん抗原長鎖ペプチドに内包された短鎖ペプチドを合成してヒト樹状細胞に負荷した後に、ヒトCD8+T
細胞と培養して短鎖ペプチド特異的CTLを誘導した。上記の長鎖ペプチドを樹状細胞に負荷した後に、先の短鎖

ペプチド特異的 CTL と in vitro で培養して CTL の免疫応答を検出することにより、樹状細胞による CTL への 
Cross-presentation を誘導できる長鎖ペプチドを複数同定した。またHLA-A2 または HLA-A24-transgenic mouseに、

短鎖ペプチドを内包する長鎖ペプチドをアジュバントと共に免疫した。このマウスのリンパ節より分離したCD8+ 
T細胞と当該短鎖ペプチドを負荷した樹状細胞を培養して、CTLの免疫応答を検出することにより、in vivo にお

ける長鎖ペプチドによるHLAクラスⅠ拘束性 CTL の Cross priming が生じていることを確認できた。また短鎖

抗原ペプチドを負荷した樹状細胞で、ヒト末梢血CD8+T細胞を刺激してCTLを誘導する in vitro培養系に、がん

抗原長鎖ペプチドと当該ペプチド特異的Th1細胞を添加すると、CTLの誘導効率が非常に高まることを観察した。 
 
2) がん抗原長鎖ペプチドの効果を増強する免疫方法と、特異的T細胞のモニタリング法の開発 

 誘導した長鎖ペプチドに特異的なバルクTh1 細胞株とTh1 細胞クローンが発現するTCR 遺伝子の cDNA の多

様性を、次世代シークエンサーを用いたDeep sequencingにより解析した。その結果、バルクTh1細胞株に発現す

るTCR-α鎖およびTCR-β鎖遺伝子ともに 1 種類のみが優勢を占めていた。さらに同バルクTh1 細胞株より単離

したTh1細胞クローンも、同一のTCR-α鎖およびTCR-β鎖遺伝子を発現しており、このTCR-α鎖およびTCR-β
鎖のペアが、がん抗原特異性と HLA-II 拘束性を担っていることが確認された。このようにして同定された TCR
遺伝子は、がん抗原ペプチド免疫療法のモニタリングや、当該TCR遺伝子を導入したナイーヴT細胞の養子がん

免疫療法に応用できる可能性が期待できる。 
 がん抗原特異的Ｔ細胞をがん抗原ペプチドで活性化し、抗腫瘍免疫応答を誘導するためには、樹状細胞の利用

が最も有効であるが、その大量培養は難しい。ヒト末梢血中のCD14+単球にcMYC、BMI1およびBcl-2遺伝子を導

入して、GM-CSFとM-CSFの共存下に優れた増殖特性を示すミエロイド系細胞株(CD14-ML)を樹立した。さらに

CD14-MLをIL-4とOK432と共培養することにより、優れた抗原の処理と提示能を有する樹状細胞を得て、これに

がん抗原長鎖ペプチドを負荷して、自己の末梢血CD4+T細胞と共培養することによりTh1細胞を樹立できた。この

方法の導入により、特に採血量に制約がある、がん患者のT細胞応答の研究を加速できた。 
 
3) 免疫抑制解除療法との併用による、がん抗原長鎖ペプチド効果増強法の開発 

 短鎖抗原ペプチドを負荷した樹状細胞でヒト末梢血CD8+T細胞を刺激して、CTLを誘導するin vitro培養系に抗

PD-1抗体を添加すると、僅かにCTLの誘導能が増強した。抗PD-1抗体の非存在下にCTLを誘導する培養系に、が

ん抗原長鎖ペプチドと当該ペプチド特異的Th1細胞を添加すると、CTLの誘導効率が非常に高まった。さらに、こ

の培養系への抗PD-1抗体の添加により、CTLの誘導効率が格段に増強された。したがって、少なくともヒトＴ細

胞のin vitro培養系に関する限りは、がん抗原長鎖ペプチドと抗PD-1抗体療法の併用は、がん抗原短鎖ペプチドに

特異的なCTLの誘導について、劇的な相乗効果をもたらすことを観察した。ヒトがん組織における免疫抑制性の

分子や細胞の発現解析については、現在検討中であり成果は次年度以降に得られる予定である。 
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     We have previously identified novel tumor-associated antigens (TAAs) frequently overexpressed in head and neck 

cancer (HNC), hepatocellular carcinoma (HCC) and other malignancies by using genome-wide cDNA microarray analyses. 

We identified these TAAs-derived short peptides (SPs) consisting of 9 or 10 amino acids that can activate tumor-reactive 

cytotoxic T lymphocytes (CTLs) in vivo to prolong survival of HNC and HCC patients in the phase I/II clinical trials.    

   In this study, we further identified these TAAs-derived promiscuous long peptides (LPs) consisting of 22~29 amino 

acids that can induce both T helper 1 (Th1) cells restricted by several frequently observed HLA class II molecules, and 

tumor-reactive and SPs-specific CTLs restricted by frequently observed HLA class I molecules. These promiscuous HLA 

class II-binding LPs were predicted by using publically available algorithm and they were synthesized.  Some of these LPs 

harbor SPs previously identified to be recognized by tumor-reactive and HLA class I-restricted CTLs.  Human peripheral 

naive CD4+ T cells were stimulated with monocyte-derived dendritic cells (DCs) pulsed with LPs to generate LPs-specific 

Th cells and restriction HLA class II molecules were identified by using blocking of T cell response with anti-HLA class II 

antibody or by using mouse L cells expressing single species of HLA class II molecules encoded for by transgenes as antigen 

presenting cells.  We identified many LPs that can induce Th1 cells restricted by promiscuous and frequently observed 

HLA class II molecules.  These LPs were naturally processed from TAA proteins and presented by DCs to activate Th1 

cells generated by stimulation with the LPs. In addition, some of these LPs-derived SPs were cross-presented in the context 

of HLA class I molecule to activate CTLs in both human in vitro culture system and HLA-class I transgenic mice 

immunized in vivo with the LPs. Induction of the TAA-derived SPs-specific CTL by the stimulation of CD8+ naive human T 

cells with these SPs in the presence of Th1 cells and their cognate LPs markedly enhanced induction of TAA-derived 

SPs-specific CTLs in vitro. Furthermore, significant increase of TAA-specific CTL induction was observed by addition of 

immune checkpoint blockade anti-PD-1 antibody into the culture. 

   We analyzed the base sequences of TCR-α- and β-chain cDNA isolated from those LPs-specific bulk Th1 cell lines and 

Th1 cell clones to identify predominantly expressed TCR-α- and β-chain genes.  These TCR genes may well be useful for 

monitoring of the LP-specific Th1 cells as well as for adoptive transfer cancer immunotherapy of naive peripheral blood 

CD4+ T cells transduced with these pairs of TCR-α- and β-chain genes. 

   We have also succeeded in generation of a large number of DCs from the myeloid cell lines (CD14-ML) that was 

generated by introducing cMYC, BMI1 and Bcl-2 genes into CD14+ human peripheral monocytes.  These CD14-ML 

proliferated very well in the presence of GM-CSF and M-CSF, and mature DCs can be induced from CD14-ML by the 

stimulation with IL-4 and OK432.  These DCs can process TAA and present TAA-derived peptides to both CTLs and Th1 

cells in both healthy donors and cancer patients, and they are very useful to obtain immune-competent DCs especially from 

cancer patients from whom it is difficult to obtain a large amount of peripheral blood.  

  Th1 cells were observed in many cancer patients after vaccination with TAA-SPs and the frequency of Th1 cells often 

increased after repeated vaccination of SPs . These results suggest the usefulness of these TAA-SPs and LPs in combination 

with immune checkpoint blockade for cancer immunotherapy. We also showed the usefulness of artificial DCs established 

by us for the generation and maintenance of TAA-specific T cells. 
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