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要旨

　本研究は、食道癌において cDNA マイクロアレイ解析を行い、その結果をも

とに理想的な腫瘍抗原を同定し、さらに抗腫瘍免疫応答を誘導するワクチンと

しての臨床医学への応用の可能性を探ることを目的とする。

　まず、26 人の食道癌患者から摘出された腫瘍組織から Laser Capture

Microdissection system を用い癌部と非癌部の組織をそれぞれ採取した。こ

れらより RNA を抽出し、食道癌部における遺伝子発現プロファイリングを

9,216 種類の遺伝子について解析した。その結果、食道癌において非癌部と比

べ癌部で発現が 5 倍以上高くなる遺伝子を 16 種類同定した。

　23 種類の成人正常組織および 4 種類の胎児組織における、それらの遺伝子

の発現を確認した結果、正常では胎盤のみで高発現しており、食道癌において

発現が著明に増加する遺伝子、Proliferation potential-related protein（PP-

RP）を同定した。PP-RP は第 16 染色体上に存在する 1792 個のアミノ酸をコ

ードする遺伝子で、モチーフ検索の結果、Zn finger ドメイン、E3 ユビキチン

リガーゼドメイン、さらに DNA トポイソメラーゼ I ドメインをもつことが分

かった。RT-PCR 法を用いた解析では PP-RP は食道癌、頭頸部癌の組織で発

現しており、また食道癌、頭頸部癌、胃癌、肺癌、悪性黒色腫などの癌細胞株

においても発現が認められた。PP-RP の抗体を用いて癌および正常組織での

PP-RP 蛋白質の発現を検討したところ、食道癌 22 症例中 20 症例において

PP-RP 蛋白質の発現が確認された。PP-RP 蛋白質の細胞内局在を蛍光免疫染

色法にて確認したところ、染色体と同じ局在を示しており DNA 結合蛋白質で

ある可能性が示唆された。

　食道癌の手術後に、組織診断にて癌細胞の残存が認められた 15 症例におい

て PP-RP 遺伝子の発現量と予後の関係を調べたところ、PP-RP 遺伝子の発現

が非常に高かった 5 症例では、それ以外の 10 症例と比べて有意に予後が不良

であった。また、PP-RPを高発現している食道癌細胞株からRNAiによりPP-RP

遺伝子の発現を抑制したところ、増殖速度が有意に遅くなった。

　PP-RP の腫瘍拒絶抗原としての有用性を検討する目的で、日本人の約 6 割

がもつ HLA-A24 により抗原提示を受けた PP-RP 特異的な CTL が誘導できる

かについて検討した。HLA-A24 結合モチーフをもつ PP-RP 由来の 9 もしく

は 10mer のペプチドを 10 種類合成し、食道癌患者 5 人および健常人 6 人の



4

PBMC より分離した CD8 陽性 T 細胞をペプチド存在下に各自己の樹状細胞を

用いて刺激した結果、食道癌患者からのみ PP-RP ペプチド特異的に活性を示

し、かつ PP-RP と HLA-A24 を共発現している癌細胞株に対してのみ細胞傷

害活性を示す CTL 株を得ることができた。さらにヒト食道癌細胞株を皮下に

生着させたヌードマウスの腫瘍内および周囲に PP-RP 特異的 CTL 株を養子免

疫したところ、腫瘍の増殖抑制効果と生存期間の延長が認められた。

　以上の結果、cDNA マイクロアレイ解析を用いて同定された新規食道癌抗原

PP-RP が、食道癌の悪性度を高め、手術後の予後予測因子として有用である事

を示した。さらに、PP-RP が食道癌細胞のマ－カーとなるとともに、PP-RP

を標的とした抗腫瘍免疫療法の有効性を示唆するものである。



5

Summary

Purpose: To establish effective anti-tumor immunotherapy for esophageal
cancer, we tried to identify an useful target antigen of esophageal cancer.

Experimental Design: We did cDNA microarray analysis to find a novel
candidate antigen, proliferation potential-related protein (PP-RP). We examined
cytotoxicity against tumor cells in vitro and in vivo of cytotoxic T lymphocytes
(CTLs) specific to PP-RP established from esophageal cancer patients.

Results: In 26 esophageal cancer tissues, an average of relative ratio of the
expression of the PP-RP mRNA in cancer cells versus adjacent normal esophageal
tissues was 396.2. Immunohistochemical analysis revealed that, in 20 of the 22
esophageal cancer tissues, PP-RP protein was strongly expressed only in the cancer
cells, and not so in normal esophageal epithelial cells. PP-RP protein contains 10
epitopes recognized by human histocompatibility leukocyte antigen (HLA)-A24-
restricted CTLs. These CTLs, generated from HLA-A24 positive esophageal cancer
patients, had cytotoxic activity against cancer cell lines positive for both PP-RP and
HLA-A24. Furthermore, adoptive transfer of the PP-RP specific CTL line inhibited
the growth of a human esophageal cancer cell line engrafted in nude mice.

Conclusion: The expression of PP-RP in esophageal cancer cells was
significantly higher than in normal cells, and the CTLs recognizing PP-RP killed tumor
cells in vitro and also showed tumor rejection effects in a xenograft model. Therefore,
PP-RP may prove to be an ideal tumor antigen useful for diagnosis and immunotherapy
for patients with esophageal cancer. cDNA microarray analysis is a useful method to
identify ideal tumor-associated antigens.
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４　略語一覧

cDNA; complementary DNA

CT; cancer-testis

CTL; cytotoxic T lymphocyte

DC; dendritic cell

DNA; deoxyribonucleic acid

GM-CSF; granulocyte-macrophage colony stimulating factor

HLA; human histocompatibility leukocyte antigens

IFN; interferon

Ig; immunoglobulin

IL; interleukin

MHC; major histocompatibility complex

mRNA; messenger ribonucleic acid

NOD/SCID; non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency

PBMC ; peripheral blood mononuclear cell

PBS; phosphate-buffered saline

RNAi; RNA interference

RT-PCR; reverse transcription-polymerase chain reaction

SEREX; serological analysis of recombinant cDNA expression libraries

shRNA; short(small) hairpin RNA

siRNA; small interfering RNA

TBS; tris-buffered saline

TCR; T cell receptor

TNF; tumor necrosis factor
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５　研究の背景と目的

５-１）HLA 分子による T 細胞への抗原提示

　主要組織適合遺伝子複合体 (major histocompatibility complex: MHC )に

よりコードされる MHC 分子は、細胞内で抗原が分解されてできたペプチドを

分子の先端に結合して細胞表面に発現する。T 細胞は抗原を直接認識すること

はできず、細胞表面に発現する抗原ペプチドと MHC 分子を複合体として認識

する。MHC 分子にはクラス I とクラス II の２種類があり、それぞれ細胞内

での局在が異なる抗原に由来するペプチドを機能の異なる T 細胞に提示して

活性化を促す (1)。ヒトの MHC は白血球の血液型として発見されたために、

ヒト組織適合性白血球抗原 (human histocompatibility leukocyte antigen;

HLA )系と呼ばれる。

　αβ 型 T 細胞レセプター (TCR)を発現する T 細胞のうち、細胞傷害性 T

細胞 (CTL) は、HLA クラス I 分子に結合する性質を持つ CD8 分子を発現

する。HLA クラス I 分子は主に核や細胞質の蛋白質に由来するペプチドを

結合して、すべての有核細胞と血小板の表面に発現する。CTL は TCR を介し

て自己の HLA クラス I 分子に結合した、ウィルスあるいは細菌などの非自

己蛋白質に由来するペプチドを認識して感染細胞を破壊する。さらに、腫瘍細

胞の表面に発現する HLA クラス I 分子に結合した自己あるいは非自己ペプ

チドを認識した CTL は腫瘍細胞を破壊する (2)。また HLA クラス I 分子は、

特定のウィルスあるいは細菌に感染した細胞、あるいは腫瘍細胞を破壊する性

質をもつ ナチュラルキラー (NK) 細胞のレセプター(killer-cell inhibitory

receptor; KIR)に結合し、NK 細胞の細胞傷害活性を抑制する（図 1C） (3)。

　HLA クラス I 分子に結合するペプチドは、細胞質蛋白質にユビキチンが

複数結合した後に、プロテアソーム (proteasome) あるいは LMP（large

multifunctional protease）と呼ばれる蛋白分解酵素の複合体によりエネルギ

ー（ATP）依存性に分解されてできたものである (4, 5)。最近、細胞質内で

mRNA が翻訳されてできたばかりの蛋白質のうち 30%にも及ぶものが直ちに

この経路に入ることが示されている。さらにペプチドは、HSP70 などのシャ

ペロンにより小胞体に運搬され、TAP (transporter associated with antigen

processing) 分子により、エネルギー（ATP）依存性に小胞体の内腔へと導
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かれ、そこで HLA クラス I 分子のペプチド収容溝に結合する（図 1） (6)。

このペプチド収容溝には、Ａ～Ｆポケットと呼ばれる６個のポケットが存在す

る。MHC クラス I 結合ペプチドは９個のアミノ酸 (N 末端側より position-

1(P1)～P9 と呼ばれる。) により構成されていることが多く、ペプチドは溝の

両端からはみ出すことなく納まっている（図 1A, B） (7-9)。MHC クラス I

分子で多型を示すアミノ酸残基の多くは、分子の先端にあるペプチドを収容す

る溝を構成するα1 およびα2 ドメインに集中している。このような多型によ

りペプチド収容溝の形状が変化するため、MHC クラス I 分子に結合可能なペ

プチドの構造も MHC クラス I 分子ごとに異なっている。つまり結合する MHC

クラス I 分子ごとに、ペプチドのＮあるいはＣ末端寄りのアミノ酸には一定

の傾向（MHC クラス I 結合モチーフ）が認められる (10)。これらのアミノ

酸の側鎖はペプチド収容溝の左端あるいは右端に位置する、それぞれＡ(P1)、

Ｂ(P2)あるいはＦ(P9)ポケットに収容される（図 1B） (6, 11)。これらのポケ

ットとカッコ内に示した抗原ペプチド上の特定の位置に存在するアンカーアミ

ノ酸の側鎖の大きさ、極性（親水性あるいは疎水性）および荷電などの性質が

適合した場合に、ペプチドは MHC クラス I に結合する。MHC クラス I 結合

性ペプチドは中央部で折れ曲がりペプチド収容溝からせり上がっており、この

部分のアミノ酸の側鎖が TCR により認識される。この状況は特にアミノ酸の

数が 10 個以上のペプチドで顕著である。

　一方、HLA クラス II 分子に結合する性質を持つ CD4 分子を発現する T

細胞は、主に樹状細胞、ランゲルハンス細胞、マクロファージ、単球、B 細

胞などのプロフェッショナル抗原提示細胞（antigen presenting cell; APC）

に限定して発現する HLA クラス II 分子に結合した非自己抗原ペプチドを認

識して種々のサイトカインを分泌する。サイトカインは B 細胞に増殖と形質

細胞への分化を誘導して抗体産生を促進したり、T 細胞の分化と増殖および抗

原提示細胞の活性化を促すなどの作用を示し、細胞内の微生物の排除を促進す

る。抗原提示細胞は HLA クラス I 結合性ペプチドの提示のみならず、HLA ク

ラス II 分子により提示される抗原のプロセッシングと提示という重要な機能

を担っている。

　図２C に示すように、抗原提示細胞は細胞外から抗原を取り込み、これをエ

ンドソーム内の種々の酵素により還元および分解してペプチドを作る。さらに

ペプチドは MIIC（MHC class II compartments）や CIIV（class II vesicles）

と呼ばれる別の細胞内コンパートメントで、HLA クラス II 分子に結合して



11

細胞表面に発現する。MHC クラス II 分子のペプチド収容溝には、MHC ク

ラス I 結合ペプチドと比較して長い 10～30 数個（多くは 15 個前後）のアミ

ノ酸からなるペプチドが、伸張された形で結合している (12, 13)。MHC クラ

ス I ではペプチドを収容する溝の両端が閉じているのに対して、MHC クラス

II では開放されているために、ペプチドの両端のアミノ酸残基は溝の両端から

はみ出している。ペプチド収容溝に収まるペプチド部分は、MHC クラス I と

同様に約９個のアミノ酸からなり、１アミノ酸残基進むごとに側鎖の方向が回

転するため、ペプチド上で MHC クラス II に向かう複数の（通常４～５個）

アミノ酸残基の側鎖がアンカーとなる。これらが MHC クラス II 上のペプチ

ド収容溝に存在する４～５個のポケットに、うまく収容される形をしたアミノ

酸の組み合わせ（MHC クラス II 結合モチーフ）になっている場合に、ペプ

チドは MHC クラス II に結合する (13)。ペプチド上の最も N 末端側のアン

カー残基の位置を position 1 (P1) として C 末端方向に各アミノ酸残基に番号

を付けると、通常 P1, P4, P6 (P7) および P9 の各アミノ酸残基の側鎖が

MHCクラスII 分子の溝に向かいアンカー残基となっていることが多い（図2A,

B）。さらに、これらのアンカー残基の間に介在している残基の側鎖が TCR に

より認識される。

　HLA 分子は、たとえ非自己抗原が存在しても、その大多数は正常な自己蛋

白に由来するペプチドを結合して細胞表面に発現しており、これを認識する T

細胞は胸腺におけるＴ細胞の分化過程で消滅(クローン欠失)しているか、末梢

で不活性化されアナジーの状態になるなどして免疫寛容（トレランス）の状態

にあり、応答を示すことはない。しかし、細胞表面に数千～数万個発現してい

る HLA クラスⅠ分子のうちの数個～数十個が非自己抗原ペプチドを結合して

いると、CTL はこれを認識して細胞傷害活性を発現する。いっぽう抗原提示

細胞表面の HLA クラスⅡ分子のうち数十～数百個が非自己抗原ペプチドを結

合すると、CD4 陽性ヘルパーT 細胞がこれを認識して免疫応答を開始する。
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図１

図 1.　MHC クラス I による抗原ペプチドの CD8+ 細胞傷害性Ｔ細胞

　　　(CTL)への提示

　A. MHC クラス I (ヒトの HLA-A2 分子) に結合性を示す、ウイルス由来の 5 種類のペプチ

ドを重ねて横から見た図。ペプチドは P1̃P9 で示した 9 個のアミノ酸からなり、両端 (N お

よび C 末端)のアミノ酸はすべて一致しており、この部分のアミノ酸の側鎖が MHC クラス I の

ペプチド収容溝にある３つのポケットに収容される。ペプチドの中央部分のアミノ酸残基

(P3̃P7)の側鎖は、ペプチド収容溝からせり上がり TCR により認識される。B. MHC クラス I

(HLA-A2 分子) のペプチド収容溝を、TCR 側より見た図。溝は相対する２つのαヘリックス

(右巻きラセン)構造に囲まれている。丸は A, B および F ポケットの位置を示し、( ) 内の数

字に対応するペプチド上のアンカーアミノ酸残基の側鎖がここに収容される。黒塗りの部分は

MHC クラス I (ヒトの HLA クラス I )で多型を示すアミノ酸残基を示す。CHO は糖鎖を示す。

C. MHC クラス I により提示された抗原ペプチドの認識による CTL の活性化および NK 細胞

の細胞傷害活性の抑制。α1,α2,α3 および β2m は、それぞれ MHC クラス I の細胞外ド

メインおよびβ2 ミクログロブリンを表し、KIR は細胞傷害抑制性レセプター(killer-cell

inhibitory receptor)を表す。

1ドメイン

多型を示すアミノ酸残基

2ドメイン

N末端

CHO

B

ペプチド

N末端 C末端

1

2m

MHCクラスI

2

3

細胞質ﾀﾝﾊﾟｸ質
(自己ﾀﾝﾊﾟｸ質およびｳｲﾙｽ
あるいは腫瘍に特異的な
非自己ﾀﾝﾊﾟｸ質を含む。)

ペプチド

小胞体

ゴルジ体

ペプチド

標的細 胞

C 標的細胞に対する
細胞傷害性の発現

  NK
細胞

抑制シグナル

細胞傷害活性の抑制

細胞傷害抑制性
レセプター 

(KIR)

CD8
　分子

A(P1) F(P9)

鎖

活性化シグナ ル

TCR

鎖

細胞傷害性
CD8+ 

T細胞

プロテア
ソーム

A

C末端

P9

P8

P7

P6
P5

P4

P3
P2

P1
N末端

B(P2)



13

図２

図 2.　MHC クラス II 分子を介した抗原ペプチドの CD4+ヘルパー

　　　Ｔ細胞への提示

Ａ. MHC クラス II 分子 (HLA-DR1)により抗原提示を受けるインフルエンザヘマグルチニンペ

プチド(HA306-318)の構造を示す。MHC クラス II 分子との結合に重要なアンカーアミノ酸残

基で、最もＮ末端側の Tyr の位置を position 1 (P1)としてＣ末端方向に番号を付けた場合の、

各残基の番号およびアミノ酸を表示した。またアミノ酸の側鎖が、MHC クラス II 分子 のペ

プチド収容溝の５個のポケットに収容されるアミノ酸残基を四角で囲んで示した。ペプチド結

合で結ばれたペプチドの主鎖を黒の実線で示す。各アミノ酸上の黒く塗りつぶした原子は MHC

クラス II 分子に接している原子を、白い原子は MHC クラス II 分子とは接触していない原子

を示す。Ｂ. HA306-318 を結合した MHC クラス II 分子を真上（ＴＣＲ側）より見た立体構造

を示す。円は、HA306-318 ペプチド上で MHC クラス II 分子との結合に重要な５個のアンカー

アミノ酸残基（P1, P4, P6, P7 および P9）の側鎖を収容すべく、MHC クラス II 分子のペプチ

ド収容溝に存在するするポケットの位置を示す。黒塗りの部分は、ヒトの代表的な MHC クラ

ス II である HLA-DR 分子において多型性を示すアミノ酸残基を示す。Ｃ. 細胞外から抗原提

示細胞に取り込まれた抗原がペプチドへと分解され、MHC クラス II 分子と結合して CD4+Ｔ

細胞に提示される様子を示す。α1,α2,β1 およびβ2 は、MHC クラス II 分子の細胞外ドメイ

ンを示す。TCR 部分のα,βは TCR のα鎖とβ鎖を、また C と V は定常領域と可変領域をそ

れぞれ示す。
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５-２）抗腫瘍免疫のあらまし

　「悪性腫瘍に対して免疫系の応答は有効か」という疑問に対する、現時点で

の答えは以下のとおりであろう。腫瘍浸潤リンパ球(tumor infiltrating

lymphocyte; TIL)中に腫瘍に反応性のＴ細胞が多いこと、癌患者の末梢血に

腫瘍抗原に対する免疫応答が検出されることなどから、免疫系は腫瘍と戦って

はいるが、腫瘍を排除するには至ってない。

　従来の免疫強化療法は、非特異的に活性化された免疫応答のなかに抗腫瘍効

果を期待したものであった。これに対し近年は、腫瘍に特異的な免疫応答をい

かに増強するかが研究の焦点となっている。この分野では 1）HLA により提

示される腫瘍拒絶抗原ならびにペプチドの同定、および 2）これを認識するＴ

細胞の活性化方法の開発、が重要な問題となっている。近年の基礎免疫学の進

歩により多くの腫瘍拒絶抗原が発見され、Ｔ細胞活性化のメカニズムも次第に

明らかとなり、腫瘍免疫学は新しい局面を迎えつつある。

　前述したように腫瘍拒絶抗原が細胞内でペプチドへと分解され HLA クラス

I 分子により腫瘍細胞の表面に発現されると、主に CTL がこれを認識し腫瘍

細胞を傷害する。ただし多くの腫瘍細胞は抗原を一度も認識したことのないナ

イーブＴ細胞の活性化に不可欠な CD80(B7-1)/CD86(B7-2)などの共刺激分

子を発現しておらず、直接 CTL を活性化することは出来ない。図 3 に示した

ように CD80/86 分子を発現する最もすぐれた抗原提示細胞である樹状細胞は

腫瘍抗原を貪食し、腫瘍拒絶抗原ペプチドを HLA 分子に結合して、ナイーブ

CD4 陽性ヘルパーＴ細胞および CD8 陽性 CTL に提示できる。ナイーブＴ細

胞が活性化されてエフェクターＴ細胞になると、腫瘍細胞のように共刺激分子

を発現していなくても T 細胞レセプター（TCR）が認識可能な HLA・ペプチ

ド複合体を発現していれば、Ｔ細胞はこれを認識して免疫応答を示す(14)。こ

の際に CTL は腫瘍細胞を認識してこれを破壊し、CD4 陽性ヘルパーＴ細胞は

IL-2, IFN-γ, TNF および GM-CSF などのサイトカインを産生し、Ｔ細胞、

Ｂ細胞、あるいは抗原提示細胞を活性化することにより抗腫瘍免疫応答を増強

する（図 3）。活性化されたＢ細胞は腫瘍抗原に特異的な抗体を産生する。
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図３

細胞傷害
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図 3.　樹状細胞などの抗原提示細胞による抗腫瘍免疫応答の活性化

　腫瘍細胞それ自体は、ナイーヴ T 細胞の活性化に不可欠な CD80/86 などの分子を発現し

ていないことが多い。腫瘍抗原を貪食した樹状細胞は、これらをペプチドに分解し、HLA ク

ラス I あるいは HLA クラス II 分子と結合した形で細胞表面に提示する。この HLA とペプチ

ドの複合体を CD8 陽性ナイーブキラーT 細胞あるいは CD4 陽性ナイーブヘルパーT 細胞が T

細胞レセプターを介して認識するとともに、T 細胞上の CD28 分子が抗原提示細胞上の

CD80/86 分子と結合して活性化される。一旦活性化されたエフェクターT 細胞は CD80/86

を発現していない腫瘍細胞に対しても免疫応答を示すことができる。CTL は腫瘍細胞を認識

してこれを破壊し、CD4 陽性ヘルパーＴ細胞は IL-2, IFN-γ, TNF および GM-CSF などの

サイトカインを産生し、Ｔ細胞、Ｂ細胞、あるいは抗原提示細胞を活性化することにより抗腫

瘍免疫応答を増強する。活性化されたＢ細胞は腫瘍抗原に特異的な抗体を産生する。



16

５-３）腫瘍拒絶抗原の同定

　科学的基盤に立った癌の免疫療法を確立するための第一のステップは、ター

ゲットとなる腫瘍抗原を同定することである。このために、20 世紀初めよりヒ

トや実験動物に発生した種々の癌を用いて多大な努力がなされてきた。しかし、

腫瘍抗原の存在をヒトの癌で実証することはむずかしく、長いあいだその存在

すら疑われていた。地道な研究が実を結び、ヒトの腫瘍抗原が分子レベルで明

らかにされたのは、1991 年であった。Ludwig 癌研究所（Brussels Branch）

の Boon らのグループ (15)は、メラノーマ患者の細胞傷害性 T 細胞が認識す

る腫瘍抗原、MAGE の遺伝子クローニングに成功した。彼らの論文が、ヒトの

腫瘍抗原に科学的根拠を与え、また腫瘍抗原の同定方法も確立させた最初の報

告であった。インターロイキン(IL)-2 使用による CTL のクローン化と長期培

養と遺伝子の発現クローニング法という二つのよく確立された技術を組み合わ

せたことと、T 細胞による抗原認識の分子機構の解明という学問的進展がこれ

を可能ならしめた。CTL は抗原丸ごとを認識するのではなく、抗原蛋白質由来

の 8～12 個のアミノ酸から成るペプチドと、主要組織適合遺伝子複合体(MHC)

の遺伝子産物である MHC クラス I 分子とが結合した複合体を認識する (2)。

MHC 分子の役割は、ペプチド（抗原）を T 細胞に提示することである。した

がって、抗原蛋白そのものが細胞表面に存在する必要はなく、核や細胞質に存

在する分子も適切にペプチドに分解され MHC 分子に結合すれば、細胞表面に

移動して T 細胞に認識される。この画期的な発見は、それまで主に抗体を用い

て検出することにより細胞表面分子に限定して考えられていた腫瘍抗原の概念

を大きく変え、腫瘍抗原となりうる分子の種類と数を飛躍的に拡大させた。

　Boon らの発表後、癌患者由来の CTL が認識するメラノーマやほかの癌の腫

瘍抗原が、分子生物学的方法、もしくは生化学的方法を用いて同定されている

(16-20)。最近、抗腫瘍免疫における CD4+ヘルパーT 細胞の重要性が指摘され、

これが認識する腫瘍抗原も分子生物学的方法や生化学的方法を用いて同定され

るようになってきた (21, 22)。同定された抗原をターゲットにした癌の免疫療

法の臨床試験が、欧米でもわが国でもすでに開始されている (23-26)。しかし、

T 細胞の活性化を指標にした癌抗原の遺伝子発現クローニングによる同定には

技術的な制約が多く、これまで同定された腫瘍抗原はメラノーマに関連するも

のが主であり、他の種々の癌における腫瘍抗原の同定にまでは普及しなかった。

　抗体を用いた腫瘍抗原同定の試みは、CTL による試みより長い歴史をもつ。

特に腫瘍特異的モノクローナル抗体は大きな期待をもって迎えられた。しかし、

作製された抗体の多くは分化抗原に対するもので、”癌特異的”な抗原は同定
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されず、しかも癌免疫療法での抗体の有用性は特定の抗原を発現する癌に限定

されたものとなっている。しかし、1995 年にドイツ・Saarland 大学の

Pfreundschuh ら (27)により、癌患者が自己の癌に反応して産生する抗体が認

識する腫瘍抗原を、遺伝子の発現クローニングの手法を取り入れて同定する方

法 、 SEREX (serological identification of antigens by recombinant

expression cloning)が確立された。SEREX 法は、腫瘍抗原の同定を加速的に

進展させており、すでに SEREX 法により同定された多数の腫瘍抗原 (28-31)

がデータベース化されている(http://www2.licr.org/CancerImmunomeDB)。

　また、われわれが世界に先駆けて行った cDNA microarray analysis を用い

て腫瘍特異抗原の探索を行う方法も有用であることが判明してきている。さら

にこれらの方法で同定された抗原の一部をターゲットにした抗腫瘍免疫療法の

臨床試験も開始されている。

５-４）cDNA マイクロアレイ解析を用いた

腫瘍拒絶抗原の同定

　免疫療法への応用を考える場合には、多くの患者に使えるという共通性（発

現頻度）、腫瘍特異性、免疫原生、腫瘍拒絶能、抗原消失性、自己免疫などの

副作用、などによって各抗原の特徴をとらえる必要がある。すなわち、理想的

な癌拒絶抗原が備えているべき性質として以下の 3 つが考えられる。①癌患者

の体内において免疫応答を誘導する抗原；癌細胞の拒絶までは至らないとして

も、癌患者の血液中に抗原特異的な抗体や T 細胞の存在が検出できるもの。②

発現の組織特異性が優れた抗原；癌細胞での発現は強いが、正常組織にはほと

んど発現しておらず、腫瘍抗原に対する免疫応答が重篤な自己免疫疾患を誘導

しないもの。たとえば、胎児期組織および癌組織のみに発現する癌胎児性抗原

や、癌細胞と免疫系から隔離された組織のみに発現する癌精巣抗原（CT 抗原）

など。③免疫系からの逃避が起こりにくい抗原；癌細胞の悪性形質転換、組織

浸潤や転移に重要な役割を担っている分子で、癌細胞がその発現を欠落すると、

癌の悪性形質を失うもの。

　また、現在までに同定されているヒト癌抗原を分類すると、①cancer-testis

抗原、②組織特異抗原、③変異ペプチド抗原、④癌遺伝子、癌抑制遺伝子産物、

⑤癌胎児性抗原、⑥癌細胞で発現が増強している抗原などがあげられるが、

T 細胞によって認識されるヒト腫瘍抗原の同定法として以下の 4 つがあげられ

る。①癌化と関連した腫瘍抗原の候補に対する T 細胞応答の解析；細胞の癌化

に関連した癌遺伝子や癌抑制遺伝子産物の突然変異部分、融合蛋白質の境界部
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分、あるいはウィルス抗原に由来するペプチドを特異的に認識する T 細胞の証

明（変異 Ras、変異 p53、BCR/ABL、TEL/AML1 ほか）。②癌細胞に特異的

に反応する T 細胞株（クローン）を利用した、癌細胞由来の cDNA ライブラ

リーのスクリーニング（MAGE-1/3、チロシナーゼ、gp100、Melan-A/MART-1、

SART-1 ほか多数）。③癌患者血清中の抗腫瘍抗原 IgG を利用した、癌細胞由

来の cDNA ライブラリーのスクリーニング（SEREX 法）（NY-ESO-1 ほか多

数）。④cDNA microarray analysis による、遺伝子発現の組織特異性から抗腫

瘍免疫の誘導に適した腫瘍抗原の同定と、その抗原性の解析（PP-RP (32)、

Glypican-3 (33)ほか）。

　cDNA マイクロアレイ解析の概略を図 4 に示した。腫瘍抗原候補の同定に

cDNA マイクロアレイ解析を用いることの最大の利点は、一度に数千～数万種

類の遺伝子の発現をスクリーニングすることができるところである。そこでま

ず理想的な癌拒絶抗原が備えているべき性質のうちの②の条件を満たす遺伝子

を選出することができる。場合によっては③の条件を満たす遺伝子を選出する

こともできる。さらに cDNA マイクロアレイ解析は患者毎に遺伝子発現を解析

することができるため、各遺伝子の発現頻度も知ることができる。

　今回われわれは東京大学医科学研究所ヒトゲノムセンターの中村祐輔博士と

の共同研究により、cDNA マイクロアレイ解析を用いて、食道癌に特異的に高

発現する遺伝子を同定するために以下の 2 つの手順を踏み、上記の理想的な癌

抗原としてふさわしい Proliferation potential-related protein（PP-RP）の

同定に成功した。①食道癌患者 26 例の癌部と非癌部における 9,216 種類の遺

伝子の発現を比較検討することにより、多くの症例で癌部/非癌部の発現の比

が 5 以上の遺伝子を選ぶ。②27 臓器（胎生期の 4 臓器を含む）の正常組織に

おける 9,216 種類の遺伝子の発現プロファイルを解析して、胎生期の組織ある

いは免疫学的に隔離された胎盤や精巣にしか発現しない遺伝子を選ぶ。

　実際にはまず、食道癌患者 26 例の癌部と非癌部における 9,216 種類の遺伝

子の発現を比較検討することにより、20 症例以上で癌部/非癌部の発現の比が

5 以上の遺伝子を 16 種類選び、次にそれらの各遺伝子について 27 臓器（胎生

期の 4 臓器を含む）の正常組織における 9,216 種類の遺伝子の発現プロファイ

ルを解析して、胎生期の組織あるいは免疫学的に隔離された胎盤や精巣にしか

発現しない遺伝子を探し出した。今回われわれが腫瘍抗原として同定した PP-

RP は、食道癌患者 26 例中 22 例で癌部/非癌部の発現の比が 5 以上（平均 396.2）

で、胎盤に発現する以外は、ほとんどの正常臓器に発現を認めない遺伝子であ

った。
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図 4

正常な食道組織

食道癌部の組織

RNA の抽出
逆転写反応

蛍光ラベリング

: Cy3

: Cy5

ターゲット
DNAプローブ

DNA

混合

ハイブリダイゼ－ション

R/G=1.0

DNA array

R/G>1.0 R/G<1.0

食道癌部での

発現増加

食道癌部での

発現減少

食道癌部での

発現変化なし

図 4.　cDNA マイクロアレイ解析の概要

　比較する 2 つの状態の細胞や組織から RNA を抽出する(今回の場合、食道癌部と非癌部組

織を Laser capture microdissection にて回収し、それぞれの組織から RNA を抽出した)。逆転写

反応により cDNA を合成する際に、2 種類の蛍光色素をそれぞれ取込ませ標識する(今回の場

合、食道癌部 DNA を Cy5 で、非癌部 DNA を Cy3 で標識した)。標識された cDNA を混合し、

ターゲット DNA とする。プローブ DNA をアレイしたスライドガラス上でハイブリダイゼー

ションを行ったのち、非特異的な結合を洗浄し取り除き、 CCD カメラあるいは蛍光スキャナ

ーを用いてハイブリダイゼーション後の蛍光画像を取込み、疑似カラー (Cy3:赤、Cy5:緑)をつ

けて表示するとともに、それぞれの蛍光強度の比 (R/G)を計算し、遺伝子発現プロファイルと

して示す。
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表 1

cDNA マイクロアレイ解析を用いて同定された腫瘍抗原

抗原の特徴 抗原名 同定された腫瘍

Proliferation potential-
related protein (PP-RP)

食道癌

Glypican-3 
(GPC3)

肝臓癌

cancer-related 
autoantigen

carcinoembryonic 
antigen

cancer-testis 
antigen

LEM domain-containing 1 
(LEMD1)

大腸癌

Clinical Cancer 
Research

Clinical Cancer 
Research

Oncology Report

文献
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５-５）本研究の目的

　本研究は食道癌の cDNA マイクロアレイ解析より新たな腫瘍拒絶抗原を同

定し、さらにその腫瘍の診断および抗腫瘍免疫療法への応用の可能性を探るこ

とを目的とする。
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６　実験方法

６-１）cDNA マイクロアレイ解析を用いた

腫瘍抗原遺伝子の同定

　食道癌患者 26 人の癌部と非癌部の組織から抽出した RNA をそれぞれ Cy3

と Cy5 にて標識後ターゲット DNA とし、ヒトで発現している 9,216 種類の

プローブ DNA とハイブリダイズさせることにより、遺伝子の発現プロファイ

リングを行った。その結果、正常食道組織（非癌部）では発現が低かったが、

食道癌で発現が著明に増加する遺伝子 16 種類を選出した。

　次に、それらの遺伝子の正常組織における発現を確認したところ、正常組織

では胎盤のみに高発現しており、それ以外ではほとんど発現が認められない遺

伝子、Proliferation potential-related protein（PP-RP）を同定した。PP-RP

遺伝子は、cDNA マイクロアレイ解析によると、食道癌患者 26 例中 22 例と

いう高頻度で高発現している遺伝子だということが明らかになった。

６-２）ノザンブロット解析と Reverse

Transcription-PCR (RT-PCR)

　TRIZOL reagent を用いて、様々な組織と細胞株から total RNA を抽出し

た。癌細胞株は東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センターから供与頂いた。

様々な癌組織、正常組織は熊本大学医学薬学研究部消化器外科学、顎口腔病態

学より恵与された。いくつかの正常組織の total RNA は Biochain 社から購入

した。ノザンブロット解析では、20μg の各種 total RNA をナイロンメンブ

レン（Hybond N+, アマシャム社）に転写したもの、もしくは Poly(A)+ RNA

blots of human tissues（Human 12-Lane MTN Mlot, クロンテック社）に、

PP-RP 特異的な約 1000bp の 32P で標識したプローブをハイブリダイズさせ、

PP-RP 遺伝子の発現を検出した。また、各 1μg の total RNA からランダム

ヘキサマープライマーを用いて Superscript reverse transcriptase（インビ

トロジェン社）により各 cDNA を合成した。RT-PCR の各遺伝子特異的プラ

イマーを作成し、PCR 反応は 94℃1 分間、58℃1 分間、72℃1.5 分間で 30 サ
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イクル行い、PCR 産物を 1％アガロースゲルで分離してエチジウムブロマイ

ドで染色し特異的バンドを検出した。比較対照のためβアクチン特異的なプラ

イマーも同時に用いた。プライマーのシークエンスは、表 2 に示す通りであ

る。

６-3）PP-RP の免疫組織化学的解析と細胞内局在

　ヤギ抗ヒト RBQ-1 ポリクローナル抗体（サンタクルズ社）を用いて免疫組

織化学解析を行った。vectastain ABC-PO (rabbit IgG, mouse IgG) キット

（Vector Laboratories 社）を用い、アビジンービオチン複合体免疫ペルオ

キシダーゼ法で、免疫染色を行った。一次抗体は、ヤギ抗ヒト RBQ-1 ポリク

ローナル抗体（サンタクルズ社）を 200 倍希釈で、ホルマリン固定パラフィ

ン包埋切片よりパラフィンを除去して、正常ウサギ血清にて室温で 30 分間ブ

ロックし、一次抗体を 4℃で 14 時間反応させた後に phosphate-buffered

saline（PBS）で洗浄した。さらにビオチン標識抗ヤギ IgG 抗体と室温で 1

時間反応させた後に PBS で洗浄し、ストレプトアビジンービオチン標識ペル

オキシダーゼと室温で 1 時間反応させて PBS で洗い、diaminobenzidine で

発色させた。対比染色としてヘマトキシリンを使用した。

　PP-RP の細胞内局在の解析も行った。PP-RP を高発現する食道癌細胞株

TE11 細胞を 35mm ペトリディッシュにまき、PBS 溶液で 2 回洗浄したあと、

4％パラホルムアルデヒド溶液で 20 分間固定し、PBS 溶液で 3 回洗浄、その

後 0.4％Triton-X/PBS にて 10 分間処理後、PBS 溶液で 3 回洗浄した。続い

て 3% ウシ血清アルブミンにて 1 時間ブロッキングし、200 倍希釈した一次

抗体（ヤギ抗ヒト RBQ-1 ポリクローナル抗体（サンタクルズ社））を室温で

2 時間反応させた。PBS で 3 回洗浄後、FITC 標識抗ヤギ IgG 抗体(ジャクソ

ンイムノリサーチラボラトリー社)を 1 時間反応させた。PBS で 3 回洗浄しPBS

で 10000 倍希釈した RNase を 20 分間反応させ RNA を分解した。PBS で 3

回洗浄し 0.25μg/ml の propidium iodide を 10 分間反応させ、DNA を染色

した。PBS で 3 回洗浄しグリセロールを数滴落とし、カバーグラスをのせ、

共焦点レーザー顕微鏡（Fluoview FV300 オリンパス社）で観察した。

６－4）末梢血単核細胞(PBMC)からの PP-RP 特異的

CTL 株の樹立
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　PP-RPのアミノ酸配列について、日本人集団で一番頻度が高いHLA-A24

（HLA-A*2402）分子に結合するペプチドの構造モチーフを有する部分をモチ

ー フ 探 索 デ ー タ ベ ー ス （ http://bimas.dcrt.nih.gov/cgi-

bin/molbio/ken_parker_comboform）で検索し、10種類のペプチドを選択

した（表5）。HLA-A24（A*2402）結合モチーフの概略は、P2にチロシン、

フェニルアラニン、P9またはP10にロイシン、イソロイシン、フェニルアラニ

ン、トリプトファンが存在することである。これら10種類のペプチドをペプチ

ド合成着で作成し、食道癌患者5人、健常人6人の計11人のPBMCを刺激し、

HLA- A*2402拘束性にペプチドを認識する細胞株を樹立した。具体的な方法

は、（図5）に示した。

　まず全血よりFicollにてPBMCを分離した後、マイクロビーズ（Miltenyl

Biotec社）をもちいてCD8陽性細胞とCD14陽性細胞を分離した。CD8陽性細

胞は凍結保存した。CD14陽性細胞をGM-CSF（100 ng/ml）とIL-4（100

U/ml）を加えた10%ウシ胎児血清入りRPMI1640メディウム中で培養して5日

目にTNF-αを20 ng/mlになるように加えさらに2日培養し、成熟樹状細胞

（DC）に分化させ、抗原提示細胞として使用した。CTLの誘導には10%自己

血清入りRPMI1640メディウムを使用した。24穴プレートに1ウェルあたりDC

を1-2×105個と5 µMのペプチドを入れ2時間後に35Gyの放射線を照射した。

その後に凍結保存しておいた2×106個のCD8陽性細胞を加え培養した。第1日

目にIL-7 (5 ng/ml)を加えた。またこの日から新しいDCの誘導を始めた。第8

日第15日に同様のDCを準備し、CD8陽性細胞をRPMI1640で1回洗浄後、DC

で再刺激した。この際にIL-7 (5 ng/ml)とIL-2(10 U/ml)を加えた。

　ペプチド特異的CTLの誘導の確認は、C1R-A*2402細胞を標的細胞にした 51Cr
放出法による細胞傷害試験を指標として行った。C1R-A*2402細胞は本学滝口教

授（ウィルス制御学）より供与頂いたもので、HLAをほとんど発現していない

EBウィルス感染Bリンパ球株C1R細胞にHLA-A*2402を遺伝子導入した細胞であ

る。また陰性対照群としてC1R細胞にペプチドを加えた群に対する反応も検討

した。51Cr放出法による細胞傷害の定量はC1R-A*2402細胞を 51Cr (Na2
51CrO4) で

1時間ラベルした後、96穴U底プレートに1ウェルあたり1×104個まき、その10、

20、40、倍数の培養20日目のCTLを加え、4時間後に培養上清を採取して死細胞

より放出された51Crを測定することにより行った。

６－5）PP-RP 特異的 CTL 株の解析

　通常の癌細胞に対する細胞傷害活性を検討するために HLA-A24、PP-RP

の両方を発現している食道癌細胞株（TE-11、TE-13）、HLA-A24 は発現し

ているが PP-RP は発現していない肝臓癌細胞株（SK-Hep-1）、PP-RP は発
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現しているが HLA-A24 は発現していない食道癌細胞株（TE-9）を用いて細

胞傷害活性を測定した。1 日目に細胞を 51Cr で 1 時間ラベルした後に、96 穴

平底プレートに 1 ウェルあたり、1×104 個まいた。2 日目にターゲット細胞

に対して、10、20、40 倍の数の CTL 細胞株を加え、4 時間後に培養上清を

採取して死細胞より放出された 51Cr を測定した。

　さらに癌細胞を傷害する CTL 細胞株が PP-RP 特異的に反応しており、ま

た CTL の誘導に用いたぺプチドが癌細胞内でプロセッシングを受け、HLA-

A24 と PP-RP ペプチドの複合体として癌細胞の表面に提示されているかを検

討するために、PP-RP を高発現している食道癌細胞株 TE13 に PP-RP の RNAi

を用いて PP-RP をノックダウンした細胞を標的細胞として 51Cr 放出法による

細胞傷害試験を行った。

６－６）養子移植免疫療法モデル

　6 週齢のメスの BALB/c ヌードマウスをチャールスリバー社より購入し、熊

本大学の Center for Animal Resources and Development (CARD)にて飼育した。ま

ず、1×105 個のヒト食道癌細胞株 TE11 を BALB/c ヌードマウス背部皮下に移

植（zenografting）する。TE11 が腫瘍を形成し、その大きさが 30mm2 になった

ところで、5×106 個の PP-RP ペプチド 8 特異的な CTL 細胞株、コントロール

の CD8+ T 細胞株もしくは PBS のみを腫瘍内およびその周辺に局所注入した。

コントロールの CD8+ T 細胞株として、食道癌患者の PBMC をペプチド 5 で刺

激後に得たが、ペプチド 5 特異的な細胞傷害活性を示さず、さらに TE11 に対

しても細胞傷害活性を全く示さなかった CD8+ T 細胞株を用いた。Day0 と 7 に

2 回、各 T 細胞株を局所注入し、その後 3 日毎に腫瘍の大きさ（長径×短径）

を測定した。

６－7）RNAi による PP-RP ノックダウン細胞の作製

　PP-RP の遺伝子発現を RNAi（RNA interference）により抑制するために、

siRNA（small interfering RNA）を設計した。PP-RP の発現を減少させるこ

とのできた配列は、5 ’-GAACAGCACUCCUGGAAUC-3’であった。その配

列をもとに、short hairpin RNA（shRNA）を作製した。これについては、

Ambion (Austin, TX, USA)と NipponBioService (Asaka, Saitama, Japan)

を参考にした。shRNA の配列は、センス 5’-GATCCCGAACAGCACTCCTGG

AATCTTCAAGAGAGATTCCAGGAGTGCTGTTCTTTTTTGGAAA-3’ 、 ア

ンチセンス 5’-AGCTTTTCCAAAAAAGAACAGCACTCCTGGAATCTCTCT
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TGAAGATTCCAGGAGTGCTGTTCGG-3’とし、shRNA 発現 vector を作成

し、PP-RP を高発現している食道癌細胞株 TE13 に遺伝子導入した。PP-RP

蛋白質の発現が減少していることは、ウエスタンブロット解析と蛍光免疫染色

にて確認した（図 14、19）。
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図５

末梢血単核細胞ドナー：HLA-A24陽性食道癌患者&健常人

メディウム　　　　　：10%自家血漿添加RPMI-1640

MACSビーズを用いて末梢血単核球を分離

CD14陽性細胞 (5×105/ウェル)
+IL-4(100U/ml)+GM-CSF(100ng/ml) 

TNF-αを添加(20ng/ml)

CD8陽性細胞は-80℃
にて凍結保存

Day-7

Day-2

Day0

未熟樹状細胞

成熟樹状細胞

CD8陽性細胞(2×106/ウェル)+成熟樹状細胞(2×105/ウェル)
+ペプチド(5μM)+IL-7(5ng/ml) 

Day7,14,21
成熟樹状細胞+ペプチド(5μM)
+IL-7(5ng/ml)+IL-2(10U/ml)にて再刺激

51Cr 放出試験にて特異性の確認Day28

図 5.　腫瘍抗原ペプチドに特異的な CTL 株の樹立法

　末梢血から Ficoll にて PBMC を分離し CD8 抗体と CD14 抗体を付着させた MACS ビーズ

で、それぞれ CD8 陽性細胞と CD14 陽性細胞を分離した。CD8 陽性細胞は、凍結保存した。

CD14 陽性細胞は、GM-CSF と IL-4 をいれたメディウム中で 6 穴プレート 1 ウェルあたり 5

×105 個でまいた。5 日目に TNF-αを添加して、成熟樹状細胞に分化させた。一度洗浄した

後、2×105 個の成熟樹状細胞と 5 µM のペプチドを 24 穴プレートにいれ、2 時間静置した後、

35Gy の放射線を照射した。そこに 2×106 個の CD8 陽性細胞と IL-7 を加えた。その日から

新たに樹状細胞の誘導を開始した。7 日と 14 日後に同様に樹状細胞とペプチドで再刺激した。

その際、IL-2 もさらに加えた。18 日目以降の細胞を使用して、C1R-A*2402 細胞を標的細

胞として 51Cr 放出試験にて CTL 株のペプチド特異性を確認した。
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表 2
PP-RP 遺伝子の RT-PCR に用いたプライマー

腫瘍抗原 プライマーの塩基配列

5’- TGCTGTTGTGATTCCCTGCTG -3’PP -RP sense

5’- AGGAAACTGAGGAGAAAACTG -3’antisense

表 3
PP-RP のノックダウンに用いた siRNA

塩基配列

5’-GAACAGCACUCCUGGAAUC-3’PP -RP - siRNA

5’-GATCCCGAACAGCACTCCTGGA

ATCTTCAAGAGAGATTCCAGGAGT

GCTGTTCTTTTTTGGAAA-3

sense

5’-AGCTTTTCCAAAAAAGAACAGC

ACTCCTGGAATCTCTCTTGAAGAT

TCCAGGAGTGCTGTTCGG-3’

antisense

short hairpin RNA

（shRNA）

siRNA
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７　実験結果

７-１）cDNA マイクロアレイ解析を用いた

腫瘍拒絶抗原候補遺伝子の選出

　食道癌患者 26 例の癌部と非癌部の RNA をそれぞれ抽出し、9,216 種類の遺

伝子について cDNA マイクロアレイ解析を行った。そのデータをわれわれは解

析し、26 例中 20 例以上の患者で非癌部より癌部で 5 倍以上発現が増加してい

る遺伝子を 16 種類選び出した（図 6）。選んだ 16 種類の遺伝子の正常組織で

の発現を確認後、proliferation potential-related protein（PP-RP）を腫瘍拒

絶抗原候補として選んだ（図 7）。

　その結果、PP-RP 遺伝子は 26 例中 22 例において、非癌部に比べて癌部で

5 倍以上の発現がみられる遺伝子であった。また、正常および胎生期の組織に

おいて PP-RP は、胎盤のみで高い発現が認められ、その他の組織ではほとん

ど発現が認められない遺伝子であった。

７-２）RT —PCR とノザンブロット解析による癌細胞株、

癌組織および正常組織における PP-RP 遺伝子

の発現解析

　9 種類の食道癌細胞株と 3 例の食道癌患者での PP-RP 遺伝子の発現を

RT-PCR（図 8）にて、また、13 種類の正常組織における PP-RP 遺伝子の発

現をノザンブロット解析（図 9）にて確認した。その結果、調べた 9 種類の食

道癌細胞株と 3 例の食道癌患者すべてにおいて PP-RP遺伝子は発現していた。

また、PP-RP 遺伝子は正常組織において、胎盤と精巣に強い発現が認められ、

脳、心臓、腎臓、肺、肝臓では弱い発現が認められた。正常な食道組織では発

現は認められなかった。
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図 6
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図 6.　食道癌の cDNA マイクロアレイ解析のデータの解析

　これらの 16 種類の遺伝子は、食道癌患者 26 例中 20 例以上で、非癌部より癌部で 5 倍以上

の発現増加がみられる遺伝子である。この中から、PP-RP を免疫療法の標的抗原の候補として

選んだ。PP-RP 遺伝子は、26 例中 22 例において非癌部より癌部で 5 倍以上（平均 396.2 倍）

の発現増加がみられる遺伝子であった。
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図 7
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図 7.　正常組織での PP-RP 遺伝子の発現解析（cDNA マイクロアレイ

解析による）

　正常および胎生期の組織における PP-RP 遺伝子の発現を cDNA 解析のデータより解析した

ところ、PP-RP 遺伝子は胎盤のみに高発現していたが、他の成人正常組織における発現は、非

常に低かった。



32

図 8
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図 8.　RT-PCR による癌細胞株および食道癌組織における PP-RP 遺伝

子の発現解析

　癌細胞株 10 種類、食道癌組織 3 例について PP-RP mRNA の発現を解析した。1 µg の total

RNA を用いて cDNA を合成した。PP-RP については 30 サイクルの PCR を行った。RNA 量

のコントロールとして、β-アクチンの PCR も行った(25 サイクル)。
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図 9
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図 9.　ノザンブロット解析による正常組織における PP-RP 遺伝子の発

現解析

　正常組織 13 種類について PP-RP mRNA の発現を解析した。PP-RP については 30 サイク

ルの PCR を行った。18S 、β-アクチンを RNA 量のコントロールとして検出した。
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７-３）PP-RP 蛋白質の免疫組織化学的解析

　正常胎盤、精巣、脾臓、リンパ節、脳、腎臓、肺、肝臓および食道癌組織に

ついてパラフィン標本を用いて PP-RP 蛋白の発現を検討した。正常組織にお

いては、胎盤および精巣においてのみ PP-RP 蛋白の発現が認められた（図

10A-D）が、脾臓、リンパ節、脳、腎臓、肺、肝臓では認められなかった（図

10E-P）。また、正常食道においても PP-RP 蛋白の発現は認められなかった（図

10Q,R）が、食道癌患者 22 例においては、ほとんどの症例で PP-RP 蛋白の発

現が認められた（図 10S-V）。さらに高倍率で観察したところ、分裂期の細胞

において染色体と一致して PP-RP 蛋白質の局在が認められた（図 10W,X）。

７-４）食道癌手術後 R1 症例における、

PP-RP 遺伝子の発現量と予後の関係

　食道癌の手術後、腫瘍の残存が認められない症例を R0、肉眼的に明らかに

腫瘍の残存が認められる症例を R2 とした。R0 にも R2 にも含まれない症例を

R1 とした。R0、R1、R2 はそれぞれ 26 例中 8 例、15 例、3 例であった。R1

の 15 例のうち、PP-RP の発現量が非癌部と比べ癌部で 1000 倍以上あった 5

症例を R1A、142.1 倍以下（2.1-142.1 倍）の 10 症例を R1B とした場合、R1A

群では全員が 25 カ月以内に死亡してしまったのに対して、R1B 群では 10 例

中 7 例において 30 カ月以上（30-122 カ月）の生存が確認された（表 4）。ま

た、R1A 群と R1B 群では生存期間に有意な差（p＜0.05）が認められた（図 11）。
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図 10
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図 10.　各組織における PP-RP 蛋白質の免疫組織化学的解析

　正常精巣（A,B）、胎盤（C,D）、脾臓（E,F）、リンパ節（G,H）、脳（I,J）、腎臓（K,L）、

肺（M,N）、肝臓（O,P）、食道（Q,R）、さらに、食道癌組織（S-X）ついて PP-RP 蛋白質の

発現を解析した。切片は抗 PP-RP 抗体を 1 次抗体とし、ABC 法で染色した。PP-RP 蛋白質

の発現は、茶色の部分である。スケールバーは共に 100 µm。
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表 4

食道癌の手術後、R1 であった 15 症例の臨床病理学的特徴

性別
生存期間

(月)

a
b癌部・非癌部における

PP-RPの発現量の

相対比

予後 TNM 分類 病理組織評価
腫瘍の残存

状態

c
d

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000

142.1
48.6
11
10.5
10.2

6.3
6

2.2
2.1

5

24

16
12
4

>62

19

11

16

>98
>122

>34

>30

20

>30

>30

IV
IV
IV
IV
IV

IV
IV

IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV

III

G2

G2
G2
G2
G2
G2
G2
G1
G2
G2
G1

G1
G2
G1
G2

R1

R1
R1
R1

R1
R1

R1
R1
R1
R1
R1
R1

R1
R1
R1
R1

男
男
男
男
男

男
男
男
男
男
男
男
男
男
男

43
60
55
56
60

61
61
54

58
50

67
67
63
57
55

年齢(歳)

死亡
死亡
死亡
死亡
死亡

死亡
生存

生存
生存
生存
生存
死亡
生存
生存
死亡

a 8 名の患者が食道癌に関連する原因で、死亡した。
b 追跡月数は、手術から死亡もしくは最終追跡日までの期間とした。
c G1、G2、および G3 は、分化の度合いがそれぞれ高度、中等度、もしくは

低いことを示す。
d R0 は残存腫瘍がない状態を、R2 は肉眼で見える残存腫瘍がある状態を示し

ており、R1 とは R0 でも R2 でもない状態を示す。
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図 11
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図 11.　食道癌の手術後 R1 であった 15 症例における、PP-RP 遺伝子

の発現量と予後の関係

　PP-RP が非癌部と比較して癌部で 1000 倍以上発現している 5 例では、すべての患者が 24

か月以内に死亡していた（●）。一方、PP-RP の発現が 142 倍以下（2.1-142.1 倍）の 10 例

中 7 例では、30 か月以上（30-122 か月）の生存が確認された（○）。この 2 群間には、統計

学的に有意差（p<0.05）が認められた。
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７-５）PP-RP 特異的 CTL 株の樹立

　HLA-A*2402 陽性の食道癌患者 5 人健常人 6 人の PBMC を、PP-RP ペプ

チドを添加した自己の樹状細胞（DC）を用いて刺激することより、PP-RP 特

異的 CTL 細胞株の樹立を試みたところ、C1R-A*2402 細胞に PP-RP ペプチ

ドを添加した場合にのみ細胞傷害活性をもつ CTL 細胞株を誘導することがで

きた。代表的な 4 つの CTL 細胞株について、図 12 にまとめた。これらの CTL

細胞株は C1R-A*2402 細胞に当該ペプチドを負荷したときにのみ細胞傷害活

性を示し、HLA-A*2402 を発現していない親株の C1R 細胞に当該ペプチドを

負荷しても細胞傷害活性を示さなかった。また、C1R-A*2402 細胞に HLA-A24

に結合できる HIV-1 ペプチドを添加えた場合には、細胞傷害活性を示さなか

った（図 12）。これらの結果より、これらの CTL 細胞株は HLA-A24 拘束性

に PP-RP ペプチドを認識できることが明らかとなった。

　次に、これらの CTL 株が PP-RP を発現した食道癌細胞を傷害することがで

きるか否かについて検討した。HLA-A24 の発現は、抗 HLA-A24 抗体（One

Lambda, Inc., USA）フロー・サイトメトリーを用い確認した（data not shown）。

PP-RP の発現は RT-PCR で確認した（図 8）。TE11、TE13 と SK-Hep1 細胞

は HLA-A24 を発現しているが、TE9 細胞は発現していなかった。また、TE11、

TE13 と TE9 細胞は PP-RP を発現しているが、SK-Hep1 細胞は発現してい

なかった。4 つの CTL 細胞株は、HLA-A24 と PP-RP を両方とも発現してい

る TE11、TE13 細胞に対して細胞傷害活性を示したが、片方しか発現してい

ない TE9、Sk-Hep1 細胞に対しては細胞傷害活性を示さなかった（図 13）。

この結果より、PP-RP は HLA-A24-PP-RP ペプチド複合体として細胞表面上

に提示されており、それを認識し、傷害活性を示すことのできる CTL 細胞株

が存在することが明らかとなった。

　今回、食道癌患者 5 人、健常人 6 人において 10 種類の PP-RP ペプチドを用

い PP-RP 特異的な CTL 細胞株の誘導した結果を表 5 に示す。食道癌患者 5 人

すべてにおいて PP-RP 特異的な CTL 細胞株の誘導できたが、健常人ではでき

なかった。また、10 種類の PP-RP ペプチドのすべてにおいて PP-RP 特異的

な CTL 細胞株の誘導が可能であり、誘導されるペプチドの種類が人によって

異なることも明らかとなった。

　さらに誘導された CTL 細胞株の PP-RP 特異的な細胞傷害活性を確認するた

めに、われわれは TE13 細胞に、PP-RP siRNA を発現する pSilencer vector
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を遺伝子導入し、PP-RP をノックダウンした TE13shPP-RP 細胞を作製した。

コントロールとして、TE13shGFP 細胞も作製した。TE13shPP-RP 細胞では

TE13、TE13shGFP 細胞よりも PP-RP 蛋白質の発現量が減少していることを、

ウエスタンブロット解析により確認した（図 14）。

　そこでわれわれは、誘導した CTL 細胞株の標的細胞としてこれらの細胞を

用いることにした。図 13、14 と同じ 4 つの CTL 細胞株について、図 15 に示

した。これらの CTL 細胞株は、TE13、TE13shGFP 細胞に対して細胞傷害活

性を 示し たが 、TE13shPP-RP 細 胞に 対して は示 さな かった 。そ こで

TE13shPP-RP 細胞に当該ペプチドを加えると、細胞傷害活性を示すようにな

った。この結果より、これらの PP-RP ペプチドは、TE13 細胞中での自然なプ

ロセッシングにより産生されることが明らかとなった。
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表 5

合成 PP-RP ペプチドで刺激した HLA-A24 陽性の食道癌患者および健

常人の PBMC からの、PP-RP 特異的 CTL 株の誘導

36
240

90
36

360
100
36
22
20

100

PP-RP-1 
PP-RP-2 

PP-RP-3 
PP-RP-4 
PP-RP-5 
PP-RP-6 
PP-RP-7 
PP-RP-8 
PP-RP-9 
PP-RP-10 

KFLRQAVNNF
GYTKRLRKQL
GYLVSPPQQI
VFVPVPPPPL
LYPPPPHTL
GYSVPPPGF
EFYREQRRL
EFTNDFAKEL
RYREVPPPY
AYYGRSVDF

-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

1/5

2/5
4/5
3/5
2/5
2/5
2/5
2/5
3/5
4/5

PP-RP由来ペプチド HLA-A24陽性食道癌

患者  からの CTL
の誘導

-

-
-
-
-
-
-
-
+
+

2

-

-
+
+
-
+
+
+
-
+

3

-

+
+
-
+
-
-
-
+
+

4

+

-
+
+
-
-
-
+
+
+

5

-

+
+
+
+
+
+
-
-
-

1

それぞれ

のペプチ

ドからの

CTL誘導

率 2 3 4 51 6

0/5

0/5
0/5
0/5
0/5
0/5
0/5
0/5
0/5
0/5

No. 
ペプチ ド

配列

Binding 
スコア

それぞれのドナーにおける CTL誘導率 2/10 6/10 5/10 6/106/10 0/10 0/10 0/10 0/100/10 0/10

a

b

位置

HLA-A24陽性健常人

のPBMC からの CTL
の誘導

それぞれ

のペプチ

ドからの

CTL誘導

率

137-146 

336-345
151-160

379-388
388-396
420-428
464-472
484-493
622-630
634-642

a http://bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/ :BIMAS （ Dr.Kenneth

Parker による HLA 結合予測）による HLA class I 分子とペプチドの結合

の半減期の推定値を示す。
b 標的細胞の C1R-A*2402 細胞に当該 PP-RP ペプチドを負荷しない場合よ

りも負荷した場合における細胞傷害活性が有意（p<0.05）に高かった CTL

株を“+”と表した。細胞傷害活性は、当該ペプチドにて週 1 回の刺激を 4 回

くり返した後に得られた CTL 株を用いて検討した。
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図 12
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図 12.　CTL 株の HLA-A24 拘束性かつ PP-RP ペプチド特異的な細胞

傷害活性

　PP-RP-2(A)、3(B)、4(C)、8(D)特異的な CTL 細胞株は、それぞれ食道癌患者 2、4、5、5

より誘導された。それぞれの細胞傷害活性は、E/T=20 で 4 時間の 51Cr.放出実験にて検討し

た。
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図 13
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図 13.　PP-RP ペプチドで誘導した CTL 株の、癌細胞株に対する細胞

傷害活性

　この実験で用いた CTL 細胞株は、図 12 と同様である。それぞれの細胞傷害活性は、E/T=10、

20、40 で 4 時間の 51Cr.放出実験にて検討した。
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図 14
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図 14.　PP-RP 発現抑制による、食道癌細胞株 TE13 細胞に対する PP-RP

特異的 CTL 株の細胞傷害活性の減弱

　まず、TE13 細胞に PP-RP siRNA を発現する pSilencer vector を遺伝子導入し作製した

TE13shPP-RP 細胞、コントロールの TE13shGFP 細胞、TE13 細胞における PP-RP 蛋白質

の発現をウエスタンブロット解析にて確認した。これにより、TE13shPP-RP 細胞では PP-RP

蛋白質の発現が抑制されていることが明らかになった。そこで、図 12、13 と同様の CTL 株

を用い、TE13、TE13shGFP、TE13shPP-RP もしくは TE13shPP-RP に当該ペプチドを負

荷した細胞を標的とし、E/T=20 で 4 時間の 51Cr.放出実験を行い、細胞傷害活性を検討した。
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７-６）ヌードマウスに移植したヒト食道癌細胞株への PP-RP

ペプチドで誘導した CTL 株の局所注入による増殖抑制

　BALB/c のヌードマウスにヒト食道癌細胞株 TE11 細胞を皮下注射して生

着させた後に、PP-RP ペプチド 8 で刺激することにより誘導されたヒト CTL

株（PP-RP-8 特異的 CTL 株）を養子免疫するという、実際の食道癌治療を念

頭においた実験を行った。PP-RP ペプチドで刺激後に得られたが、ペプチド

特異性を示さず、かつ TE11 細胞に対しても細胞傷害活性を示さない CD8 陽

性 T 細胞株、あるいは PBS のみをコントロールとして用いた。ヌードマウス

に生着したTE11細胞の時間経過による大きさの変化を図15に示す。PP-RP-8

特異的 CTL 株を養子免疫したヌードマウスでは腫瘍の増殖抑制が明らかに認

められたが、コントロールの T 細胞株もしくは PBS のみでは、腫瘍の成長を

抑制できなかった。PP-RP-8 特異的 CTL 株を腫瘍局所に注入した腫瘍は、コ

ントロールマウスの腫瘍よりも明らかに小さく、さらに 5 匹中 1 匹では、腫

瘍の完全な拒絶が確認された。

　また、PP-RP-8 特異的 CTL 株、コントロール T 細胞株、あるいは PBS の

みを養子免疫したマウス群の生存曲線を図 16 に示す。PP-RP-8 特異的 CTL

株を養子免疫したマウス群とコントロールマウス群では、生存期間においても

大きな差が生じた。コントロールマウスは、120 日以内にすべて死亡してしま

ったのに対し、PP-RP-8 特異的 CTL 株を養子免疫したマウス群では 120 日

の時点ではすべてのマウスが生存しており、その後も長く生存を認めた（ p＜

0.05）。
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図 15
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図 15.　PP-RP-8 特異的 CTL 株の養子免疫による in vivo での抗腫瘍

効果

　ヒト食道癌細胞株 TE11 細胞を生着させたヌードマウスに、PP-RP 特異的 CTL 株を局所注

入することにより、明らかに TE11 細胞の増殖が抑制された。TE11 細胞がヌードマウスの背

部皮下で 30mm2 大になった時に、5×106 個の PP-RP-8 特異的 CTL 株を腫瘍局所に注入し

た（Day 0）。再度、Day 7 にも繰り返し CTL 株を局所注入した。コントロール群も同様に注

入した。PP-RP-8 特異的 CTL 株（○）、コントロール CD8 陽性 T 細胞株（●）、PBS のみ（△）

を注入した場合の腫瘍の大きさの変化を、図 15 に示した。コントロール（●、△）の腫瘍の

大きさは平均±SD で示し、PP-RP-8 特異的 CTL 株（○）を注入した 5 匹のマウスでは、そ

れぞれについて示した。腫瘍の大きさは長径×短径で表し、週に２回測定した。それぞれの群

間で t 検定をおこなった。* : p＜0.05
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図 16
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図 16.　PP-RP 特異的 CTL 株の養子免疫による、 ヒト食道癌細胞株 TE11

細胞を生着させたヌードマウスの生存期間延長

　マウスは、PP-RP-8 特異的 CTL 株（○）、コントロール CD8 陽性 T 細胞株（●）あるい

は PBS のみ（△＆破線）をそれぞれ 2 回腫瘍局所に注入した。PP-RP-8 特異的 CTL 株を注

入したマウスは有意に生存期間が長かった（p＜0.05）。
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７-７）PP-RP ノックダウン食道癌細胞株 TE13 細胞

における細胞増殖速度の抑制

PP-RP 遺伝子は、16 番染色体上に存在する。PP-RP 蛋白質は E3 ユビキチン

リガーゼドメインと DNA トポイソメラーゼ I ドメインを含んでいる（図 17）。

また、PP-RP は核に局在すると予測される（ http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/）。

PP-RP 蛋白質の細胞内における局在を確認するために PP-RP 遺伝子を発現し

ている TE13 細胞を用い、蛍光免疫染色を行った。その結果、PP-RP 蛋白質

は分裂期の 5 相にわたって、染色体とその周辺に局在していた（図 18）。間期

においては核に強い発現を認め、また細胞質内にも弱い発現を認めた（図 19）。

PP-RP 遺伝子の発現が認められない Sk-Hep1 細胞では、PP-RP 蛋白質は染

色されなかった。

　前述したように、われわれは PP-RP をノックダウンした TE13shPP-RP 細

胞、およびコントロールの TE13shGFP 細胞を作製した。蛍光免疫染色によ

り PP-RP の発現を確認したところ、図 19 のようであった。TE13、TE13shGFP

細胞と比較して、TE13shPP-RP 細胞では PP-RP 蛋白質の発現が明らかに減

少していた。PP-RP 蛋白質の減少は、ウエスタンブロット解析でも確認した

（図 14）。

　そこで、PP-RP をノックダウンすることにより TE13 細胞の増殖速度に変

化が生じないか、確認する実験を行った。さまざまな成長因子からの影響を少

なくするために、細胞培養液中のウシ血清の濃度を低く（1 もしくは 5%）し

た。その結果、1%血清入りの培養液で細胞培養した場合では TE13shPP-RP

細胞は TE13、TE13shGFP 細胞と比較して明らかに増殖速度が遅くなった

（̃1/2 倍）（図 20）。また、ウシ血清濃度が 5%の場合よりも 1%の場合の方

が、増殖速度に大きな差が生じた。したがって、食道癌細胞株 TE13 細胞はウ

シ血清に含まれる成長因子に依存的に増殖しており、PP-RP は TE13 細胞の

増殖に関して、重要な役割を果たしている分子である可能性が示唆された。
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図 17
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図 17　PP-RP 蛋白質のドメイン構成
　PP-RP 蛋白質は、E3 ユビキチンリガーゼドメインと DNA トポイソメラーゼ I ドメインを

有している。

図 18

PP-RP / FITC PI Merge PP-RP / FITC PI Merge

図 18　PP-RP 蛋白質の細胞内局在解析
　PP-RP 遺伝子を高発現するヒト食道癌細胞株 TE13 細胞において蛍光免疫染色を行った。

FITC 標識（緑色）した抗 PP-RP 抗体を用い PP-RP 蛋白質を、プロピジウムイオダイド（赤

色）を用い染色体を染色した。分裂期のすべての相において、PP-RP は染色体と一致した局

在を示した。
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図 19

   TE13
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図 19　RNAi による TE13 細胞における PP-RP 遺伝子の発現抑制
　PP-RP 蛋白質の蛍光免疫染色を行った。FITC 標識（緑色）した抗 PP-RP 抗体を用い PP-

RP 蛋白質を、プロピジウムイオダイド（赤色）を用い染色体を染色した。Sk-Hep1 細胞は

ネガティブコントロールとして用いた。TE13、TE13shGFP 細胞と比べ、TE13shPP-RP 細

胞では PP-RP 蛋白質の発現が減少していることが確認できた。スケールバーは共に 10µm。
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図 20
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図 20　TE13shPP-RP 細胞の増殖速度の抑制
　TE13、TE13shGFP および TE13shPP-RP 細胞は、5%あるいは 1%ウシ血清入りの

RPMI1640 メディウム中で培養した。Day 0 に 1×105 個/dish でそれぞれの細胞を培養し、

その後の細胞数を毎日測定した。それぞれの細胞群間で T 検定を行ったところ、有意差が認

められた。*: p＜0.05  **: p＜0.01
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８　考察

　腫瘍細胞中で自然にプロセッシングされ、細胞表面上に MHC 分子と共に提

示される抗原分子を同定することが、腫瘍免疫療法を行う上で重要である。今

回われわれは、食道癌の cDNA microarray analysis を用いて PP-RP を同定

した。PP-RP 遺伝子は食道癌細胞、正常精巣および胎盤で強い発現を認める

だけで、その他の正常組織では、ほとんど発現が認められない遺伝子である。

PP-RP 蛋白質の発現を免疫染色により確認したところ、食道癌細胞、正常精

巣および胎盤で強い発現が認められた。正常精巣と胎盤は免疫細胞からの攻撃

を受けない組織（immuno-privilege site）と言われているので、PP-RP を

標的とした免疫療法を行った場合でも、PP-RP 特異的 CTL 細胞は正常精巣と

胎盤を攻撃することなく、食道癌細胞のみを攻撃することができ、自己免疫は

生じないと考えられる。

　われわれは食道癌免疫療法の標的分子を選出する際に、食道癌における発癌

に関連した分子を選択することを考慮に入れた。癌の原因となっている、ある

いは悪性度を高めている分子を標的抗原とすることにより、免疫療法後の癌細

胞にしばしば生じる抗原の消失、抗原分子の低発現、突然変異といった免疫逃

避の危険性を最小限にすることができると考えた。そこで PP-RP の機能を調

べたところ、PP-RP は網膜芽細胞腫蛋白質（pRB）と結合するという報告が

あった (34)。pRB は細胞周期を制御する蛋白質の一つである。PP-RP 蛋白質

は pRB との結合に関与する SRS、YRE、VPPP という小さな領域をその中央

部に持っていた。さらに、PP-RP 蛋白質は、E3 ユビキチンリガーゼドメイン

と DNA トポイソメラーゼ I ドメインを有しており、分裂細胞の染色体に一致

して局在することが明らかとなった。

　ヒト PP-RP のマウスホモログとして proliferation potential protein-

related（P2P-R）と p53-associated cellular protein（PACT）が報告され

ている。P2P-R は pRB と結合し (35)、分裂細胞において染色体と一致した

局在がみられる (36)。また、ヒト乳癌細胞株 MCF-7 細胞に P2P-R を高発現

させると、カンプトセシンによるアポトーシスの誘導が促進されることが確認

されており、そのアポトーシスを引き起こす特異的領域は P2P-R の 1156-

1314 a.a.中に存在する (37)ことが報告されている。PACT はマウス正常精巣

に高発現しており、p53 および pRB と結合する (38)。PP-RP は低いレベル
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ではあるが MDM2 蛋白質と相同性が認められる。MDM2 蛋白質は核に局在

し、p53 を分解に導く E3 ユビキチンリガーゼであり、細胞周期を進行させる

機能を持つ蛋白質である (39, 40)。DNA トポイソメラーゼ I は DNA の間違

った組み合わせを修復する際に重要な機能をもつ蛋白質である。DNA トポイ

ソメラーゼ I 阻害剤であるカンプトセシンを大腸癌、胃癌細胞に投与すると

DNA複製がうまくいかずに、アポトーシスが誘導されるという報告がある (41,

42)。今回われわれは、PP-RP をノックダウンすることで食道癌細胞の増殖速

度が遅くなるという結果を得た（図 20）。以上のことを考え合わせると、PP-

RP は食道癌の細胞周期の進行に重要な役割をもつ分子と考えられ、今後 PP-

RP の機能の本質を明らかにするためにさらなる研究が必要であろう。

　食道癌の手術後 R1 であった 15 症例において、PP-RP が高発現している 5

症例ではそうでない 10 症例と比較して予後が不良であった。これにより、食

道癌組織における PP-RP の発現量が、術後患者の予後を予測するのに役立つ

マーカーとなる可能性が示された。さらにこの結果は PP-RP が食道癌の進行

度と関連していることをも示唆しており、PP-RP を標的とした免疫療法を行

うことは、予後の悪い食道癌患者に効果的であるかもしれない。

　今研究で、われわれは MHC 拘束性に PP-RP 特異的に腫瘍細胞株を傷害す

ることのできる CTL 細胞の存在を明らかにした。PP-RP 特異的な CTL 株は in

vitro において食道癌患者からは誘導できたが、健常人からは誘導できなかっ

た。このことは、健常人に比べ食道癌患者では PP-RP 特異的 CTL 細胞の前

駆細胞が多く存在していることを示している。

　一般的に NY-ESO-1 や melan-A/MART-1 のように、腫瘍拒絶抗原はMHC

拘束性の CTL エピトープを 2、3 種類有していることが多い (17, 43-46)。一

方 PP-RP は 5 人の食道癌患者から 10 種類すべての PP-RP ペプチドにおいて、

PP-RP 特異的な CTL 株の誘導ができた（表 5）。この結果は、PP-RP が食道

癌患者に対して、抗腫瘍免疫反応を引き起こす“引き金”となりうる可能性が

高いことを示唆している。

　HLA-A24（HLA-A*2402）結合モチーフをもつ PP-RP 由来ペプチドを 10

種類合成し、CTL 株を誘導することのできる CTL エピトープを同定した。

HLA-A24 は日本人における HLA クラスⅠ遺伝子の中で最も高頻度（約 60％）

な対立遺伝子であり、中国人では 33％、白人でも 20%が陽性である (47)。癌

に対する細胞免疫療法として、ペプチドワクチン (23)、CTL エピトープペプ

チドあるいは腫瘍細胞からの抽出物を添加した樹状細胞の投与療法 (48)、腫
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瘍特異的 CTL の養子免疫療法 (49)、などがある。これまでに、ヌードマウス

に移植したヒト肺癌細胞株に WT-1 特異的 CTL 細胞を養子免疫することによ

り腫瘍増殖抑制効果がみられた、との報告がある (50)。そこでわれわれも

PP-RP 特異的 CTL 株のヌードマウスに生着したヒト食道癌細胞株に対する効

果を確認したところ、明らかに腫瘍増殖抑制効果がみられた。実際に、食道癌

患者において in vitro で培養した CTL 株を腫瘍局所に注入するという臨床試

験が行われており、効果が確認されている (51, 52)。PP-RP は食道癌患者の

85%以上という高頻度で発現しており（図 6）、免疫原性も有している（表 5、

図 12-14）ことから、腫瘍免疫療法において効果的な標的抗原となる可能性

があり、さらにヌードマウスの結果より内視鏡を使った PP-RP 特異的 CTL

株の腫瘍局所注入療法が有効である可能性も示唆された。

　今回われわれは、cDNA マイクロアレイ解析を用いて同定した分子 PP-RP

に関して、食道癌患者から PP-RP 特異的 CTL 株が誘導でき、腫瘍拒絶抗原

として有効であることを示したが、今後 cDNA マイクロアレイ解析を用いて、

さらなる有効な腫瘍拒絶抗原が同定されることを期待する。PP-RP は、これ

までのように腫瘍反応性 T 細胞や癌患者血清中の抗癌抗体を用いて同定され

た抗原ではなく、cDNA マイクロアレイ解析の結果から抗原となりそうな候

補分子を推測し、その分子のアミノ酸配列から CTL エピトープを予測してい

くという"reverse immuneology" (53)法によって同定された腫瘍拒絶抗原で

ある。この様な方法で同定された抗原の免疫原性については十分に確認する必

要があるが、癌細胞における発現が非常に高く、また癌患者における発現頻度

も高い分子を選択できるという利点がある。当然自己免疫が生じないように、

正常組織での発現が認められない分子を選択するべきである。また その分子

の機能を知っておくことも治療の標的分子として臨床的に利用する際には必要

であり、その解析も行うべきでろう。

　最後に、本研究で同定した腫瘍拒絶抗原 PP-RP は食道癌の治療や予後予測

において有用である、とわれわれは考えている。
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９　おわりに

　食道癌の cDNA マイクロアレイ解析を用いて、新規腫瘍拒絶抗原 PP-RP を

同定し、その抗原性および機能を解析した。PP-RP は正常食道組織では発現

していないが癌になると高発現するようになる分子であるが、手術後の切除組

織における PP-RP の発現量により予後を予測できる可能性が示された。また、

食道癌患者の PBMC から PP-RP 特異的に腫瘍細胞を傷害できる CTL 細胞を

誘導でき、ヌードマウスの実験から食道癌における PP-RP 特異的 CTL 株の

局所注入療法の効果も確認できたことから、PP-RP が免疫療法の標的分子に

なりうる可能性が示唆された。さらに、PP-RP 蛋白質の機能については、PP-RP

をノックダウンすることにより細胞の増殖速度が遅くなったことから、食道癌

の悪性度と関連している分子である可能性が示唆された。

　機能解析については今後のさらなる検討に期待するところだが、今回の研究

により PP-RP が腫瘍免疫療法の標的分子になりうる可能性、ならびに予後予

測因子として利用できる可能性が示された。今後 in vivo における抗腫瘍ワク

チンとしての有用性などを検討し、また当教室で進めている樹状細胞療法と組

み合わせ、腫瘍免疫療法の一翼を担えればと期待している。
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