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進行再発大腸癌に対する化学療法併用新規ペプチド

ワクチン療法の臨床効果と免疫応答能の検討
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抄 録

進行・再発大腸癌に対し，網羅的遺伝子解析により同定した大腸癌特異的ペプチドワクチン（RNF43-721・

TOMM34-299）とUFT/LVの併用療法を行い，安全性と，免疫応答能および臨床効果について評価を行った．

UFT（300mg/m/日），LV（75mg/日）を４週投薬１週休薬で投与し，同時に２種類のペプチドを毎週皮下投与

し，５週間で１クールとした．これを原則として２クール施行し効果判定を行ったが，患者が当治療の継続を希望

する場合は治療を継続した．登録された20例のうち18例が１クールを完遂した．ペプチドワクチンとの関連が明ら

かな有害事象としては20例中14例にワクチン投与部位における皮膚反応がみられたが，重篤な副作用は認めなかっ

た．２クール終了後の臨床評価は18例中15例が stable disease，３例がprogressive diseaseと判定された．免疫反

応評価においてRNF43-721・TOMM34-299 に対してペプチド特異的 IFN-γ産生細胞が誘導された症例では，誘

導されなかった症例に比べ生存期間の延長傾向を認めた．RNF43・TOMM34由来の新規ペプチドワクチン療法に

UFT/LVを加えた併用療法は，安全性を損なうことなく施行でき，全生存期間の改善が期待できる有望な治療法で

あると考えられた．
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緒 言

近年，cDNAマイクロアレイ法の開発により，腫

瘍における数多くの遺伝子発現を網羅的に探索する

ことが可能となり ，腫瘍の性質，特徴が遺伝子レ

ベルで解析できるようになった ．この手法を用い

て，共同研究者の中村らにより大腸癌に高発現する

新規分子RNF43，TOMM34が同定された．RNF43

は783残基のアミノ酸から成る核内・細胞質内タンパ

ク質であるが，正常組織では胎児期腎・胎児期肺以

外では発現しておらず，大腸癌組織の約90％に高発

現している．機能としては，大腸癌細胞の増殖に関

与していることが解明されている ．またTOMM34

は，309残基のアミノ酸から成るミトコンドリア内，

細胞質内タンパク質で，やはり正常組織では精巣・

卵巣，胎児期肺・胎児期腎・胎児期肝以外には発現

していないが，大腸癌組織の約80％に高発現してい

る．機能としては，大腸癌細胞の増殖に関与してい

ることが解明されている ．さらに，彼らはRNF43，

TOMM34の２つの分子について，日本人にもっと

も発現頻度が高い HLA-A24に結合能を持つペプ

チドを同定し，このペプチドを用いて健常人末梢血

CD8陽性Ｔ細胞を刺激したところ，ペプチドをパル

スした標的細胞に強力な細胞傷害活性を有する細胞

傷害性Ｔ細胞（CTL）が誘導できることを証明した．

さらにこれらよりCTLクローンを樹立し，RNF43

あるいはTOMM34を内因性に発現しかつHLA-

A24を有する大腸癌細胞株に対して特異的認識活

性を有することを示した ．したがって，これらの抗

原は何れも大腸癌治療ワクチンとして効果を発現す

ることが期待される．

一方，切除不能進行再発大腸癌に対する化学療法

は5-FU/LVに Irinotecan（CPT-11）を併用した

FOLFIRI療法，5-FU/LVにOxaliplatin（L-OHP）

を併用したFOLFOX療法，またそれらにbevac-

izumabを併用したレジメン，およびUFT/LV療法

が我が国での標準療法とされている ．UFTは 5-

FUのプロドラッグであるTegafurと，5-FUの分
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解阻害作用を有するUracilを配合した経口の抗癌

剤である．経口によるUFT/LV療法は，5-FU/LV

静注療法との比較試験において生存期間，病態進行

までの期間に差がなく ，重篤な骨髄障害も少な

い．

RNF43・TOMM34由来の新規ペプチドワクチン

とUFT/LVの併用療法を行い，その安全性，免疫反

応性，および臨床効果について評価を行った．

方 法

切除不能進行再発大腸癌に対して，ペプチドワク

チンとUFT/LV療法を行い，安全性を主目的，免疫

反応および臨床効果を副次目的として評価する第Ⅰ

相臨床試験を，近畿大学医学部倫理委員会の承認の

下，近畿大学医学部外科学と東京大学医科学研究所

ヒトゲノムセンターの共同研究プロジェクトとして

実施した．

１.対象症例

登録基準は①組織学的な大腸癌の診断②HLA-

A24陽性，③切除不能病変を有する，④腫瘍臨床効

果の判定が可能である，⑤PS（Performance Sta-

tus）が０または１，⑥臨床検査において，白血球数≧

3000/mm，ヘモグロビン≧10.0g/dL，血小板数≧

75,000/mm，血清クレアチニン≦1.4mg/dL，総ビ

リルビン≦1.5mg/dL，トランスアミナーゼ≦基準

値上限の2.5倍を満たす，⑦20歳以上，⑧３ケ月以上

の生存が期待できる，⑨本人からの文書による同意

が得られている，⑩前治療から４週間以上経過し，

重篤な有害事象（CTCAE Grade3以上）を持ち越し

ていない， 重篤な合併症，重複癌，活動性感染症，

免疫不全症を有していない， HBV，HCV抗原陰

性およびHIV抗体陰性， 妊婦，授乳婦および妊娠

を希望していない，をすべて満たす患者を対象とし

た．15例（適格12例）を予定症例数とした．

２.ペプチドおよびワクチン作製

大腸癌に高頻度に高発現し，成人正常組織には発

現していない遺伝子RNF43，および正常組織では

主に精巣と卵巣に発現を認める遺伝子TOMM34

を，HLA-A＊ 2402拘束性に特異的に傷害する

CTLを誘導できるエピトープペプチドRNF43-

721（NSQPVWLCL），TOMM34-299（KLRQEVK-

QNL）を用いた．ペプチドはMultiple Peptide Sys-

tem（San Diego,CA,USA）またはBCN Peptide

（Barcelona, Spain）にてGood Manufacturing
 

Product（GMP）グレードで合成した．これらのペ

プチドを個別にdimethyl sulfoxide（DMSO）また

は生理食塩液で溶解，1mg/mLのペプチド溶液と

した後，同量の不完全フロイントアジュバント

（Montanaide ISA-51VG；Seppic,Paris,France）

と混和，エマルジョン化してペプチドワクチンとし

た．

３.ペプチド特異的 interferon-γ（IFN-γ）産生細

胞数の測定

ペプチド特異的 IFN-γ産生細胞数の測定のため

IFN-γを用いたenzymed-linked immunospot
 

assay（ELISPOT法）を行った．各被験者よりワク

チン投与前と各クール終了後に末梢血を採取し，

Ficoll-Paque Plus（GE Healthcare, Uppsala,

Sweden）を用いて密度勾配遠心法で末梢血単核球

（Peripheral blood mononuclear cells：PBMC）を

分離し，分離後速やか凍結した．各患者のPBMCは

同時に解凍して20IU/mLの interleukine-2を添

加，各ペプチド10 g/mLを０日目と７日目に付加

し，37℃，５％CO で14日間培養した．培養細胞を

回収し，当該ペプチドに対し産生する IFN-γをス

ポットとして IFN-γ ELISPOT kitとAEC sub-

strate set（BD Biosciences Pharmingen, San
 

Diego, CA）およびTrueBlue Peroxidase Sub-

strate（Kirkegaard& Perry Laboratories,Geith-

ersburg, MD）を用い測定した．スポットの読み取

り と 解 析 に は 自 動 E L I S P O T 解 析 機 I m-

munoSPOT S4（Cellular  Technology Ltd,

Cleveland,Ohio）を用いた．HLA-A＊ 2402拘束性

HIV-Env蛋白由来ペプチド（RYLRDQQLL）刺激

でのスポット数をバックグラウンドとして除き，ワ

クチン投与前に比べワクチン投与後に当該ペプチド

に対して IFN-γ産生がみられたものを特異的 IFN

-γ産生細胞数陽性とした．

４.ペプチドワクチンとUFT/LVの併用療法

ペプチドワクチンを１回／週で皮下に投与し，同

時にUFT（300mg/m/日），LV（75mg/日）の内

服を４週投薬１週休薬で行い，５週で１クールとし

た．これを原則として２クール施行したが，患者が

当治療の継続を希望する場合は治療を継続した．２

クール後のワクチン投与は隔週または隔月に変更

し，UFT/LVの内服は４週投薬１週休薬で継続し

た．当療法は外来通院で行い，臨床症状の問診，理

学的検査を行い，各週に血液・生化学検査を行った．

画像検査，免疫学的検査，血清腫瘍マーカーの測定

は１クール終了毎に行った．

５.評価指標（エンドポイント）

１)主要評価項目（プライマリーエンドポイント）：

有害事象発生割合（安全性の評価）ペプチドワクチ

ンとUFT/LV併用投与による有害事象および有害

反応をCommon Terminology Criteria for
 

Adverse Event v3.0（CTCAE）日本語訳 JCOG/
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JSCO版に基づき評価した．UFT/LVの用量制限毒

性（DLT）としてGrade3の白血球減少もしくは好

中球減少を，ペプチドワクチンのDLTとして

Grade3のワクチン投与部皮膚反応を設定した．

DLTの発現を認めない場合を安全であると判定し

た．

２)副次的評価項目（セカンダリーエンドポイン

ト）：

①奏効割合

ペプチドワクチンとUFT/LV併用投与による主

腫瘍変化を投与前後の画像検査等でRECIST1.0に

基づき評価した．partial response（PR）：ベースラ

イン長径和と比較して標的病変の最長径の和が30％

以上減少．progressive disease（PD）：治療開始以

降に記録された最小の最長径の和と比較して標的病

変の最長径の和が20％以上増加．stable disease

（SD）：PRとするには腫瘍の縮小が不十分で，かつ

PDとするには治療開始以降の最小の最長径の和に

比して腫瘍の増大が不十分．と定義し，治療開始時

とワクチン５回投与（６週～20週）毎にCT検査を

行い評価した．

②無増悪生存期間・全生存期間

ペプチドワクチンとUFT/LV併用投与症例にお

いて，無増悪生存期間Progression free survival

（PFS）および全生存期間Overall survival（OS）を

Kaplan-Meier法で評価した．

PFSは治療開始時からPDと判定されるまでの

期間，OSは治療開始時から死亡までの期間を評価

した．死亡に至っていない症例では最終生存確認日

で打ち切りとした．

③ペプチド刺激による in vitro特異的 IFN-γ産生

細胞誘導能

末梢血単核球をワクチンしたペプチドにて刺激

し，ELISPOT法でワクチン前後の IFN-γ産生の

変化を測定する．

６.中止基準

試験の中止基準として①CTCAE grade 3および

４の有害事象，または予期しない有害事象が認めら

れた場合，②２週間をこえるプロトコール治療の遅

滞（休止を含む）がみられた場合，③被験者が試験

の中止を希望された場合，④担当医師が試験継続の

困難と判断した場合，⑤試験中の死亡，⑥その他，

登録後ワクチン投与開始前の増悪（急速な増悪によ

り試験が開始できなかった），プロトコール違反が判

明，登録後の不適格性が判明した場合と設定した．

結 果

１.患者背景

2007年１月より2009年６月までに，20例の進行再

発大腸癌患者が本臨床試験に登録された（表１）．15

例を予定症例としていたが，15例目登録時に多数の

希望者があり20例となった．そのうち２例（症例10，

17）は，急激な病状の悪化およびプロトコールから

の逸脱により，１クール完遂前に本試験を中止した

が，ペプチドワクチンおよびUFT/LVに関連した

有害事象により試験を中止した症例はなかった．６

回以上のワクチン投与が可能であった18例につき，

安全性，免疫反応性，および臨床効果の評価を行っ

た．１クール完遂が可能であった18例の患者年齢は

平均60.1歳（42歳～83歳），PS0が11例，PS1が７例

であった．18例中14例で 5-FU系薬剤による化学療

法の前治療歴を有していた．

２.有害事象・安全性

ワクチンの投与は平均22.9回（６回～51回），本療

法の施行期間は平均40.7週（６週～135週）であった

（表２）．全治療期間中に認められた全有害事象を表

３に示す．ワクチン投与部位に一致した硬結を14例

に認めた．硬結は11回投与までに起こることが多く，

長期間継続した．硬結を生じた14例中７例に硬結と

一致する皮膚発赤も生じたが，同部に掻痒や疼痛は

伴わなかった．１例で水腎症による急性腎機能障害

が発生した．これは治療開始前から認めた骨盤内リ

ンパ節の腫大による尿管狭窄によるものであり，DJ

カテーテル留置により速やかに腎機能障害は改善

し，治療を続行し得た．Grade 4以上の有害事象は

認められなかった．Grade 3に至る有害事象は水腎

症の１例のみであり，他の有害事象はGrade 1また

は２の軽微なものであった．水腎症に至った症例は，

試験開始前よりCTで骨盤内リンパ節転移を認めて

おり，病勢進行によるものと考えられた．

３.臨床効果

２クール終了後のRECISTに基づいた治療効果

判定では18例中15例が SD，３例がPDと判定され

た（表２）．SD症例（15例）の平均持続期間は230日

（7.6ケ月），全18例のPFSは219日（7.2ケ月）であ

った．腫瘍縮小に至る症例はなかったものの，2009

年９月現在，症例９，19，20，は SD継続中である．

18例のPFSを図１に，OSを図２に示す．特異的

IFN-γ産生細胞の有無でOSを検討したところ，

RNF43-721に対する特異的 IFN-γ産生細胞が誘

導されたのは10例で，その中央値は28.3ケ月である

のに対し，誘導されなかった８例の中央値は15.5ケ

月であった．Log-rank検定はP＝0.288で有意差は

なかった（図３）．TOMM34-299 に対する特異的

IFN-γ産生細胞が誘導されたのは12例で，その中央

値は29.1ケ月であるのに対し，誘導されなかった６
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表 患者背景

症例No. 性別 年齢 組織型 病変 PS 前治療

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

男

女

女

男

女

男

女

男

男

男

男

男

女

男

女

男

女

男

男

男

56

64

57

42

53

54

74

78

58

46

59

66

66

49

51

66

61

54

83

66

tub2

tub2

―

tub2

tub1

tub2

tub2

tub2

tub2

―

―

tub2

tub1

tub2

tub2

―

―

―

―

tub2

骨盤内局所

肺

リンパ節

骨盤内局所

肺

肺

リンパ節

肺・リンパ節

肺

肝・リンパ節

結腸・肝・リンパ節

肺・肝・リンパ節

肺

肺・肝

肝・リンパ節

肺・肝・リンパ節

肝・リンパ節

結腸・肝・リンパ節

肺

肺・骨盤内・骨

0

0

1

0

0

0

0

1

1

1

1

0

0

0

1

1

1

0

0

1

UFT，CPT-11

5-FU，UFT/LV

5-FU/LV，CPT-11，S-1

none
 

UFT/LV，Vaccine
 

none

5-FU，UFT/LV

5-FU，UFT/LV，CPT-11

none
 

FOLFOX，FOLFIRI，Vaccine
 

FOLFIRI，FOLFOX
 

S-1

UFT/LV
 

none
 

UFT/LV，CPT-11

UFT/LV
 

FOLFOX＋Be，FOLFIRI＋Be
 

FOLFOX＋Be，UFT/LV
 

UFT
 

FOLFOX，FOLFIRI＋Be
 

tub1:Tubular adenocarcinoma well differentiated type,tub2:Tubular adenocarcinoma moderately differentiated
 

type,UFT :Tegafur/uracil,5-FU:5-fluorouracil,LV:Leucovorin,CPT-11:Irinotecan,Be:Bevacizumab,S-

1:oral fluoropyrimidine formulation that combines tegafur, 5-chloro-2,4-dihydroxypyridine, and potassium
 

oxonate,FOLFOX:infusional 5-FU/LV＋Oxaliplatin,FOLFIRI:infusional 5-FU/LV＋Irinotecan.

表 免疫反応性・臨床効果

症例No. 投与回数 投与部反応
特異的 IFN-γ

産生細胞

２コース後

臨床効果

SD期間

(日)

全生存期間

(日)
転帰

1

2

3

4

5

6

7

8

9

11

12

13

14

15

16

18

19

20

47回

６回

17回

16回

41回

31回

20回

８回

51回

11回

25回

25回

33回

22回

16回

11回

19回

14回

硬結・発赤

なし

硬結・発赤

なし

硬結・発赤

硬結

硬結・発赤

なし

硬結・発赤

なし

硬結

硬結

硬結

硬結

硬結・発赤

硬結

硬結・発赤

硬結

R・T
 

R・T
 
T
 
R・T
 

R・T
 

R・T
 

R・T
 
R
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生

生

死

生

生

生

生

死

生

死

生

生

生

生

生

生

生

生

Ｒ：RNF43特異的 IFN-γ産生細胞あり SD：stable disease

Ｔ：TOMM34特異的 IFN-γ産生細胞あり PD：progressive disease（RECIST）
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例の中央値は7.37ケ月であった．Log-rank検定で

P＝0.039であり，TOMM34-299 に対する特異的

IFN-γ産生細胞陽性群で有意にOSの延長を認め

た（図４）．RNF43-721，TOMM34-299 両方に特異

的 IFN-γ産生細胞数陽性であった６例のOS中央

値は31.1ケ月，どちらか一方のみ特異的 IFN-γ産

生細胞陽性であった９例のOS中央値は16.0ケ月，

特異的 IFN-γ産生細胞陰性であった３例のOS中

央値は7.7ケ月であった（図５）．

４.投与ペプチド特異的免疫反応

ERISPOT法にて特異的 IFN-γ産生細胞数を測

定した（表２）．RNF43-721に対して特異的 IFN-γ

産生細胞が誘導されたのは18例中10例．TOMM34-

299 に対する特異的 IFN-γ産生細胞が誘導された

のは18例中12例であった．RNF43-721・TOMM34-

表 全有害事象

Grade1

症例数

Grade2

症例数

Grade3

症例数

Grade4

症例数

貧血 4 ― ― ―

高ビリルビン血症 2 ― ― ―

低アルブミン血症 1 ― ― ―

γ-GTP上昇 2 ― ― ―

AST上昇 3 ― ― ―

ALT上昇 3 ― ― ―

血尿 1 ― ― ―

水腎症 ― ― 1 ―

悪心 2 ― ― ―

食欲不振 5 ― ― ―

腹痛 ― 1 ― ―

疲労 3 ― ― ―

皮膚反応 14 ― ― ―

図 １クール完遂が可能であった18例の全生存期
間

図 RNF43-721・TOMM34-299 に対する特異的

IFN-γ産生細胞数と全生存期間

図 １クール完遂が可能であった18例の無増悪生
存期間

図 TOMM34-299 に対する特異的 IFN-γ産生
細胞数と全生存期間

図 RNF43-721に対する特異的 IFN-γ産生細
胞数と全生存期間
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299 両方の特異的 IFN-γ産生細胞が誘導されたの

は６例，RNF43-721またはTOMM34-299 何れか

１種のみの特異的 IFN-γ産生細胞が誘導されたの

は９例，どちらの特異的 IFN-γ産生細胞も誘導さ

れなかったのは３例であった．

考 察

今回の試験の主目的は，新規ペプチドワクチンと

進行再発大腸癌への標準的抗癌剤治療である

UFT/LVとの併用療法における安全性の検討であ

る．UFT/LVによる国内臨床試験では貧血（47.7

％），トランスアミナーゼの上昇（38.6％），血清ビ

リルビン値の上昇（59.1％），食欲不振（31.8％），

悪心（29.5％），倦怠感（29.5％）などが有害事象と

して報告されているが ，今回の試験においてペプチ

ドワクチンを加えることにより，UFT/LVの有害

事象が増加もしくは増強する傾向は認められなかっ

たと判断される．ただし，ペプチドワクチンによる

直接的な影響として，ワクチン投与部の皮膚局所反

応が起こった．これまで行われてきたペプチドワク

チン療法においても，投与部皮膚反応は報告されて

おり ，不完全フロイントアジュバントによる直接

の薬物有害反応と考えられる．皮内テストに対する

遅延型免疫反応も細胞性免疫反応増強の目安として

考えられており，これまでに行われてきた試験の解

析において，臨床効果と関連する可能性を指摘する

報告もある ．今回の試験で投与部に皮膚反応を認

めた14例のうち12例で特異的 IFN-γ産生細胞が誘

導されたものの，２例では特異的 IFN-γ産生細胞

が誘導されなかった．また，投与部に皮膚反応を認

めなかった４例のうち３例では特異的 IFN-γ産生

細胞数が誘導されている．皮膚反応を認めなかった

４例は投与回数が平均10.3回（６回-16回）と少なく，

投与回数を重ねることで皮膚反応を生じる可能性も

あり，皮膚反応が免疫増強の目安とできるかは検討

を要する．これらの有害事象の発生を考慮しても，

RNF43・TOMM34由来の新規ペプチドワクチンと

UFT/LVの併用療法は安全に施行可能であると判

定した．

特異的 IFN-γ産生細胞の有無とOSの検討よ

り，ペプチドワクチンがOSの延長に関与している

と考えられた．しかしながら，３例では特異的 IFN

-γ産生細胞を誘導し得ず，十分な臨床効果を得られ

ていない．今後，効果的に免疫応答を誘導するため

に，投与スケジュールや適切なアジュバントなどの

検討が必要であろう．

今回の試験は探索的臨床試験であり前治療の有無

を規定しておらず，４例は全治療歴の無い症例であ

った．１次治療として行う場合は，２次治療以降に

行う場合に比べ良好な成績となることが容易に予測

できる．そこで，１次治療として登録された４例を

のぞいた14例で検討を行った．PFSの中央値は7.2

ケ月であった．２次療法で行われたFOLFOX4と

FOLFOX4＋Bevacizumabとの大規模比較試験で

あるE3200試験 ではFOLFOX4群のPFS中央

値4.5ケ月，FOLFOX4＋Bevacizumab群のPFS中

央値7.5ケ月と報告されている．今回の試験と単純に

比較は出来ないが，３次療法以降の症例を多く含む

本試験群はE3200試験の両群に劣らないものと思

われた（図６）．同様にOSでは，E3200試験のFOL-

FOX4群 は OS中 央値10.8ケ 月，FOLFOX4＋

Bevacizumab群はOS中央値13.0ケ月と報告され

ている．本試験とE3200試験でのOSを図７に示

す．UFT/LVにペプチドワクチンを加えた本療法

は，標準的化学療法レジメンであるFOLFOX4＋

Bevacizumabや FOLFOX4に比べPFSで劣らず，

OSを改善する可能性が示唆された．

がんワクチン療法では投与後に免疫を誘導するた

図 全生存期間E3200試験との比較

図 無増悪生存期間E3200試験との比較
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めの期間が必要であり，遅発性に抗腫瘍効果を発現

すると考えられる．そのため従来抗癌剤の評価に用

いられてきたRECIST評価では，免疫療法を適切に

評価し得ない可能性がある．今回の試験では腫瘍縮

小に至る症例はなかったものの，OSでは良好な成

績が得られている．このがんワクチン療法の遅発性

抗腫瘍効果と，臨床評価の問題については，米国食

品医薬品局（FDA）の企業向けがん治療用ワクチン

ガイダンス でも述べられており，がんワクチン療

法における今後の課題である．

また今回，標的病変は徐々に増大するものの，新

規病変発現でPDとなる症例は認めなかった．この

ことより，ワクチン療法は粗大な標的病変には十分

な効果を与えなかったものの，微小転移の増大を抑

制したと考えられるが，推測の域を出ない．微小転

移の増大を抑制するとすれば，標的病変の小さい１

次療法での使用や，術後補助療法での使用に期待さ

れる．

今回の臨床試験により，ペプチドワクチンが

UFT/LV療法の有害事象を増強せず，またUFT/

LVがペプチド特異的免疫能の誘導・増強を阻害し

ないことを示した．RNF43・TOMM34由来の新規

ペプチドワクチン療法にUFT/LVを加えた併用療

法は，安全性を損なうことなく施行でき，全生存期

間の改善が期待できる有望な治療法であると考えら

れた．
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