
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

 

平成 21年 3月 31日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：新規ペプチドワクチン候補として、CA9、VEGFR1、EPORについてスクリ

ーニングを行った。CA9については新規ペプチドに加え、改変ペプチドも合成し、MHCクラ

スⅠ-binding affinityを調べ、5種類に絞り、CTLアッセイを行い、他の 2分子に関しては、

ルミネックスをもちいて IgG反応性を参考にしてCTLアッセイを行い、4-6種類に絞り込んだ。

CA9とインターフェロン併用の第Ⅰ-Ⅱ相臨床研究およびVEGFR1ペプチドワクチンの第 1相
臨床研究を開始した。 
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１．研究開始当初の背景 

（1）腎細胞癌は宿主免疫機能に深く関係し

たユニークな生物学的特性をもっており、抗

癌剤になる化学療法や放射線療法といった

一般的な治療には、ほとんど効果を示さない

難治性疾患である。それ故、転移性腎細胞癌

の標準的治療はインターフェロン、インター

ロイキン-2 を中心とするサイトカイン療法

（免疫療法）であるが、奏効率、奏効期間と

も満足できるものではない。最近、血管内皮

増 殖 因 子 受 容 体 （ vascular endothelial 

growth factor receptor: VEGFR）などをター

ゲットにした分子標的治療薬が開発され、腎

細胞癌においても奏効することから期待さ

れている。これは、腫瘍の新生血管を阻害す

ることに加え、腎癌の発癌、増殖に重要な役

割を担っている VHL-HIF-1α pathway の

標的分子である VEGF や PDGF のレセプタ

ーを阻害することで細胞質内における増殖

シグナルが block されることも重要なメカニ
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ズムと考えられる。われわれは、難治性腎癌

に対して各種分子標的治療薬（sorafenib 、

sunifitib 、thalidomide ）を用いた治療を経

験しているが、Grade 3以上の重篤な副作用

が少なからず認められ、推奨容量による治療

継続が困難であった。このような治療経験か

ら難治性腎癌に対しては、治療効果だけでな

くQOLも十分配慮した患者benefitのある集

学的治療が必要であり、サイトカインや分子

標的治療薬を含む既存の治療に加え、新しい

治療戦略の開発が望まれる。近年、数多くの

癌関連抗原が同定され、それら抗原をターゲ

ットにした新しい治療法（薬）が開発されて

いる。腫瘍免疫療法においては MHCクラス

Ⅰ上に提示された癌関連抗原由来ペプチド

を用いた癌ワクチン療法の有効性が各種癌

に対する臨床研究で報告されている（Noguchi 

M, et al. Prostate 2003, Sato Y, et al. Cancer Sci 

2003, Mine T, et al. Cancer Sci 2003, Tsuda N, et 

al. J Immunother 2004）。 

（2）われわれは、腎細胞癌の約 90%に発現

している Carbonic Anhydrase 9 (CA9)抗原

に着目し、診断および治療の標的分子として

の有用性について検討してきた（Uemura H, et 

al. Br J Cancer 1999, Shimizu K, Uemura H, et al. 

Oncol Rep 2003）。そこで腎癌とくに淡明細胞

癌に特異性の高い細胞性免疫を誘導する

HLA-A24 拘束性ペプチドワクチン 3 種類

（CA9p219, p288, p323）を開発し、2002年

7月から 2004年 12月まで第１相臨床研究を

行った。結果は 23 例の難治性腎癌患者のう

ち 16 例に特異的細胞性免疫（cytotoxic T 

lymphocyte: CTL）が誘導され、臨床的には

3 例が腫瘍縮小効果を 6 例が長期間（6 ヵ月

以上）の stable disease を示した。2005 年

10月までの調査では、試験登録からの全患者

生存期間の中央値は 21 ヵ月で、分子標的治

療薬を含む既存の治療法と比べても全く遜

色ない結果であった。また全症例で重篤な有

害事象は認められず、QOL を損なうことな

く治療が続けられ、安全と思われた（Uemura, 

et al, Clin Cancer Res, 2006）。しかしながら、

特異的 CTL 誘導までに約 6 カ月間を要し、

それに伴って臨床効果も早期には見込めな

いことから、病気の進行を考慮するとより免

疫反応性の高いペプチドワクチンの開発が

望まれた。伊東らはこの問題を解決すべく 1

つの抗原に拘わらず、癌細胞に発現している

関連抗原のペプチドを多数準備し、治療開始

前の患者末梢リンパ球を用いた CTL スクリ

ーニングによるテーラーメイド型ペプチド

ワクチン療法を行い、有望な結果を得ている

（Noguchi et al.The Prostate,2003,2004 ,2005）。

われわれも伊東らとの共同研究で、再燃前立

腺癌患者に対するテーラーメイドワクチン

療法をトランスレーショナルリサーチとし

て 2003年 4月より施行し、21例の患者を 3-4

種類のペプチドワクチンで治療した。腎癌に

おける CA9 ペプチドワクチン療法に比較し

て、ペプチド特異的 CTL 誘導ならびに IgG

誘導が速やかでかつ臨床効果も早期から現

れ、有用な結果を得ている（植村天受 Urology 

View,4:83-89,2006）。 

２．研究の目的 

腎細胞癌治療に有効と思われる標的抗原の

中から CA9、VEGFR1、EPOR（エリスロポ

イエチンレセプター）の 3分子を選択し、そ

れらのMHCクラスⅠペプチドのなかでワク

チン療法に有効性を発揮すると思われるも

の数種類を同定し、腎癌におけるテーラーメ

イドワクチン療法の有用性について基礎

的・臨床的に検討する。 

３．研究の方法 

（1）Affinity assay: CA9 ペプチドワクチン

候補に関しては、HLA-A2402 に対する

affinity を HLA-A2402/Kb 分子の増減を

RMA-S-A2402/Kb細胞を用いて検証した。 

（2）PBMCと血清のサンプリング 

近畿大学医学部倫理委員会の承認を得たう

えで、本研究の内容についてインフォームド

コンセントのうえ文書にて同意を得られた

腎細胞癌担癌患者より末梢血 5ccを採取し、

HLA-A の typing を anti-HLA-A24 

monoclonal antibody(mAb), anti-HLA-A2 

mAbを用いてフローサイトメトリー（FAX ）

にて検索すると共に、同時に外注検査（SRL）

にてHLAの locusを確定する。HLA-A2,-A24

陽性例をそれぞれ 10例ずつ計 20例を末梢リ

ンパ球採取の candidateとして予定する。各

患者よりのサンプリングは 50 mlの末梢血を

EDTA入り真空管にて採血し、Ficoll-Conray

液による末梢血単核球細胞を遠心分離した



 

 

後採取細胞数を計算し、全サンプル、実験に

使用するまで凍結保存する。なお、HLA-A24

陰性かつ HLA-A2 陰性健常人サンプルを

negative controlとして扱い、HLA-A24およ

び A2 陽性健常人サンプルもスクリーニング

のサンプルとして用いる。 

（3）ペプチド特異的 IgG検出と CTL誘導能 

サンプリングした患者血漿中のペプチド

特異的反応性 IgG を ELISA にて測定する。

それぞれのペプチド（20μg/well）を固相化

した plate を用いて ELISA にて IgG 値を蛍

光強度にて評価し 30 種類以下にペプチド候

補を絞り込む。 

ペプチド特異的 IgG 検出により選ばれた

ペプチド候補をさらに絞り込むため、末梢血

単核球細胞からのペプチド特異的 CTL の誘

導能を評価する。標的細胞としては、TAP 

deficient細胞の CIR-A24, CIR-A2あるいは

T2 細胞に各ペプチドをパルスしたものを用

いる。2-4 日毎に培養液半量を除去しペプチ

ド(20μg/ml)と IL-2(100unit/ml)を含む新し

い medium に計 5 回交換する。培養 12-15

日目で、培養された細胞を 4-6 wellに分ける。

そのうち 2-4 wellは、それぞれ同種のペプチ

ドで刺激された C1R-24 あるいは T-2 細胞と

一緒に培養し、残る 2-well は HIV ペプチド

で刺激された C1R-24 あるいは T-2 細胞と一

緒に培養する。１８時間後、ELISAにて well 

上澄みの IFN-γを測定し HIV群と比較し有

意差を認めた場合ペプチド特異的 CTL の誘

導を認めたと定義する。絞り込んだペプチド

に関しては、51Cr release アッセイあるいは

ELISPOTアッセイにて、CTL誘導能をサイ

ド検証する。 

（4）臨床研究の成果について 

CA9 p219, p288, p323とインターフェロン-

αを併用した phase-Ⅰ臨床研究と、VEGFR1 

p770, p1084を用いた phase-Ⅰ自主研究を転

移性、難治性腎細胞癌患者に対して、近畿大

学医学部倫理委員会の承認のもとスタート

させた。これまでに各研究とも 10 例以上の

患者にワクチン治療を施行し、免疫学的デー

タを入手、解析した。 
４．研究成果 
（1）Affinity assayについて 
CA9 ペプチドワクチン候補については、
HLA-A24 binding affinityアッセイを施行し

た（下図）。候補ペプチドは、改変型ペプチ
ドも含め 20種類で、affinityが高いと考えら
れる CA9-423, -288, -414, -22, -24, -423Fの
6 ペプチドを 2 次スクリーニングの CTL 
IFN-γ releaseアッセイ候補とした。同様に
CA9 の HLA-A2, A3, VEGFR の HLA-A2, 
A24, EPORのHLA-A2, A24候補ペプチドも
affinityを調べ、2次スクリーニング絞込みの
データとした。 
 

表 1．  MHC stabilization assay with CA9 peptides   
Peptide name Sequence MFI %MFI increase   
CA9-423 LFAVTSVAF 124.5 18.6   
CA9-32 LMPVHPQRL 107.3 2.3   
CA9-288 AYEQLLSRL 134.1 27.8   
CA9-219 EYRALQLHL 110.4 5.2   
CA9-202 VQLTLPPGL 110.2 5.1   
CA9-206 LPPGLEMAL 103.8 -1.1   
CA9-21 LTVQLLLSL 107.9 2.8   
CA9-402 EPVQLNSCL 101.0  -3.8   
CA9-414 DILALVFGL 129.3 23.2   
CA9-23 VQLLLSLLL 115.7 10.3   
CA9-22 TVQLLLSLL 120.0  14.4   
CA9-415 ILALVFGLL 107.6 2.6   
CA9-408 SCLAAGDIL 98.9 -5.8   
CA9-24 QLLLSLLLL 122.9 17.1   
CA9-288(2Y-M) AMEQLLSRL 98.2 -6.4   
CA9-288(2Y-F) AFEQLLSRL 97.1 -7.4   
CA9-219(2Y-M) EMRALQLHL 104.5 -0.4   
CA9-219(2Y-F) EFRALQLHL 101.0  -3.7   
CA9-423(2F-Y) LYAVTSVAF 166.7 58.9   
CA9-32(2F-Y) LYPVHPQRL 111.5 6.3   
*Percent MFI incerase of HLA-A2402/Kb molecules on RMA-S-A2402/Kb cells. 

Percent MFI increase=(MFI with sample peptide-MFI without peptide)/MFI without peptide×100 

図-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）ペプチド反応性 IgG の検出(図 2) 
10 人の CA9 陽性腎癌担癌患者の plasma を用
いてスクリーニングした図に一部ペプチド
のデータを示す。この方法により各患者
plasma中に存在する各ペプチド反応性の IgG
を定量化し、抗体価が高くかつ、反応性 IgG
検出頻度の高いペプチドを CTL2 次スクリー
ニングの候補ペプチドとして参考にした。 
 
＜plasma のネガコンで補正＞ 
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（3）CTL アッセイ(表 2) 

INF-γ release アッセイを HLA タイプに合わ 

せて TAP deficient 細胞を用いて各ペプチド 

をパルスした細胞を effector として同時に 

endogeneous に親抗原が発現している細胞 

および negative control として HIV ペプチド 

パルス細胞、全く発現がない腎癌培養細胞を 

用いた。図の如く 3つの E/T ratio で CTL 

  

誘導能を検討し、最終的な候補ペプチドを決定した。 

     5 10 20       10 20 40 

SW620 62 68 72  SW620 40 52 59 

CIR-p1 20 41 60  CIR-p1 7 15 20 

CIR-p2 20 42 66  CIR-p2 8 12 24 

CIR-p3 19 34 62  CIR-p3    

CIR-HIV 18 26 32  CIR-HIV 9 15 19 

PHA 9 11 17  PHA 2 2 5 

SKRC-44 32 36 51  SKRC-44 5 6 29 

         

     5 10 20       10 20 40 

SW620 69 75 80  SW620 50 61 71 

CIR-p1 22 48 70  CIR-p1 20 40 58 

CIR-p2 25 46 72  CIR-p2 25 48 63 

CIR-p3 21 43 66  CIR-p3    

CIR-HIV 18 27 30  CIR-HIV 15 24 21 

PHA 6 8 21  PHA -3 4 1 

SKRC-44 23 39 52  SKRC-44 21 31 33 

         

     10 20 40       10 20 40 

SW620 36 52 64  SW620 51 60 66 

CIR-p1 14 33 50  CIR-p1 15 41 70 

C1R-p2 12 30 43  CIR-p2 13 34 60 

CIR-p3     CIR-p3    

CIR-HIV -3 1 6  CIR-HIV 2 4 10 

PHA -6 -1 -2  PHA -4 -1 2 

SKRC-44 12 22 25  SKRC-44 11 29 40 
 

（4）各分子におけるペプチドワクチン候補の選択

（表 3） 

上記の affinity assay、反応性 IgG 検出、CTL 反応

（IFN-γ release）により下記(表 3)にワクチン候

補として、最終スクリーニング（CTL 誘導能：ELISPOT

および 51Cr release アッセイ）を施行（一部は現在

進行中）したペプチドシークエンスを示す。VEGFR1

ペプチドに関しては、現在のところ VEGFR1-A2p770

と p1087 を A0201 拘束性ペプチドワクチンとして、

VEGFR1-A24p1084 を A24 拘束性ペプチドワクチンと

して臨床応用している。 

CA9-A02-1  QLLLSLLLLV EPO-A02-1  YQLEDEPWKL 

CA9-A02-2  LLLSLLLLV EPO-A02-2  VLLDAPVGL 



 

 

CA9-A02-3  VIWTVFNQTV EPO-A02-3  ILTLSLILV 

CA9-A02-4  ALVFGLLFAV EPO-A02-4  VLLTVLALL 

CA9-A02-5  LVFGLLFAV EPO-A02-5  VLSERCWGT 

CA9-A02-6  GLLFAVTSV EPO-A02-6  YLVLDKWLL 

CA9-A3-1  LLVPVHPQR EPO-A3-1  RLHQAPTAR 

CA9-A3-2  QLPPLPELR EPO-A3-2  TVLALLSHR 

CA9-A3-3  SAYEQLLSR EPO-A3-3  VLALLSHRR 

CA9-A3-4  ALLPSDFSR EPO-A3-4  VLDKWLLPR 

CA9-A3-5  TLWGPGDSR EPO-A24-1  KFESKAALL 

CA9-A3-6  SVAFLVQMR EPO-A24-2  CFTERLEDL 

CA9-A24-1 LFAVTSVAF EPO-A24-3  RYTFAVRARM 

CA9-A24-2 DILALVFGL EPO-A24-4  TYLVLDKWL 

CA9-A24-3 TVQLLLSLL EPO-A24-5  LYLVVSDSGI 

CA9-A24-4 LYAVTSVAF   

以上のペプチドに関して、最終スクリーニング 
によるワクチン候補とした。 
 
（5）臨床研究成果（図 3，4） 
①CA9+IFNαと②VEGFR1 による phase-Ⅰスタ 
ディをスタートした。免疫学的パラメータと臨 
床効果について中間解析を図 3，4に示す。① 
の CA9 と IFN 用療法では、80％の患者にお 
いてペプチド特異的 CTL と IgG の誘導を認め、 
一部の患者で腫瘍縮小効果を認めた。②の 
VEGFR1 ワクチン療法では、解析できた 5人全員 
に CTL 誘導が認められたが、腫瘍に対する縮小 
効果は認められなかった。いずれの臨床研究に 
おいても重篤な有害反応は認められず安全と思 
われた。 
図 3 
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