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Ⅰ.  研究目的  

 癌治療の一環として発展してきた免疫治療において、これまで重要視されてきたCD8陽性細

胞障害型T細胞(CTL)のみならず、近年CD4陽性ヘルパーT細胞(HTL)がCTLの産生や維持、直接

の腫瘍傷害性に重要であるという認識が一般的となってきている。HTLは腫瘍細胞や抗原提示

細胞上のMHCクラスⅡ分子と結合した抗原ペプチドを認識するため、HTLを誘導可能なMHCクラ

スⅡ分子結合可能腫瘍関連抗原エピトープを同定しそのエピトープペプチドを用いてエフェ

クターヘルパーT細胞を誘導できれば、ペプチドワクチンやT細胞移入療法の基礎的知見とし

て有用である。 

 既にWT-１やsurvivinなど複数の腫瘍抗原を標的とした癌ワクチンが臨床研究の場で応用さ

れているがその効果は限定的である。その理由の一つとして腫瘍細胞表面でのMHC ClassⅠや

ClassⅡの発現低下によるT細胞からの逃避などが考えられている。癌ワクチンが著効を示さ

ないその他の理由として、抑制性T細胞サブセットやMyeloid derived suppressor cell、PD-

L1、CTLA-4などの腫瘍免疫を抑制する負のシグナルがあげられ、有効な免疫反応を惹起しう

る新たな腫瘍抗原の探索やアジュバントの工夫が喫緊の課題である。 

 本研究では、癌ワクチンの標的蛋白としてHER family蛋白の一つであり頭頸部扁平上皮癌

に高発現して浸潤能や転移能に関わっているとされるEpidermal growth factor receptor (E

GFR)に着目した。EGFRのアミノ酸配列から複数のHLA-DR分子に結合可能なエピトープをアル

ゴリズム解析により同定し、候補ペプチドを用いてEGFR特異的ヘルパーT細胞クローンを樹立

し、同時に頭頸部扁平上皮癌患者由来の末梢血単核球(PBMC)からの候補エピトープペプチド 
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によるヘルパー1型(Th1)サイトカインの産生を評価した。また、樹立したEGFR特異的HTLクロ

ーンを用いて、腫瘍への反応性をサイトカイン産生能や腫瘍傷害活性で評価した。 

次に、樹立したEGFR特異的ヘルパーT細胞クローンがEGFRと相同性を有するその他のHER fami

ly蛋白やc-Met蛋白を発現している腫瘍にも反応しうるかどうかを検討した。最後に、EGFR阻

害薬  (ErlotinibやCetuximab)で腫瘍細胞を前処置する事による腫瘍表面上のMHC ClassⅡ分

子の発現を増強しうるかを検討し、EGFR阻害薬の併用によりEGFR特異的ヘルパーT細胞クロー

ンの反応性が亢進するかを検討した。 

Ⅱ.  材料・方法  

1 .  患者検体  

 健常人4名及び2012年に旭川医大耳鼻咽喉科・頭頸部外科で頭頸部扁平上皮癌と診断された

5名の患者検体を用いた。全検体はインフォームドコンセントを得た後、治療前に採取され

た。 

2 .  細胞株  

 細胞株は頭頸部扁平上皮癌由来のHo-1-u-1、HSC-2、HSC-3、HSC-4、Sa-3、HPC-92Y、CA9-2

2、SAS、乳癌由来のMCF-7、T細胞性白血病由来のJurkat、Bリンパ芽球様細胞株(LCL)および

単一のヒトHLA-DRを発現させたマウス線維芽細胞(L-cell)を用いた。 

3 .  H T Lエピトープの同定  

 コンピュータによるアルゴリズム解析(SYFPEITI)を用いて、EGFRのアミノ酸配列のうちsco

reが22以上のアミノ酸配列をHTLエピトープとして同定し、ペプチドを合成した。同時に、同

定したEGFRエピトープと相同性の高いHER-2、HER-3、c-Met由来のペプチドを合成した。 

4 .  E G F R特異的ヘルパーT細胞クローンの樹立  

 健常ドナーよりPBMCを採取し、CD14陽性細胞を分離してIL4及びGM-CSFを用いて樹状細胞を

誘導した。その樹状細胞にペプチドをパルスして抗原提示細胞としてCD4陽性T細胞を刺激

し、ペプチド特異的HTLを樹立後、更にクローン化した。樹立したT細胞クローンのペプチド

特異性は、放射線照射(40Gy)を行った同一ドナーのPBMCを抗原提示細胞として、EGFRペプチ

ドもしくはEGFRと相同性のあるHER familyやc-Met由来ペプチドへの反応性をELISA法による

IFN-γ産生能で評価し、その反応が抗HLA-DR抗体によって抑制されるかを検討した。また、L-

cellを抗原提示細胞として用いる事でクローンのHLA-DR拘束性を評価した。 

5 .  E G F R特異的ヘルパーT細胞クローンによる腫瘍への反応性  

 樹立したクローンとHLA-DRおよびEGFRまたはHER-2、HER-3、c-Metを発現している腫瘍を48

時間共培養し、上清中のIFN-γをELISA法にて定量した。また腫瘍に対するクローンの障害活

性はLDHを標的としたCyto Tox96 (Promega社)を用いて評価した。一部の腫瘍ではクローンと

の共培養の48時間前に腫瘍培養液にエルロチニブもしくはセツキシマブを添加した。 

6 .  頭頸部癌患者末梢血中のペプチドへの反応性  

 頭頸部癌患者よりPBMCを採取し1週間ペプチドと共培養後、放射線照射(40Gy)したPBMCを抗
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原提示細胞としてペプチドによる再刺激を更に1週間行い、上清中のIFN-γ及びGM-CSFをELISA

法にて測定した。 

7 .  統計学的解析  

 2因子間の検討にはMann-Whitney U検定を行い、P<0.05を有意とした。 

Ⅲ.  結果  

1 .  E G F RエピトープペプチドによるEGFR特異的ヘルパーT細胞クローンの樹立  

 アルゴリズム解析で得られたEGFRペプチドを用いて、複数の健常ドナー由来のPBMCよりEGF

R特異的ヘルパーT細胞クローンを誘導した。樹立したクローンはペプチドの濃度依存的にサ

イトカインを産生し、この反応がペプチド特異的でありかつ抗HLA-DR抗体で抑制された事か

らこのクローンはEGFRペプチドをHLA-DR拘束性に認識している事が明らかとなった。また、

L-cellを抗原提示細胞として樹立した複数のクローンがどのHLA-DRに拘束性があるか検討し

たところ、HLA-DR15やHLA-DR53等の複数のHLA-DR拘束性のクローンを誘導できた事から、こ

のEGFRペプチドはpromiscuousなエピトープと考えられた。 

2 .  E G F R特異的ヘルパーT細胞クローンによる腫瘍への反応性  

 樹立したクローンと腫瘍を共培養した結果、クローンはEGFR及びHLA-DR拘束性に腫瘍を認

識してサイトカインを放出した。また、LDHを用いたcytotoxic assayにより、このクローン

は直接腫瘍細胞を傷害可能な事が明らかとなった。 

3 .  E G F RエピトープペプチドのHER  f a m i l yや c-Me t発現腫瘍に対する汎用性  

 今回同定したEGFR由来のエピトープと高い相同性を持つアミノ酸配列がその他のHER famil

yであるHER-2やHER-3、c-Metに存在する事から、EGFR特異的ヘルパーT細胞クローンをHER-

2、HER-3またはc-Met由来ペプチドで刺激したところ、一部のクローンでHER-2やHER-3、c-Me

tに対するサイトカイン産生を認めた。またクローンとHER-2、HER-3またはc-Met陽性腫瘍細

胞を共培養したところ、EGFR特異的ヘルパーT細胞クローンはこれらの腫瘍を直接認識できる

事が明らかとなった。 

4 .  E G F R阻害薬の免疫治療におけるアジュバントとしての有用性  

 EGFR阻害薬(エルロチニブもしくはセツキシマブ)で腫瘍を処置したところ、一部の腫瘍で

細胞表面上のHLA-DR分子の発現増強を認めた。次に、EGFR阻害薬で前処置した腫瘍とEGFR特

異的ヘルパーT細胞クローンを共培養したところ、EGFR阻害薬未処置群に比べサイトカイン産

生能及びクローンによる腫瘍傷害活性が上昇した事から、EGFR阻害薬が癌免疫治療の有効な

アジュバントとなる可能性が示唆された。 

 

Ⅳ.  考案  

 今回同定したEGFR由来エピトープは、頭頸部癌患者においても有効な抗腫瘍効果を備えた

ヘルパーT細胞を惹起可能なエピトープである事が明らかとなった。近年、キラーT細胞に加

えてヘルパーT細胞が抗腫瘍免疫に重要である事が明らかとなってきており、腫瘍抗原からヘ

ルパーT細胞エピトープを同定する事が癌ワクチンの開発に重視されてきている(1)(2)。本研
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究で樹立したEGFR特異的ヘルパーT細胞クローンはその他のHER familyであるHER-2やHER-3、

c-Met陽性腫瘍にも反応しうる事から、このEGFRペプチドはEGFRのみならずHER-2やHER-3、c-

Met陽性腫瘍にもがんワクチンとして適応可能と考えられる。 

 近年、EGFRシグナルとHLA分子の発現性との関連が指摘されており(3)、腫瘍細胞をEGFR阻

害薬で処置した結果、一部の腫瘍でHLA-DR分子発現の増強と、ヘルパーT細胞の腫瘍に対する

傷害活性の上昇を認めた。近年、放射線療法や低用量シクロホスファミドに代表される化学

療法も癌免疫治療の効果を増強する事が解明されてきており、今後の癌治療は手術、化学放

射線治療、分子標的治療、免疫治療によるcombination therapyが主体となると考えられる。

本研究で得られた基礎的知見は今後の分子標的薬と癌免疫治療の併用及び相乗効果に関する

理論的根拠に成り得ると考えられた。 

 

Ⅴ.  結論  

1. 複数のHLA-DR分子拘束性に有効な抗腫瘍効果を惹起しうるEGFR由来のpromiscuousなヘル

パーT細胞エピトープを同定した。 

2. 同定したエピトープはEGFR発現腫瘍のみならず、HER-2やHER-3、c-Met発現腫瘍にも適用

可能な癌ワクチンに成り得ると考えられた。 

3. EGFR阻害薬は癌免疫治療において、有効なアジュバントとなる事が示唆された。 
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