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要旨 

 

【背景と目的】進行再発性難治腫瘍に対しては外科的治療・化学療法・放射線

治療といった集学的治療が行われているが、依然として予後不良である。1990

年代に免疫原性を有する腫瘍抗原が発見されたことを契機に、自身の免疫反応

を利用した腫瘍特異的免疫療法が開発され、多数の臨床試験が行われてきたが

臨床効果は不十分である。その原因として、癌細胞による免疫抑制細胞の誘導

や、MHC class I発現の減弱といった様々な免疫逃避機構が指摘されている。そ

こで、癌免疫療法により誘導される免疫反応をモニタリングすることで、治療

効果や予後の予測、あるいは治療効果の改善につながると考えられる。癌免疫

療法における免疫モニタリングとしては主に抗原特異的細胞性免疫反応あるい

は抗原特異的液性免疫反応が用いられている。これまで腫瘍抗原に対する癌免

疫療法の免疫反応の評価は標的抗原に対するものが中心であった。しかし近年、

癌免疫療法において非標的抗原に対する免疫反応が惹起される現象である免疫

応答拡大に関する報告が散見され、癌の自然経過あるいは抗癌治療に伴う免疫

反応の一つとして考えられており、癌の存在診断、特異的免疫反応誘導、およ

び臨床的治療効果や予後に関する免疫バイオマーカーになり得る現象として期

待されている。 

北海道大学消化器外科学教室 IIでは 2009 年から腫瘍抗原の一つである

MAGE-A4を発現した癌患者を対象に、MAGE-A4を標的としたがんワクチン臨床試

験を行い、その免疫反応を解析してきた。これまで MAGE-A4を標的抗原とする

癌免疫療法において免疫応答拡大を評価した報告はなく、本評価の免疫モニタ

リングとしての可能性を探索することは、癌免疫療法の効果判定や、治療の恩

恵を受けられる患者の選択に寄与できる可能性があると考えられる。 

そこで、本研究において、MAGE-A4に対する免疫反応を評価するとともに、免

疫療法の標的抗原として広く用いられている NY-ESO-1、MAGE-A3 に対しての免

疫反応も解析することで、免疫応答拡大の有無とその意義について検討を行う

こととした。 

【材料と方法】材料は、CHP-MAGE-A4がんワクチン登録患者 12 名の腫瘍組織切

片と血漿、癌細胞株である PC10、LK2、HEC46、KP1N、およびヒト胎児腎細胞株

である HEK293FTを用いた。マウスは BALB/c を用いた。HEK293FT 細胞にヒト精

巣 cDNAより抽出した MAGE-A4 cDNA、NY-ESO-1 cDNA、MAGE-A3 cDNA をトランス

フェクション法により組み込んだ、HEK293FT-MAGE-A4細胞、HEK293FT-NY-ESO-1

細胞、HEK293FT-MAGE-A3細胞を作製した。これらの細胞に各腫瘍抗原遺伝子・

蛋白が発現していることを逆転写ポリメラーゼ連鎖反応、ウェスタンブロット、
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免疫組織化学染色を行って確認し、各検査における陽性対照・陰性対照として

使用可能であることを確認した。これらの細胞と、癌細胞株の xenograft 切片、

およびヒト精巣の組織切片を用いて NY-ESO-1、MAGE-A3の発現を免疫組織化学

的に検出する条件を決定し、がんワクチン患者の腫瘍組織切片における

NY-ESO-1、MAGE-A3 の発現を検討した。続いて、健常人血漿における NY-ESO-1、

MAGE-A3に対する吸光度を測定し、CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験プロトコ

ールに従ってそれぞれの抗原に対する吸光度の cut off値を決定したのちに、

ワクチン患者の血漿を用いて各抗原に対する吸光度を測定した。CHP-MAGE-A4が

んワクチンを 5回投与後の血漿において、cut off値を超えたものを陽性と定義

し、ワクチン投与前にすでに陽性であった症例においては、ワクチン 5回投与

後の吸光度が投与前の 2倍以上であった場合に陽性と定義した。がんワクチン 5

回投与後、非標的抗原である NY-ESO-1および MAGE-A3に対する吸光度が陽性で

ある場合を免疫応答拡大ありと定義した。さらに、免疫応答拡大の有無が臨床

効果、予後へ及ぼす影響を検討した。 

【結果】CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験患者の腫瘍組織切片において、

NY-ESO-1の発現を確認した症例は認めず、MAGE-A3の発現は 1例のみ認められ

た。NY-ESO-1、MAGE-A3に対する吸光度の cut off値は、それぞれ 0.223、0.284

であった。ワクチン投与前において MAGE-A4、NY-ESO-1、MAGE-A3に対する抗体

反応を有する（Sero-positive）症例は、12例中それぞれ 5例（41.7%）、2例（17.7%）、

2例（17.7%）であった。NY-ESO-1、MAGE-A3の sero-positive症例は同一症例

であったが、2例とも免疫組織化学的染色においては NY-ESO-1、MAGE-A3の発現

を認めなかった。ワクチン 5回投与後における MAGE-A4、NY-ESO-1、MAGE-A3に

対する抗体反応陽性例は、それぞれ 8例（66.7%）、6例（50%）、5例（41.7%）

で、ワクチン投与前と比較し高頻度であった。患者全体の OD値の比較において

も、ワクチン投与後は全ての抗原において投与前に比べて有意に上昇していた

ことから、ワクチン投与により非標的抗原である NY-ESO-1、MAGE-A3に対する

免疫反応が誘導された可能性が示唆された。ワクチン投与後における MAGE-A4、

NY-ESO-1、MAGE-A3 陽性例、およびすべての抗原に対して陽性を示した 4例に対

して検討を行ったが、いずれの群においても臨床効果や予後との相関は認めら

れなかった。 

【考察】癌免疫療法における免疫モニタリングとしては、直接的に抗腫瘍効果

をもたらす CTLを評価する抗原特異的細胞性免疫反応を用いることがより望ま

しいが、標準化が難しい方法であるため ELISA法を用いた。本研究において

CHP-MAGE-A4がんワクチンの投与により MAGE-A4（8例, 66.7%）のみならず、

NY-ESO-1（6例, 50%）および MAGE-A3（5 例, 41.7%）に対する免疫反応が認め
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られ、免疫応答拡大が惹起されたと考えられた。既知の報告によると、がんワ

クチンにより免疫応答拡大が引き起こされた症例は、ほぼ全ての症例で非標的

抗原遺伝子あるいはタンパクの発現が確認されているが、本研究では確認され

なかった。その原因として、同一腫瘍内における腫瘍抗原の発現は不均一であ

ると考えられるため、本研究において検討した腫瘍切片内には当該タンパクが

含まれていなかった可能性がある。また近年、腫瘍抗原である Mesothelin特異

的 CAR-T療法を施行した膵癌患者において、治療後に他の腫瘍抗原や免疫関連

タンパクに対する抗体反応が上昇した患者で腫瘍の活動性が低下したと報告さ

れており、免疫応答拡大は癌免疫療法における有力なバイオマーカーとなる可

能性を秘めている。 

抗原特異的免疫反応の誘導が臨床効果や予後と関連しなかった原因として、

腫瘍特異的CTLの分化障害や制御性T細胞によるCTLの不活性化といった腫瘍免

疫逃避機構の存在が考えられる。制御性T細胞は自己に対するリンパ球の活性化、

および増殖を抑制する免疫寛容に関するT細胞であり、抗腫瘍免疫を抑制し腫瘍

の増殖に有利な状態を作るとされる。このため、がんワクチンによる腫瘍特異

的免疫反応だけでは臨床的に有効な治療効果を得るには不十分であり、制御性T

細胞などの腫瘍免疫逃避機構の調整が必要であることを示唆している。さらに、

本研究の対象患者はいずれも切除不能進行再発癌症例であり、免疫治療単独で

抗腫瘍効果は不十分であった可能性もある。また、sero-positive症例が予後不

良とする報告があるが、本研究では登録前に受けた治療やその期間などの背景

が様々であるため、その意義に関しては不明である。 

【結果】本研究において、CHP-MAGE-A4 がんワクチン投与により NY-ESO-1、

MAGE-A3に対する免疫応答拡大が惹起されることを確認した。臨床効果および予

後への影響は認められなかったものの、免疫応答拡大は癌免疫療法における免

疫誘導のモニタリングや癌の存在診断に利用できる可能性があり、有力なバイ

オマーカーとなる可能性を秘めている。また、がんワクチン単独では臨床的に

有効な治療効果を得るには不十分である可能性が高く、癌の免疫逃避機構を含

めた包括的な腫瘍免疫を考慮する必要がある。今後、癌種や前治療の有無など

の背景因子を揃え、多数例での再検討が必要である。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

BSA  Bovine serum albumin 

CAR-T  Chimeric antigen receptor T cell 

cDNA  complementary Deoxyribonucleic acid 

CHP             Cholesteryl pullulan 

CTA  Cancer testis antigen 

CTL  Cytotoxic T lymphocytes 

D-MEM      Dulbecco's Modified Eagle Medium 

EBV  Epstein-Barr virus 

ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

FBS      Fetal bovine serum 

HRP           Horseradish peroxidase 

IHC  Immunohistochemistry 

OD  Optical density 

PBS             Phosphate buffered saline 

RNA             Ribonucleic acid 

RPMI-1640    Roswell Park Memorial Institute-1640 

RT-PCR      Reverse transcription polymerase chain reaction 

SD  Standard deviation 

WB         Western blot 
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緒 言 

 

1990年代、Boon ら（van der Bruggen et al., 1991）により最初の腫瘍抗原

である MAGE-1（malanoma-associated antigen 1）が発見された。その後、癌細

胞由来の cDNA 発現ライブラリーの中から患者血清中の IgG 抗体が認識する

抗原遺伝子を同定する方法である SEREX法（serological identification of 

antigens by recombinant expression cloning）が開発されたことにより、腫

瘍抗原の同定数は飛躍的に増え、現在 200 以上を数える（Sahin U et al., 1995 ; 

Chen et al., 1997, 1998 ; De Baker et al., 1999 ; Park et al., 2003 ; Almeida 

et al., 2009）。 

癌精巣抗原（Cancer testis antigen ; CTA）は腫瘍抗原の一つであり、精巣、

胎盤、胎児期の卵巣（Simpson et al., 2005 ; Nelson et al., 2007 ; Caballero  

et al., 2009）および様々な腫瘍組織にその発現が確認されている（Scanlan et 

al., 2000, 2002, 2004 ; Calabro et al., 2005 ; van der et al., 2002 ; Vaughan 

et al., 2004 ; Kurashige et al., 2001 ; Gure et al., 2005 ; Li et al., 2005 ; 

Mashino et al., 2001 ; Sigalotti et al., 2002a, 2002b ; Melloni et al., 

2004）。 

1990年代後半、CTAには HLA class Iあるいは HLA class II を介して細胞障

害性 Tリンパ球や液性免疫反応を誘導する抗原ペプチドが含まれていることが

確認された（Traversari, 1999 ; Jäger et al., 1998）。実際、CTAの一つで

ある NY-ESO-1を発現した腫瘍を有する患者血清中に抗 NY-ESO-1抗体が産生さ

れていることが確認され（Maio et al., 2003 ; Scanlan et al., 2001 ; Stockert 

et al., 1998 ; Kurashige et al., 2001）、NY-ESO-1に対する抗体反応が認め

られた患者の 90%以上で NY-ESO-1特異的 CD8陽性 T細胞が誘導されていること

が示された（Jäger et al., 2000b）。一方で、精巣には血液精巣関門が形成さ

れ、かつ生殖細胞表面には HLA-class Iの発現が欠如していることから、生殖

細胞に発現している CTAは免疫の影響を受けないことが判明している（Bart et 

al., 2002 ; Fiszer et al., 1998 ; Kalejs et al., 2005）。 

以上のことから、CTAなどの腫瘍抗原は特異的免疫療法における理想的な抗原

として考えられ、これまでに様々な癌特異的免疫療法が行われてきた。その中

でも、NY-ESO-1および MAGE-A familyは様々な癌腫で発現し、その免疫原性の

高さから標的抗原として頻用されているが、実際の臨床効果は満足のいくもの

ではない（Rosenberg et al., 2001, 2004 ; van Baren et al., 2005 ; Jäger 

et al., 2006 ; Slingluff et al., 2007 ; Brichard et al., 2007 ; Odunsi et 

al., 2007 ; Bender et al., 2007 ; Valmori et al., 2007 ; Atanackovic et 
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al., 2008）。 

また、癌免疫療法によって引き起こされる免疫反応をモニタリングする方法

として、標的抗原に対する抗原特異的 Tリンパ球の誘導の有無や抗原特異的 IgG

の上昇の有無、あるいは抗特異的 IgEの測定が利用されているが、いずれも確

立したバイオマーカーとはいい難く（Mine et al., 2004 ; Rosato et al., 2006 ; 

Kyogoku et al., 2016 ; Abiko et al., 2018）、現状では癌免疫療法に伴う免

疫モニタリングの方法は定まっていない。 

こうした中、近年、癌免疫療法における免疫応答拡大（Antigen spreading、

Spreading immune response）に関する報告が散見される（Rosato et al., 2006 ; 

Kawabata et al., 2007 ; Corbière et al., 2011 ; Kawada et al., 2012）。

免疫応答拡大は、標的抗原以外に対する免疫反応が惹起される現象を指すが、

癌の自然経過、あるいは化学療法や免疫治療をはじめとする抗癌治療に伴う癌

の増大あるいは縮小過程における免疫反応の一つとして考えられており、癌の

存在診断、特異的免疫反応誘導、および臨床的治療効果や予後に関する免疫モ

ニタリングとして期待されている。 

所属教室では 2009年から腫瘍抗原の一つである MAGE-A4を発現した癌患者を

対象に、MAGE-A4を標的としたがんワクチン臨床試験を行い、その免疫抗体反応

を解析してきた（Kyogoku et al., 2016 ; Abiko et al., 2018）。これまで、

MAGE-A4を標的抗原とする癌免疫療法において免疫応答拡大を評価した報告は

なく、この現象の免疫モニタリングとしての可能性を探索することは、癌免疫

療法の効果判定や、治療の恩恵を受けられる患者の選択に寄与できる可能性が

あると考えられる。 

本研究の目的は、CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験患者において、腫瘍抗原

の一つである NY-ESO-1、MAGE-A3に対する免疫応答拡大が惹起されうるかどう

かを解析し、その意義を明らかにすることである。 
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実 験 方 法 

 

1）臨床試験 

北海道大学消化器外科学教室 IIにて施行された MAGE-A4抗原を発現する難治

性悪性腫瘍に対する CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験 (Clinical trial 

number : UMIN000001999 )の概要は以下のとおりである。 

A）対象：癌腫を問わず腫瘍細胞で MAGE-A4抗原を発現している再発/切除不能

癌患者 

B）使用薬： 

①MAGE-A4蛋白；腫瘍抗原 MAGE family に属する 317アミノ酸からなる蛋白

であり、様々な癌種に広く発現するとされる。 

②コレステリル基置換プルラン(Cholesteryl Pullulan：CHP)；分子量約 5-10

万のプルランの 100グルコース・ユニットにつき 1前後の比率でコレステ

リル基と結合した化合物である。CHPは MAGE-A4と混和すると CHP-MAGE-A4

複合体を形成し、MHC class Iおよび class IIの両抗原提示経路への効率

的なデリバリーが可能になるとされている。 

③OK-432；ストレプトコッカス・ピオゲネスのペニシリン処理凍結乾燥粉末

である。樹状細胞などの抗原提示細胞を活性化するとされ、今回の臨床試

験では免疫アジュバントとして使用した。 

C）投与スケジュール：CHP-MAGE-A4 300 µg + OK-432 0.5KE を 2週毎に皮下投

与した。 

D）安全性の評価：CTCAE v3.0に準じて有害事象を評価した。 

E）抗体免疫反応の評価：患者より採取した血清を 1次抗体とし、ELISA法にて

評価した。健常人血清を用いた ELISAの結果と、以下の式*から血清 400倍希釈

時の Cut off値を算出し陽性判定の基準とした。 

* Cut off 値 = 平均値＋1.645 × SD 

Ｆ）有効性の評価：CHP-MAGE-A4 ワクチンを 5回投与後の CT画像所見を RECIST

変法に準じて評価した。 

本検討は、上記臨床試験に登録された患者のうち、5回以上ワクチンを接種し

た 12名を対象とした。癌種、前治療歴、ワクチン投与回数などを含めた患者背

景を表 1に示す。 

 

本臨床試験は北海道大学倫理委員会より承認を受けた。 

 

 



9 

 

表１ 患者背景 

 

 
 

2）細胞株 

本研究においては、肺癌細胞株の PC10 と LK2、食道癌細胞株である HEC46、

膵癌細胞株の KP1N、およびヒト胎児腎細胞株の HEK293FTの 5種類を用いた。ま

た、HEK293FTに MAGE-A4 cDNA、NY-ESO-1 cDNA、MAGE-A3 cDNA をトランスフェ

クション法により組み込んだHEK293FT-MAGE-A4細胞、HEK293FT-NY-ESO-1細胞、

HEK293FT-MAGE-A3 細胞を作製し、各実験系における陽性対照・陰性対照として

用いた。 

細胞培地としては D-MEM (Gibco BRL, GrandIsland, NY, USA)あるいは

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Japan, Tokyo, Japan) を使用した。いずれもウシ

胎児血清（Fetal bovine serum; FBS）とペニシリン/ストレプトマイシンの抗

生剤を添加し、それぞれ終濃度を 10%、1%とした。いずれの細胞株も 5%CO2下で

37℃のもとインキュベーター内で培養を行った。 

 

3）逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR） 

TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)を用

いて各細胞株より total RNAの抽出を行い、その後 Transcript First Strand 

cDNA Synthesis Kit（Roche, Indianapolis, IN, USA）を用いて逆転写反応に

より cDNAを作製した。RT-PCRに使用したプライマー配列を表 2 にまとめた。 

 



10 

 

表 2 プライマー配列 

 Forward （5’ to 3’） Reverse （5’ to 3’） 

MAGE-A4 ATGTCTTCTGAGCAGAAGAGTCAGC TCAGACTCCCTCTTCCTCCTCT 

NY-ESO-1 CAGGGCTGAATGGATGCTGCAGA GCGCCTCTGCCCTGAGGGAGG 

MAGE-A3 ATGCCTCTTGAGCAGAGGAGTCA TCACTCTTCTCCCTCTCTAAAGC 

GFP TCAAGTCCGCCATGCCCGAA GACCATGTGATCGCGCTTCTC 

GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTC AGGGGTCTTACTCCTTGGAGGC 

 

PCRの反応条件としては、denature ; 94℃ を 30秒、annealing ; 60.4℃ (GAPDH

のみ 62.3℃) を 30 秒、extention ; 72℃ を 45秒 に設定し、計 35サイクルで

行った。 

 

4）ウェスタンブロット（Western Blot） 

各細胞株より whole protein を抽出し、SDS-PAGEサンプルバッファーを加え

て 5分間煮沸した。15%ランニングゲルおよび 15%スタッキングゲルを用いて抽

出した蛋白 20μg ずつを電気泳動した。その後、ニトロセルロースメンブレン 

(Hybond-ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, England, UK) に電気的に転

写し、各 1次抗体および 2次抗体と反応させた。その後、ECL prime Western 

Blotting Detection Reagent（GE Healthcare）を用いて化学発光させて発現解

析した。WBで使用した抗体を表 3にまとめた。 

 

表 3 蛋白検出に用いた抗体 

 sorce Clone / Type Dilution 

MAGE-A4 Mie univ. mAb (mouse) 1:2000 (1.4μg/ml) 

NY-ESO-1 Invitrogen E978 / mAb(mouse) 1:200  (2.5μg/ml) 

MAGE-A3 Sigma-Aldrich 6D10 / mAb(mouse) 1.200  (2.0μg/ml) 

GFP Clontech whole / mAb(mouse) 1:1000 

β-actin Millipore C4 / mAb(mouse) 1:1000 

 

5）免疫組織化学的染色 (Immunohistochemistry) 

免疫組織化学的検討用のセルブロックは、細胞株を 1 ml チューブに回収し、

リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline ; PBS）で洗浄後に遠心し、

上清を除去後、10 %緩衝ホルマリンを入れ固定した。その後パラフィン包埋し、

免疫組織化学的検討用ブロックを作製した。また、各癌細胞株の免疫組織化学

的検討は、BALB/c マウスに各癌細胞株を接種してできた腫瘍（Xenograft）を用
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いて行った。 

細胞株および Xenograft のセルブロックは 5μmに薄切した。パラフィン切片を

脱パラフィン化し、水洗後、0.01 M sodium citrate buffer(pH 6.0)中で、圧

力鍋にかけ抗原を賦活化した。その後、過酸化水素水でブロッキングを行い、

各抗体と反応させた。Histfine Simple Stain MAX-PO (MULTI) (Nichirei, Tokyo, 

Japan)と反応させたのち、Histfine SAB-PO(M) kit (Nichirei)を用いて免疫組

織化学染色を施した。各抗体の使用濃度は、WBと同様である。 

 

6）Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 

先に記載した、CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験患者 12名および健康成人

26名の血漿を用いた。 

96wellのイムノプレート (Nunk, Rochester, NY, USA)に、MAGE-A4蛋白(Mie 

University)、NY-ESO-1蛋白(Ludwig Institute for Cancer Research, NY, USA), 

MAGE-A3蛋白(Abcam, Cambridge, UK)をそれぞれ 20 ng/wellをなるように添加

し、37℃のインキュベーター内に 2時間静置し目的の蛋白を固相化した。洗浄

後、BSA-PBSによるブロッキングを行い、血漿 100μlを各 well に添加して 4℃

で一晩反応させた。洗浄後、4000倍に希釈した HRP標識抗ヒト IgG抗体（MBL, 

Nagoya, Japan）を添加し、遮光下に 4℃で 5時間反応させた。TMB substrate Kit

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて発色させ、0.18M硫

酸にて反応を停止した後、分光光度計を用いて 450nmにおける吸光度を測定し

た。Cut off値は、CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験プロトコールに従い、400

倍希釈した健常成人の血漿における optical density（OD）value + 1.645 x 

standard deviation（SD）に設定した。 

CHP-MAGE-A4がんワクチンを 5回投与後の血漿において cut off値を超えたも

のを陽性と定義した。また、ワクチン投与前にすでに陽性であった症例におい

ては、ワクチン 5 回投与後の OD valueが投与前の 2倍以上であった場合に陽性

と定義した。 

また、抗原抗体反応のコントロールとして、ワクチン投与前後での

Epstein-Barr virus（EBV）抗体価を測定した（Denka Seiken, Tokyo, Japan）。 

 

7）統計解析法 

統計解析は、Fisher の正確率検定と Mann-Whitney の U 検定を用いて行った。

生存分析は、全生存率（Overall survival；OS）にて検討を行い、Kaplan-Meier

法を用いた Log-rank 検定により行った。有意水準を p値<0.05 とした。以上の

統計解析は、StatFlex（Artech Co.,Ltd., Osaka, Japan）を使用した。 
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実 験 結 果 

 

MAGE-A4 発現の評価 

CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験において使用されたヒト精巣、PC10に加

え、HEK293FT-MAGE-A4細胞を陽性対照として用いた。また、陰性対照は臨床試

験と同様に LK2を用いた。それぞれに IHC を行い、再現性があることを確認し

た（図 1a）。また、RT-PCRおよび WBにて、各細胞株において遺伝子レベル、蛋

白レベルで MAGE-A4 が発現していることを確認した(図 1b)。 

 

 

 

図 1 各細胞株における MAGE-A4 の発現 

a： MAGE-A4染色条件での再現性が得られた。 

b：各細胞株において遺伝子レベル、蛋白レベルで MAGE-A4が発現していることを確認

した。 



13 

 

免疫組織化学染色における腫瘍抗原の特異的検出条件の確立 

1）NY-ESO-1 

まず NY-ESO-1の陽性対照を作製すべく、pcDNA3.1_IRES_GFPに NY-ESO-1遺伝

子をクローニングし、NY-ESO-1陰性株である HEK293FT 細胞へ遺伝子導入した。

完成した HEK293FT-NY-ESO-1 細胞の total RNA、whole protein を抽出、また、

セルブロックをホルマリン固定ののちパラフィン包埋し、IHCの検討に使用した。 

Total RNAを用いて RT-PCRを行い、HEK293FT-NY-ESO-1細胞に NY-ESO-1遺伝子

が導入されていることを確認した（図 2a）。続いて、whole proteinを用いて WB

を行い、HEK293FT-NY-ESO-1細胞中に NY-ESO-1蛋白が発現していることを確認

した（図 2b）。 
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図 2 HEK293FT-NY-ESO-1 細胞における NY-ESO-1の発現 

a：NY-ESO-1 遺伝子が導入されたことを確認した。 

b：HEK293FT-NY-ESO-1細胞中に NY-ESO-1蛋白が発現している。 

 

続いて、パラフィン包埋されたセルブロックを用いて免疫組織化学的染色の

検討を行った。抗原賦活化で使用するバッファーと加熱時間、内因性ペルオキ

シダーゼ処理に用いる過酸化水素水の濃度と反応時間、1次抗体の濃度を比較検

討した。抗原賦活化は圧力鍋を用いた加熱賦活法で行った。バッファーは 0.01 M 

sodium citrate buffer(pH 6.0)と 1mM EDTA(pH 8.0)、加熱時間を 5-10分で検
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討した。1mM EDTA(pH 8.0)では、短時間でより良好な染色性がみられたが、非

特異的反応も増加し、かつ切片のダメージが大きいため、0.01 M sodium citrate 

buffer(pH 6.0)中で 7分に設定した。内因性ペルオキシダーゼ除去に用いた過

酸化水素水濃度は 3％と 0.3%、反応時間は 5分と 15分で検討した。0.3％で 5

分反応させた場合にのみ非特異的反応がやや増加したが、そのほかの条件にお

いては違いがなかったため、3%および 5分に設定した。1次抗体の濃度は 1：100、

1：200、1：500の 3段階で検討した。1:100 では非特異的反応が多く、1：500

では染色が弱かったため、1：200に設定した。決定した条件を以下に記載する。

この条件における染色結果を図 3に示す。 

 

抗原賦活化：圧力鍋、0.01 M sodium citrate buffer(pH 6.0)、7分 

内因性ペルオキシダーゼ処理：3% 過酸化水素水、5分 

1 次抗体：Invitrogen（E978） 1:200（2.5μg/ml） 

 

 

 

図 3 HEK293FT-NY-ESO-1 細胞の免疫組織化学的染色 

 NY-ESO-1を特異的に検出する条件を決定した。 

 

2）MAGE-A3 

NY-ESO-1と同様に、pcDNA3.1_IRES_GFP に MAGE-A3遺伝子をクローニングし

た HEK293FT-MAGE-A3細胞の total RNA、whole proteinを抽出し、セルブロッ

クを作製した。 

Total RNAを用いた RT-PCR、および whole protein を用いた WBを行い、
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HEK293FT-MAGE-A3細胞中に MAGE-A3蛋白が発現していることを確認した（図 4）。 

 

 

 

図 4 HEK293FT-NY-ESO-1 細胞の RT-PCR および WB 

 HEK293FT-MAGE-A3 細胞に MAGE-A3遺伝子が導入され、MAGE-A3 蛋白を発現しているこ

とを確認した。 

 

次に、セルブロックを用いて免疫組織化学的染色の検討を行った。染色条件

の比較検討は NY-ESO-1と同様の手順で行った。抗原賦活化は圧力鍋を用いた加

熱賦活法で行い、バッファーは 0.01 M sodium citrate buffer(pH 6.0)と 1mM 

EDTA(pH 8.0)、加熱時間を 5-10 分で検討した。バッファーによる染色強度の違

いは認めなかったが 1mM EDTA(pH 8.0)では切片が剥がれることがあったため、

0.01 M sodium citrate buffer(pH 6.0)を選択した。加熱時間による染色強度

や非特異的反応の違いはなかったため、10 分に設定した。過酸化水素水濃度と

反応時間による違いを認めなかったため、3%および 5分に設定した。1次抗体の

濃度も 1：100、1：200、1：500の 3段階で検討し、結果は NY-ESO-1と同様に、

1:100では非特異的反応が多く、1：500では染色が弱かったため、1：200に設

定した。決定した条件を以下に記載する。この条件における染色結果を図 5に

示す。 

 

抗原賦活化：圧力鍋、0.01 M sodium citrate buffer(pH 6.0)、10分 

内因性ペルオキシダーゼ処理：3% 過酸化水素水、5分 

1 次抗体：Sigma-Aldrich（6D10） 1:200（2.0μg/ml） 
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図 5 HEK293FT-MAGE-A3細胞の免疫組織化学的染色 

 MAGE-A3蛋白を特異的に検出できることを確認した。 

 

以上より、HEK293FT-NY-ESO-1細胞および HEK293FT-MAGE-A3 細胞において、

それぞれの導入蛋白を免疫組織化学的に検出する条件を決定した。 

 

癌細胞株における NY-ESO-1、MAGE-A3 の発現の検討 

先の検討で決定した条件に用いて、ヒト癌細胞株 Xenograftにおいても

NY-ESO-1および MAGE-A3を免疫組織化学的に検出可能かどうかを検討した。 

まず、各癌細胞株に対して網羅的に RT-PCR を行い、食道癌細胞株である HEC46

に NY-ESO-1遺伝子が、膵癌細胞株である KP1Nに MAGE-A3遺伝子が含まれるこ

とを確認した。また、HEC46と KP1Nはそれぞれ MAGE-A3遺伝子、NY-ESO-1遺伝

子を有さなかった。 

次に、NY-ESO-1 および MAGE-A3の免疫組織化学染色を行い、RT-PCRの結果と

一致することを確認した（図 6）。 
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図 6 HEC46 および KP1N における NY-ESO-1、MAGE-A3 の検出 

 HEC46において NY-ESO-1が、KP1N において MAGE-A3が発現することを確認した。 

 

臨床試験患者の癌組織における NY-ESO-1、MAGE-A3 発現の検索 

臨床試験患者のパラフィン切片における NY-ESO-1、MAGE-A3の発現を検索す

るため、決定した条件のもと免疫組織化学的染色を行った。NY-ESO-1の発現を

確認した症例はなく、MAGE-A3は 1例のみ発現していた（表 4）。MAGE-A3を発現

していた症例 2を図 7に示す。 

なお、1例（症例 3）は生検による微小切片のため、染色に必要な量が残って

いなかったため検討できなかった。 
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表 4 MAGE-A4 がんワクチン患者における免疫組織化学的染色 

 MAGE-A4は全例に発現し、MAGE-A3は症例2のみが発現することを確認した。 NY-ESO-1

発現は確認できなかった。 

 

 

図 7 症例 2における MAGE-A3の検出 

 症例 2において MAGE-A3が発現することを確認した。 

 

ELISA による cut off 値の設定と、臨床試験患者血漿における各癌精巣抗原に対

する抗体反応の測定 

健康成人における MAGE-A4、NY-ESO-1、MAGE-A3に対する吸光度を測定し、前

述の計算式をもとに cut off値を算出した。それぞれ、0.288、0.223、0.284で

あった。 

続いて、患者血漿における各腫瘍抗原に対する抗体反応を評価するため、各

抗原に対する ELISA を行い吸光度を測定した。各患者におけるワクチン投与回

数ごとの吸光度の推移を図 8に示す。 
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図8 MAGE-A4がんワクチン患者における各癌精巣抗原に対する抗体反応の推移 

○が MAGE-A4、△が NY-ESO-1、□が MAGE-A3 を表し、中塗りは cut off値以上である

ことを示す。 
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CHP-MAGE-A4 ワクチン投与前における抗体反応の有無と免疫組織化学的染色と

の相違 

がんワクチン投与前において、MAGE-A4、NY-ESO-1、MAGE-A3 に対する抗体反

応を有する（Sero-positive）症例は、12例中それぞれ 5例（41.7%）、2例（17.7%）、

2例（17.7%）であった。NY-ESO-1、MAGE-A3の sero-positive症例は同一症例

であったが、2例とも免疫組織化学的染色においては NY-ESO-1 と MAGE-A3の発

現を認めなかった（表 5）。 

 

表 5 がんワクチン患者における IHC の結果とワクチン投与前の抗体反応の比

較 

 MAGE-A4では 5例に抗体反応を認めた。NY-ESO-1、MAGE-A3においても 2例ずつ陽性

であったが、免疫組織化学的染色の結果とは一致しなかった。 

 
 

CHP-MAGE-A4 ワクチン投与後における各抗原に対する抗体反応の有無 

ワクチン 5回投与後における MAGE-A4、NY-ESO-1、MAGE-A3に対する抗体反応

陽性例は、12例中それぞれ 8例（66.7%）、6例（50%）、5例（41.7％）で、ワク

チン投与前に比べ高頻度であった。CHP-MAGE-A4ワクチン投与により標的抗原で

ある MAGE-A4のみならず NY-ESO-1、MAGE-A3に対する免疫反応が惹起された可

能性が示唆された（表 6）。 
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表 6 がんワクチン投与後における各抗原に対する抗体反応 

 各抗原に対する抗体反応陽性例が増加した。CHP-MAGE-A4 がんワクチン投与により、

MAGE-A4のみならず NY-ESO-1、MAGE-A3においても免疫反応が惹起された可能性が示

唆された。 

 

 

 

CHP-MAGE-A4 ワクチン投与例全体における各抗原に対する抗体反応の比較 

CHP-MAGE-A4がんワクチン投与により、MAGE-A4に加え NY-ESO-1、MAGE-A3に

対する免疫反応も惹起された可能性が示唆されたため、健常人およびワクチン

投与前後における OD値を比較した。 

ワクチン投与前に健常人と有意差を認めたのは MAGE-A4のみであり、NY-ESO-1

および MAGE-A3に対する OD値は健常人と同等であった。一方、ワクチン投与後

の OD値は、すべての抗原において投与前に比べて有意に上昇していた（図 9）。 
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図 9 がんワクチン投与による各抗原に対する抗体反応の比較 

 CHP-MAGE-A4がんワクチン投与により、MAGE-A4 のみならず NY-ESO-1、MAGE-A3にお

いても抗体反応が認められた。 

 

各抗原に対する抗体反応の有無と臨床効果および予後への影響 

CHP-MAGE-A4がんワクチン投与によって惹起された各抗原に対する抗体反応

の臨床的意義について検討するため、ワクチン投与後における MAGE-A4、

NY-ESO-1、MAGE-A3 陽性例、およびすべての抗原に対して陽性を示した 4例を比

較した。その結果、いずれの群においても臨床効果および予後への影響は認め

られなかった（表 7、図 10）。 

 

表 7 がんワクチン投与による抗体反応の上昇と臨床効果 
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図 10 がんワクチン投与による抗体反応の上昇と予後 

 ワクチン投与後における MAGE-A4、NY-ESO-1、MAGE-A3陽性例、およびすべての抗原

に対して陽性を示した 4例を比較した結果、いずれの群においても臨床効果および予

後への影響は認められなかった 
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考 察 

 

進行再発性難治腫瘍に対して、手術治療・化学療法・放射線療法を中心とし

た集学的治療が行われてきた。第 4の抗癌治療として BRM（Biological Response 

Modifiers）製剤やサイトカイン製剤、モノクローナル抗体製剤といった外的に

投与する免疫療法が臨床の場で使用され、治療成績は改善してきているものの

依然として長期生存を得ることは困難である。こうした状況の中、1990年代に

免疫原性を有する腫瘍抗原が発見されたことを契機に、自身の免疫反応を利用

した腫瘍特異的免疫療法が開発され、多数の臨床試験が行われてきた（van der 

Bruggen et al., 1991 ; Tagliamonte et al., 2014）。しかしながら、腫瘍抗

原特異的免疫反応が誘導されることが確認されているのにも関わらず、臨床効

果は満足できるものではない（Roseberg et al., 2004 ; Itoh et al., 2009）。

その原因として、癌細胞による免疫抑制細胞の誘導や MHC class I 発現の減弱

といった癌による様々な免疫逃避機構が指摘されている（Nishikawa et al., 

2014 ; Itoh et al., 2009）。また、がんワクチン投与により抗腫瘍免疫が過剰

に誘導された場合、これを抑制する方向にサイトカイン環境が傾く可能性が示

されている（Kyogoku et al., 2016）。 

したがって、癌免疫療法により誘導される免疫反応をモニタリングすること

で、治療効果や予後の予測、あるいは治療効果の改善に寄与できる可能性があ

る。 

癌免疫療法における免疫モニタリングとしては、抗原に対する特異的細胞障

害性T細胞（cytotoxic T lymphocytes ; CTL）の誘導（抗原特異的細胞性免疫

反応）あるいは抗原特異的抗体産生（抗原特異的液性免疫反応）を用いて治療

効果を予測し、治療に対する好反応症例を選択することがふさわしい。特に、

直接的に抗腫瘍効果をもたらすCTLを評価する抗原特異的細胞性免疫反応を用

いることがより望ましいと考えられるが、ELISPOT 法や細胞内サイトカイン染

色法、MHCマルチマー法などの抗原特異的細胞性免疫反応の評価方法は、検体の

状態や測定に用いる試薬によって誤差が生じやすく、また、測定実施者の熟練

が必要であり施設間の較差も大きいため、標準化が難しい（Janetzki et al., 

2009）。一方で、抗原特異的液性免疫反応を測定するELISA法は一般的に確立さ

れた手法で、再現性や感度においての問題は少ないため頻用されている。 

これまで、腫瘍抗原に対する癌免疫療法の免疫反応の評価は標的抗原に対す

るものが中心であった。しかし近年、癌免疫療法において非標的抗原に対する

免疫反応が惹起される現象である免疫応答拡大に関する報告が散見される。こ

の現象は癌の自然経過あるいは抗癌治療に伴う免疫反応の一つとして考えられ
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ており、癌の存在診断、特異的免疫反応誘導、および臨床的治療効果や予後に

関する免疫モニタリングとして期待されている（Rosato et al., 2006 ; Kawabata 

et al., 2007 ; Corbière et al., 2011 ; Kawada et al., 2012）。 

本研究では、所属教室で行われた CHP-MAGE-A4がんワクチン療法臨床試験検

体を用いて免疫応答拡大が観察され得るか、またその意義に関して検討した。 

今回、CHP-MAGE-A4 がんワクチンによる免疫応答拡大の有無を検討するにあたり、

その対象抗原としては、より一般化された抗原、すなわち癌免疫療法の対象抗

原となっていることが望ましいと考えられたため、いずれも癌免疫療法の標的

抗原として頻用されている NY-ESO-1および MAGE-A3を選択した。NY-ESO-1は脂

肪肉腫や神経芽腫、悪性黒色腫、卵巣腫瘍の 40-100%、膀胱癌、肺癌の 20-40%、

大腸癌の 2-10%など、様々な悪性腫瘍に発現していることが確認されている

（Jungbluth et al., 2001a, 2001b ; Odunsi et al., 2003 ; Hemminger et al., 

2013 ; Pollack et al., 2012 ; Rodolfo et al., 2003 ; Barrow et al., 2006 ; 

Scanlan et al., 2004 ; Kurashige et al., 2001 ; Gure et al., 2005 ; Li et 

al., 2005 ; Mashino et al., 2001）。同様に、MAGE-A3も悪性黒色腫や膀胱癌、

前立腺癌、乳癌、肺癌、卵巣癌などに広く発現している（Scanlan et al., 2004 ; 

Zhang et al., 2010 ; Wölfl et al., 2005）。これらの抗原の免疫原性に関し

ては、1990年代後半、食道癌患者において NY-ESO-1に対する自然免疫が誘導さ

れていることが Chen ら（Chen et al., 1997）により報告されたことが最初で

ある。その後、NY-ESO-1および MAGE-A family により、HLA class I あるいは

HLA class IIを介して細胞障害性 Tリンパ球や液性免疫反応を誘導されること

が確認された（Traversari, 1999 ; Jäger et al., 1998 ; Chaux et al., 1999 ; 

Thurner et al., 1999）。実際に、NY-ESO-1においては患者血清中に抗 NY-ESO-1

抗体が産生されていることが確認され（Maio et al., 2003 ; Scanlan et al., 

2001 ; Stockert et al., 1998 ; Kurashige et al., 2001）、NY-ESO-1に対す

る抗体反応が認められた患者の 90%以上で NY-ESO-1特異的 CD8 陽性 T細胞が誘

導されていることが示された（Jäger et al., 2000b）。MAGE-A3 においても悪

性黒色腫や急性骨髄性白血病、T細胞性白血病/リンパ腫患者で抗原特異的 CD8

陽性細胞が誘導されることが報告されている（Connerotte et al., 2008 ; 

Goodyear et al., 2010 ; Nishikawa et al., 2012）ことから、NY-ESO-1とな

らび癌免疫療法の標的抗原として頻用されている（Scanlan et al., 2002 ; 

Thomas et al., 2018 ; Wang et al., 2018）。 

本研究において、CHP-MAGE-A4 がんワクチンの投与により、MAGE-A4（8 例, 

66.7%）、NY-ESO-1（6例, 50%）、および MAGE-A3（5例, 41.7%）に対する免疫

反応が認められ、患者全体の比較においてもワクチン投与により各抗原に対す
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る OD 値が有意に上昇することが確認された。しかし、NY-ESO-1、MAGE-A3 に対

する抗体反応が認められた症例において、IHCではその発現は確認されなかった。

Kawada ら（Kawada et al., 2012）は、食道癌および前立腺癌患者 13 例に対し

て CHP-NY-ESO-1がんワクチンを投与し、LAGE-1、MAGE-A1、MAGE-A3、MAGE-A4、

CT7、CT10など多数の腫瘍抗原に対する抗原抗体反応を解析し、同一患者におい

て複数の抗原に対する IgGが上昇することを報告している。その中で、MAGE-A3

およびMAGE-A4に対する抗体反応が上昇した6例のうち、MAGE-A3は5例、MAGE-A4

は全例でその遺伝子あるいはタンパクの発現を確認している。また、Ueda ら

（Ueda et al., 2018）は、食道扁平上皮癌および頭頸部扁平上皮癌患者 22 例

に対して、CHP-MAGE-A4がんワクチン用いた検討を行い、3例で非標的抗原であ

る NY-ESO-1 に対する抗体反応を認め、そのうち 2 例で NY-ESO-1 タンパクの発

現を確認している。上記の研究においては、がんワクチン後に免疫応答拡大が

認められた症例のほぼ全例で非標的抗原の遺伝子およびタンパクが確認されて

おり、本検討の結果とは相反するものである。しかしこれは、同一腫瘍内にお

いても単一細胞クローンによって腫瘍抗原の発現が異なるという癌の不均一性

（Sigalotti et al., 2004）を考慮すると矛盾しない結果だと考えられる。こ

のことから、免疫応答拡大はがんワクチン投与により崩壊した腫瘍から放出さ

れた腫瘍抗原を認識していることが示唆され、がんワクチン療法の免疫誘導や

癌の存在をモニターする有益な手段となる可能性がある。また近年、腫瘍抗原

である Mesothelin 特異的 CAR-T療法を施行した膵癌患者において、治療後に他

の腫瘍抗原や免疫関連タンパクに対する抗体反応が上昇した患者で腫瘍の活動

性が低下したと報告（Beatty GL et al., 2018）されており、免疫応答拡大は

癌免疫療法における有力なバイオマーカーとなる可能性を秘めている。 

標的抗原に対する抗原特異的免疫反応が誘導された症例で予後良好であった

とする報告（Kageyama et al., 2013 ; Saito et al., 2014）および非標的抗

原に対する細胞障害性T細胞の反応が腫瘍縮小に影響したとする報告（Corbière  

et al.,  2011）がある。しかし、本検討においては標的抗原であるMAGE-A4、

非標的抗原であるNY-ESO-1、MAGE-A3、および上記すべての抗原に対する免疫反

応の有無に関して臨床効果と予後との検討を行ったが、いずれの群においても

有意な差は認められなかった。その原因として、抗原特異的免疫反応は誘導さ

れたものの、腫瘍特異的CTLの分化障害（Speiser et al., 2005）や制御性T細

胞によるCTL の不活性化（Nishikawa et al., 2005）といった腫瘍免疫逃避機

構により抗原特異的CTLが誘導されず、有効な抗腫瘍効果を得るには至らなかっ

た可能性がある。制御性T細胞は自己に対するリンパ球の活性化および増殖を抑

制する免疫寛容に関するT細胞であり、腫瘍抗原の多くは自己抗原であるため、
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制御性T細胞は抗腫瘍免疫を抑制し腫瘍の増殖に有利な状態を作るとされる。こ

のため、がんワクチンによる腫瘍特異的免疫反応だけでは臨床的に有効な治療

効果を得るには不十分であり、制御性T細胞などの腫瘍免疫逃避機構の調整が必

要であることを示唆している。さらに、本研究の対象患者はいずれも切除不能

進行再発癌症例であり、免疫治療単独では抗腫瘍効果が不十分であった可能性

もある。 

また本検討では、がんワクチン投与前においてMAGE-A4、NY-ESO-1、MAGE-A3

に対する抗体反応を有する（Sero-positive）症例は、12例中それぞれ5例（41.7%）、

2例（17.7%）、2例（17.7%）であった。がんワクチン患者における非標的抗原に

対するsero-positive症例が予後不良とする報告があるが（Jäger et al., 

2000a ; Ueda et al., 2018）、本研究では登録前に受けた治療やその期間など

の背景がさまざまであるため、その意義に関しては不明である。今後、前治療

の有無や、その程度といった背景因子を揃え、より多数の症例で再検討を行う

必要がある。 

本研究において、CHP-MAGE-A4がんワクチン投与により NY-ESO-1、MAGE-A3に

対する免疫応答拡大が惹起されることを確認した。臨床効果および予後への影

響は認められなかったものの、免疫応答拡大は癌免疫療法における免疫誘導の 

モニタリングや癌の存在診断に利用できる可能性があり、有力なバイオマーカ

ーとなる可能性を秘めている。また、がんワクチン単独では臨床的に有効な治

療効果を得るには不十分である可能性が高く、癌の免疫逃避機構を含めた包括

的な腫瘍免疫を考慮する必要がある。 
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結論 

 

 

1. 本研究から得られた新知見 

 

・ CHP-MAGE-A4がんワクチン療法により、非標的抗原である NY-ESO-1および

MAGE-A3に対する免疫応答拡大が認められた。 

・ CHP-MAGE-A4がんワクチン投与により生じた免疫応答拡大と臨床効果および

予後との相関は認められなかった。 

 

2. 新知見の意義 

 

・ 免疫応答拡大は癌免疫療法における免疫誘導のモニタリングや癌の存在診

断に利用できる可能性があり、有力なバイオマーカーとなる可能性を秘めて

いる。 

・ がんワクチン単独では臨床的に有効な治療効果を得るには不十分である可

能性が高く、癌の免疫逃避機構を含めた包括的な腫瘍免疫を考慮する必要が

ある。 

 

3. 新知見からどのような研究が展開され得るか 

 

・ 背景因子を揃えた上で、より多数例のがんワクチン療法患者における特異的

免疫反応の有無を検討する。 

・ 抗原特異的細胞性免疫や抑制性 T細胞などの免疫抑制性細胞に関しての評価

項目を加えた検討を行う。 

・ 他の腫瘍抗原を標的とするがん免疫療法においても免疫応答拡大が起こり

得るかを検討する 

 

4. 今後の課題 

 

・本研究は 12例と少数であるため、より大規模で癌種や治療歴などの背景を揃

えた上での検討が必要である。また、特異的細胞性免疫や免疫逃避機構に関

する評価を含め、腫瘍免疫の包括的検討を行うべきである。 
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