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要旨 

 

【背景と目的】手術療法、化学療法、放射線療法に続く、難治性悪性腫瘍に対する

第 4の治療としてがん免疫療法が注目されてきている。北海道大学消化器外科学教

室Ⅱでも、癌精巣抗原の一種であるMAGE-A4を免疫源としたがんワクチン療法の

臨床試験を展開してきた。しかしながら、他のがんワクチン療法と同様、腫瘍縮小

効果は限定的であった。近年、免疫チェックポイント阻害剤の顕著な臨床効果が示

される中で、改めて抗腫瘍免疫における免疫抑制機構の存在に注目が集まっている。

がんワクチン療法の今後の課題として、免疫抑制機構の克服が重要であり、そのた

めには抑制的に機能する免疫担当細胞の詳細な理解、解明が必要である。本研究は

その一つである制御性 T細胞（Regulatory T cells：Treg）に着目し検討した。 

【対象と方法】CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験患者のうち投与量が一定で、

4回以上治療が可能であった 16名を対象とした。患者血清を一次抗体とし、ELISA

法でMAGE-A4特異的 IgG抗体価上昇の有無を評価した。対象患者の末梢血から採

取した Peripheral Blood Mononuclear Cell（PBMC）を細胞調整し、CD4、CD25、

FOXP3で抗体処理した上で、フローサイトメトリーにて解析した。末梢循環型 Treg

比率をCD4陽性リンパ球中のCD4+CD25+FOXP3+ Tregの割合と定義し（Treg ratio

と呼称）、ベースライン、治療開始後 7週時点、11週時点、15週時点の PBMCから

測定した。 

【結果】MAGE-A4特異的 IgGは 16名中、10名に上昇がみられた。臨床試験患者

16名のベースライン Treg ratioの中央値は、健常人（中央値：6.60%）と比較し有

意に高値であった。ベースライン Treg ratio中央値である 10.28%をカットオフ値と

して群分けし、低値群と高値群で比較したが、腫瘍縮小効果、MAGE-A4特異的 IgG

上昇の有無、生存期間のいずれとも相関を認めなかった。ワクチン投与開始後 7週

時点での Treg ratio解析では、Treg ratio低値群で有意に予後が良好であった。ワ

クチン投与開始後 7週時点の Treg ratio低値群はベースラインから Treg ratioが低

値である症例が 8名中 7名であり、治療前後で Treg ratioが低値を維持し続けてい

る症例の予後が良いことが示唆された。11週時点、15週時点で同様の検討を行った

が、腫瘍縮小効果、MAGE-A4特異的 IgG上昇の有無、生存期間との関連を認めな

かった。 

【考察】これまで、CHP-MAGE-A4がんワクチン療法の治療効果の判定方法として

は、標的抗原に特異的な抗体産生能を評価する ELISA法や、抗原刺激により誘導さ

れた細胞障害性T細胞を定量的に直接評価するELISPOTが主に使用されてきたが、

末梢循環型 Treg比率測定の有用性が明確に示された報告はない。Tregの解析には、

末梢循環型の他に腫瘍微小環境における腫瘍浸潤リンパ球（TIL）中の Tregを免疫
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組織化学法で評価する方法がある。腫瘍局所の TILにおいて、Tregが相対的に増加

していることと予後不良とに関連があることが多くの固形癌で示されており、直接

的な抗腫瘍環境の評価や治療効果予測の上で有用な方法とされるが、頻回なサンプ

ルの採取が難しいという欠点がある。その点では、本研究で用いた血液サンプルは

比較的簡便に採取が可能であり、最小限の侵襲で包括的な情報を得られる利点があ

る。本研究では、PBMC中に存在する Tregを古典的な分類である CD4陽性、CD25

陽性、FOXP3陽性リンパ球と定義し、フローサイトメトリーにて CD4陽性リンパ

球中の Treg比率を Treg ratioとして扱い、がんワクチン療法におけるバイオマーカ

ーとしての意義について検証した。 

Treg ratioは、治療前の癌の進行度が高いほど高値であることが種々固形癌で示さ

れており、測定時点での癌の病勢、およびその後の自然経過を予測する指標となる

可能性が示唆されている。従って、ベースライン Treg ratio高値群は予後不良とな

ることが予測されるが、本研究では異なる結果であった。その要因として、対象患

者が 16名と少数であり、背景因子も異なるため、Treg ratioが単純に癌の病勢を反

映していない可能性と、ベースライン Treg ratio高値群の中に CHP-MAGE-A4が

んワクチン療法の治療効果により予後が改善された症例が含まれている可能性が挙

げられた。治療開始後の検討では、7週時点での Treg ratio低値の方が予後良好で

あることが判明し、さらにベースラインから低値を維持し続けることが 7週時点

Treg低値にとって重要であることが示唆された。末梢血 CD4陽性 Tリンパ球のサ

ブセットは、細胞性免疫の誘導を担う Th1と、アレルギー反応に関わる Th2、液性

免疫の誘導に関わる Tfh、炎症の誘導・維持を担う Th17細胞と、免疫抑制を担う

Tregが含まれ、それぞれがサイトカイン環境に基づいて分化し、免疫環境のバラン

スを維持している。CD4陽性リンパ球における Tregの比率を評価した指標である

Treg ratioが高値である状態は、前述のバランスが相対的に Treg優位な環境にある

といえる。そのため、Treg ratioが低く維持された状況は、逆に Tregの Th1や CTL

に対する抑制機能が低く抑えられている状態であり、抗腫瘍免疫が惹起されやすか

ったのではないかと考えられた。 

がんワクチン療法の治療効果向上のため、腫瘍逃避機構を解除する戦略が重要視

されている中、末梢循環性 Treg比率のバイオマーカーとしての意義が高まる可能性

があり、本研究の結果はその一助になり得ると考えられた。 

【結論】CHP-MAGE-A4がんワクチン療法患者では、PBMC中の末梢循環型 Treg

比率（Treg ratio）が健常人と比較し高値であった。がんワクチン治療前の Treg ratio

は腫瘍縮小効果、抗原特異的抗体反応、予後を予測する指標とはならなかった。一

方、治療開始後 7週時点の Treg ratioでは、低値である方が予後良好であり、それ
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は治療前から Treg ratioが低値であることと関連があった。治療前後の Treg ratio

の測定が予後予測のバイオマーカーとなり得ると考えられた。 

  



5 

 

略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

CAR-T  Chimeric Antigen Receptor-T 

CD Cluster of Differentiation 

CHP Cholesteryl Pullulan 

CR Complete Response 

CT Computed Tomography 

CTA Cancer Testis Antigen 

CTCAE Common Terminology Criteria for Adverse Events 

CTL Cytotoxic T-Lymphocyte 

CTLA4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4 

DC Dendritic Cells 

DMSO Dimethyl Sulfoxide 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

ELISPOT Enzyme-Linked Immunospot 

FBS Fetal Bovine Serum 

FITC Fluorescein Isothiocyanate 

FOXP3 Forkhead box P3 

FSC Forward Scattered Light 

HIV Human Immunodeficiency Virus 

HRP Horseradish Peroxidase 

IFN Interferon 

IHC Immunohistochemistry 

IL Interleukin 

MAGE Melanoma-Associated Antigen 

MDSC Myeloid Derived Suppressor Cells 

mRECIST modified Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PBS Phosphate-Buffered Saline 

PD Progressive Disease 

PD-1 Programmed Cell Death-1 

PD-L1 Programmed Cell Death Ligand-1   

PE Phycoerythrin 
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PE-Cy5 Phycoerythrin-Cyanin 5 

PFS Progression Free Survival 

PR Partial Response 

PS Performance status  

RPM Rotation Per Minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SD Stable Disease 

SSC Side Scattered Light 

TAA Tumor–Associated Antigens 

TCR T Cell Receptor 

TGF-β Transforming Growth Factor-β 

Tfh T follicular helper 

Th T helper 

TIM-3 T-Cell Immunoglobulin and mucin domain-3 

TIL Tumor Infiltrating Lymphocyte 

Treg Regulatory T Cells 

UMIN-CTR University Hospital Medical Information Network-Clinical 

Trials Registry  
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緒言 

 

癌治療における標準的なアプローチは、手術療法・化学療法・放射線療法である

が、様々に改良が加えられたこれらの治療法によっても、癌の完全な制御は困難で

ある。あるいは過大な副作用により、理想的な治療法の確立には至っていない現状

がある。近年、少ない毒性と高い有効性が期待される新たなアプローチとして、免

疫療法が注目されており、研究・開発が進んでいる(Mellman et al., 2011)。 

がん免疫療法の歴史の始まりは 100年以上前に報告された Coley’sワクチンであ

り、非特異的免疫療法であった(Coley, 1891)。1980年代、Boonらや van der Bruggen

ら (Boon et al., 2006; van der Bruggen et al., 1991)による腫瘍関連抗原（Tumor 

Associated Antigens：TAA）の発見以降は、特異的免疫反応を利用する新しい形の

免疫療法が注目された(Rosenberg et al., 2004)。腫瘍関連抗原をターゲットとした

免疫療法は、昨今、能動的療法と受動的療法に分けて議論され、前者の代表格はが

んワクチン療法や樹状細胞ワクチン療法であり、後者は主に遺伝子導入され抗原特

異的な免疫反応を獲得したリンパ球を養子免疫する方法である。現在、効果が期待

されている方法として悪性黒色腫や食道癌に対する NY-ESO1 (Robbins et al., 

2015)や、Melanoma Associated Antigen-A4（MAGE-A4）(Kageyama et al., 2015)

をターゲットとした遺伝子改変 T Cell Receptor（TCR）療法(Davis et al., 2010)や

急性白血病における Cluster of Differentiation（CD）19 (Liu et al., 2017)、神経膠

芽腫での糖脂質 GD2に特異的な抗体を利用した Chimeric Antigen Receptor-T

（CAR-T）療法(Pule et al., 2008)等が挙げられる。 

また、これらの治療法に続き、免疫療法の大きな転換点ともいうべき新たな治療

法が 2010年代から開発、臨床応用され始めた。すなわち、末梢性の免疫寛容に重要

な役割を持つ免疫チェックポイント分子に対する抗体療法であり、現在抗 Cytotoxic 

T- Lymphocyte Antigen-4（CTLA-4）、抗 Programmed Cell Death-1（PD-1）抗体、抗

Programmed Cell Death-Ligand1（PD-L1）抗体が臨床応用されている(Ishida et al., 

1992; Iwai et al., 2002; Ribas, 2012)。特に、抗 PD-1抗体は 2006 年に米国で臨床

試験が開始され、日本での臨床試験を経て現在、一般名 Nivolumab としてメラノー

マや腎癌などに対して臨床使用されている。 

このような中、北海道大学消化器外科学教室Ⅱ（以下、所属教室）では特にがん

ワクチン療法に着目し、臨床試験を展開してきた。癌精巣抗原（Cancer Testis 

Antigen：CTA）の一種であるMAGE-A4の全長蛋白と Cholesteryl Pullulan（CHP）

を免疫源とした「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」（以下、本臨床試験）を、2009年から 2012

年に第 I + II相試験として実施した。この臨床試験の主目的は安全性と有効性の評
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価であった。第 I相試験では 3名ずつを 3つの groupに登録し、用量漸増試験とし

て行い、第 II相試験では、至適量と判断した CHP-MAGE-A4 300µg + CHP 3.6mg 

+ OK-432 0.5KEを全例に投与し、安全性を評価した。全登録症例において Common 

Terminology Criteria for Adverse Events（CTCAE）で規定されるグレード 3以上

の有害事象は認めず、安全性が確認された。有効性に関しては、抗原特異的免疫反

応、すなわちMAGE-A4特異的 IgG抗体反応を解析し、がんワクチンを投与された

患者では一定の割合で特異的免疫反応が誘導されていることを明らかにした。しか

しその一方で、modified Response Evaluation Criteria in Solid Tumors（mRECIST）

分類に則った症例ごとの治療効果判定では、Complete Response（CR）や Partial 

Response（PR）は認めず、臨床的効果は限定的という結果であった。 

がんワクチン療法は、腫瘍関連抗原の一種である癌精巣抗原を免疫源として投与

することで抗原特異的免疫反応を誘導し、抗腫瘍効果を期待する免疫療法である。

癌精巣抗原とは、広範囲の悪性腫瘍に発現が確認されているが、正常組織では精巣

以外に発現を認めない性質をもったタンパクである(Caballero and Chen, 2009)。

MAGEファミリーは悪性黒色腫から同定された抗原で、癌精巣抗原の代表例の一つ

である。その中でもMAGE-A4は食道癌、頭頚部癌、肺癌など種々の固形癌におい

て発現が認められている(Caballero and Chen, 2009)。発現が認められている癌腫に

おいて、抗原特異的な免疫反応が誘導されることがわかっており、がんワクチン療

法の有望な標的抗原と考えられている。しかしながら、本臨床試験のように、基礎

実験レベルでみられる効果が臨床試験では十分に再現されないことがしばしば指摘

されている(Rosenberg et al., 2004)。その理由として、第一に感染症に対する予防

ワクチンとは異なり、がんワクチン療法では多くの場合自己抗原を標的とするため、

患者自身が治療前からすでに抗原に対して長期に暴露された状態であり、標的抗原

に反応性の T細胞が不応答状態になっている可能性が指摘されている(Mohammed 

et al., 2016; Schreiber et al., 2011)。これを克服するため、さまざまな免疫アジュバ

ントや薬剤デリバリーシステムの開発、ネオアンチゲンの探索が試みられており、

それぞれ治療効果の改善が報告されている(Le et al., 2013; Le et al., 2015; Reed et 

al., 2013; Ribas et al., 2009; Schumacher and Schreiber, 2015)。第二に、患者側の

要因として、免疫抑制機構の存在があげられる。制御性 T細胞：Regulatory T Cells

（Treg）や骨髄由来抑制細胞：Myeloid Derived Suppressor Cells（MDSC）とい

った免疫抑制細胞や、Interleukin（IL）-6、IL-10、Transforming Growth Factor-β

（TGF-β）などの抑制性サイトカインが抗腫瘍免疫反応の障害となっていることが

指摘されている(Vergati et al., 2011)。今後、がんワクチン療法の治療効果向上のた

め、このような免疫抑制機構の制御が必要と考えられている。そこで本研究では、
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癌の免疫逃避機構の中でも、特に抑制系免疫担当細胞の代表格である Tregに着目し

検討を行った。 

Tregは自己免疫疾患の発症機構の研究から同定された Forkhead box P3（Foxp3）

をマスター遺伝子とする免疫自己寛容の維持に必須の細胞群である(Sakaguchi et 

al., 2008)。がん免疫における Tregの役割は、過去のマウスモデルでの Treg除去実

験により解明され、腫瘍反応性の T細胞を抑制して抗腫瘍免疫を抑制することが広

く知られている(Onizuka et al., 1999; Shimizu et al., 1999; Yamaguchi and 

Sakaguchi, 2006)。一方、ヒト臨床における研究でも多くの癌腫で末梢血および腫

瘍浸潤リンパ球（Tumor Infiltrating Lymphocyte：TIL）中の CD4+CD25+FOXP3+ 

Tregが増加していることが示されており(Beyer and Schultze, 2006; Curiel et al., 

2004; Decker et al., 2012; Ormandy et al., 2005)、CD4や CD8陽性 T細胞に対し

て、FOXP3+ Tregの比率が高い方が進行癌患者における予後不良や腫瘍の進行と関

連があることが示されている(Du Four et al., 2016; Hansen et al., 2015; Sayour et 

al., 2015)。ヒトにおいても Tregが抗腫瘍免疫を抑制する機序が徐々に明らかにな

ってきているが、がんワクチン療法における抗腫瘍効果にどのような影響があるの

かは十分に解明されていない。本研究では CHP-MAGE-A4がんワクチン療法を受

けた患者を対象に、治療中の免疫状態の中で Tregがどのように関わるかを末梢循環

型 Treg比率を探索的に解析し、治療効果および予後との関連を調べることで検証し

た。 

所属教室がこれまでに行った CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験患者の

Peripheral Blood Mononuclear Cells（PBMC）を用い、CD4陽性リンパ球に対す

る CD4+CD25+FOXP3+ Regulatory T cellsの割合を末梢循環型 Treg比率（Treg 

raito）として測定し、バイオマーカーとしての意義を検証した。求められるバイオ

マーカーの要件は目的によって、治療前の効果予測、治療中の免疫モニタリング、

予後予測、毒性予測などが挙げられるが、本研究ではがんワクチン治療前に効果・

予後予測が可能かどうか、治療後の予後予測が可能かを検討項目とした。まず、

PBMC中のリンパ球をフローサイトメトリーで解析し、CD4+、CD25+、FOXP3+

で定義される Tregの分画を検出する条件を設定した。次に、評価方法として Treg

分画の割合を測定する手法を採用し、CD4陽性リンパ球中の Treg比率：Treg ratio

を算出した。健常人サンプルを用いて Treg ratioを測定し、解析間、サンプル間の

ばらつきを評価した。臨床試験患者 16名の治療前（ベースライン）、および治療開

始後 7週、11週、15週時点の PBMCを解析し、Treg ratioを測定した。その結果、

臨床試験患者においては健常人と比較し Treg ratioが高値であることを明らかにし

た。また、がんワクチン投与により経時的に Treg ratioは低下する傾向にあり、臨

床試験から脱落せず比較的長期に生存できている症例で Treg ratioが低値を維持で
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きていることが判明した。さらに、ベースラインの中央値をカットオフ値としてワ

クチン投与後 7週時点の Treg ratioで群分けし生存解析を行ったところ、Treg ratio

低値群で有意に生存期間が長かった。がんワクチン療法による治療開始後の予後を

予測するバイオマーカーとして、有用である可能性が示唆されたとともに、今後、

患者選択、治療効果予測、新薬開発などにつながる知見であると考えられた。 
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方法 

 

Ⅰ.「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」に関する臨床研究デザインと治療プロトコール 

 

1. 患者選択基準 

主な患者選択基準は、（1）癌腫は問わず、標準治療に不応性の局所進行または転

移・再発例であること、（2）腫瘍細胞が MAGE-A4 抗原を発現していること、（3）

前治療（手術、放射線治療、化学療法）終了後 4週間以上経過していることとした。

Human Immunodeficiency Virus（HIV）抗体陽性例、重複癌例、自己免疫疾患例

は除外した。 

 

2. 投与スケジュール 

CHP-MAGE-A4がんワクチンを 2週間毎に皮下注射にて投与した。6回投与で完

遂とした。（6回投与後、患者の意思に基づきワクチンの追加投与を行った。）第 I

相試験では 3名ずつを 3つの groupに登録し、用量漸増試験を行った。各 groupの

臨床研究薬、および投与量はそれぞれ group 1 : MAGE-A4 100µg + CHP 1.2mg、

group 2 : CHP-MAGE-A4 300µg + CHP 3.6mg、group 3 : CHP-MAGE-A4 300µg + 

CHP 3.6mg + OK-432 0.5KEであり、OK-432（中外製薬、東京、日本）は、toll-like 

receptor-4を介し抗原提示細胞を活性化する免疫アジュバントとして投与した

(Nakahara et al., 2003; Okamoto et al., 2004)。第 II相では投与量を固定し、全症

例にMAGE-A4 300µg + CHP 3.6mg + OK-432 0.5KEを投与した。 

 

3. CHP-MAGE-A4がんワクチン 

三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座より供与された

MAGE-A4リコンビナントタンパクと CHPの複合体（CHP-MAGE-A4）をワクチ

ンとして使用した。MAGE-A4は、癌精巣抗原であるMAGE ファミリーの一種で、

各種癌組織での発現が確認されている一方、正常組織では生殖細胞にのみ発現が認

められる抗原で、がんワクチンの標的抗原として有用であることが報告されている

(Barrow et al., 2006; De Plaen et al., 1997; Gure et al., 2005; Li et al., 2005; 

Prasad et al., 2004; Resnick et al., 2002; Scanlan et al., 2002; Tajima et al., 2003; 

Yakirevich et al., 2003)。また、CHPはがんワクチン蛋白を包埋し、ナノ複合体を

形成することで、より効率的な抗原提示を可能とする抗原蛋白デリバリーシステム

である(Aoki et al., 2009; Gu et al., 1998; Kageyama et al., 2008; Kageyama et al., 

2013)。 
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4. 倫理的配慮 

本臨床試験を行うに当たり、北海道大学医療倫理委員会（2009年 3月）の承認を

受けており、治療前に全患者から書面でのインフォームドコンセントを取得してい

る。すべての患者は、2009年から 2012年の間に北海道大学病院で CHP-MAGE-A4

がんワクチン療法を受けた。本臨床試験は University Hospital Medical 

Information Network-Clinical Trials Registry （UMIN-CTR）に登録されている

（UMIN ID : 000001999）。また、本研究は「人を対象とした医学系研究に関する倫

理指針」に従って実施した。 

 

5. 安全性と有効性の評価 

有害事象の判定は CTCAE v3.0 を用いて評価した（CTCAE. JCOG, 2004）。有効

性を評価するための免疫学的解析は、患者血清を用いた Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay（ELISA）法および PBMCを用いたフローサイトメトリー

にて行った。臨床効果判定として、ワクチン投与前後にComputed Tomography （CT）

検査を行い評価した。その際、Cancer Vaccine Clinical Trial Working Group の提

言等に基づき RECIST分類を変更したmodified RECIST（mRECIST）分類を用い

た(Hoos et al., 2007; Wolchok et al., 2009)（表 1）。 

 

表 1 modified RECIST 分類 

評価 定義 

CR：Complete Response 全ての標的病変の消失 

PR：Partial Response ベースラインの最長径和と比較して、標的病変・新規

病変・10mm以上に増大した非標的病変の最長径和が

30%以上減少 

SD：Stable Disease PRとするには腫瘍縮小が不十分で、かつ PDとする

には治療開始以降の最小の最長径和と比較して、腫瘍

の増大が不十分 

PD：Progressive Disease 治療開始以降に記録された最小の最長径和と比較し

て、標的病変・新規病変・10mm以上に増大した非標

的病変の最長径和が 20%以上増加 

modified RECIST分類では新規病変の出現だけでは PDとしない 
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Ⅱ.患者末梢血を用いた免疫反応評価に関する実験手法 

 

1. 実験材料 

CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験患者のワクチン投与前（以下、ベースライ

ンと記載）およびワクチン投与開始後 7週、11週、15週で採取された患者末梢血を

用いた。末梢血から血清成分を分離回収し、解析まで-80℃で保存した。PBMCは

Ficoll-Paque Plus（GEヘルスケア、ウプサラ、スウェーデン）を用いて採取し、

グルタミン酸、ペニシリンおよびストレプトマイシンを含む Roswell Park 

Memorial Institute（RPMI）1640培地（和光純薬、大阪府、日本）で 2回洗浄し

た後、回収した細胞を CELL BANKER（Serum containing cryopreservation 

medium、日本製薬工業（株））に入れ、解析に使用するまで-130℃で保存した。 

 

2. MAGE-A4特異的抗体反応検出（ELISA法） 

患者血清を一次抗体とし、二次抗体として Horseradish Peroxidase（HRP）標識

抗ヒト IgG（H+L chain）ヤギ・ポリクローナル抗体（MBL、名古屋、日本）を使

用した。免疫反応誘導の陽性判定基準は以下のように決定した。がんワクチン投与

前の血清反応が陰性の症例では、ワクチン接種後にカットオフ値を超えた場合を陽

性、ワクチン投与前に血清反応が陽性（以下、ベースライン陽性と記載）の症例で

はワクチン接種後に投与前と比較し 2倍以上に上昇した場合を陽性と定義した。 

 

3. PBMC中の制御性 T細胞検出 

3-1 細胞調整 

凍結された PBMCを 37℃で 1分間解凍した後、直ちに 10mlの Stain Buffer（2％

牛胎児血清（Fetal Bovine Serum：FBS）+リン酸緩衝食塩水（Phosphate-Buffered 

Saline：PBS）に移し、20℃、1500 Rotation Per Minute（RPM）で 5分間遠心分

離して Dimethyl Sulfoxide（DMSO）を除去した。細胞ペレットを 10ml の Stain 

Bufferで再懸濁し、0.4％トリパンブルー染色溶液および光学顕微鏡を用いて計数し

た後、試料を同じ設定を用いて遠心分離し、1mlあたり 500万個の細胞となるよう

に Stain Bufferに再懸濁した。 

 

3-2 抗体染色 

試料は１試験管（12×75mm、5mlポリスチレン丸底試験管）当たり 50万個の細

胞とし、細胞表面マーカーである CD4- Fluorescein Isothiocyanate（FITC）、

CD25-Phycoerythrin-Cyanin 5（PE-Cy5）（BD Biosciences Pharmingen、San Diego、

CA、USA：以下 BDと記載）、および各アイソタイプ抗体を試料に添加し、暗所で
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20分間インキュベートした。試料を Stain Bufferで洗浄した後、遠心分離し（20℃、

10分、1500 RPM）、上清を除去した。次に、細胞固定のため Human FoxP3 Buffer 

A（BD）1mLを細胞懸濁液に添加し、暗所で 10分間インキュベートし、洗浄、遠

心分離（20℃、5分、3000 RPM）の後、膜透過処理のため上記 Human FoxP3 Buffer 

Aで希釈した 0.5mLの Human FoxP3 Buffer B（BD）で再懸濁し、暗所で 30分間

インキュベートした。インキュベーション後、1mLの Stain Bufferを添加し、遠心

分離（20℃、5分、3000 RPM）、上清を除去した後、細胞を Stain Bufferで洗浄し

た。次いで、Phycoerythrin（PE） mouse anti-Human FoxP3（クローン：259D / 

C7、BD）、または PEマウス IgG1κアイソタイプコントロールを添加し、細胞懸濁

液を暗所で 30分間インキュベートした。洗浄後、細胞を 0.6mLの Stain Bufferに

再懸濁し、フローサイトメトリーで分析した。以上の行程はすべて室温で行った。 

 

3-3 フローサイトメトリー 

CellQuestソフトウェア（Becton Dickinson、USA）を使用して、全てのサンプ

ルを FACS caliburフローサイトメーター（Becton Dickinson、San Jose、CA、USA）

で解析した。本研究では Tregを古典的な定義である CD4陽性、CD25陽性、 FOXP3

陽性の細胞集団として解析した。陰性対象をプロットし、Forward Scattered Light

（FSC）および Side Scattered Light（SSC）電圧を、リンパ球集団が分離されるよ

うに調整した。リンパ球集団を定義するために、CD3-PE single stain control

（eBioscience 、San Diego、CA、USA）を使用した。CD4陽性リンパ球の集団を

CD4-FITC 単染色サンプルによって決定し、四分割線を CD4-FITC、FoxP3-PE、

CD25-PE-Cy5を用いて、二重染色サンプルをプロットすることによって定義した。

color voltageとコンペンセーション（蛍光補正）設定は単染色サンプルによって設

定し、設定条件は全ての患者において同様に扱った。解析には PBMC中のリンパ球

集団にゲーティングした中の（図 1a）、CD4陽性細胞 10,000 event を用いた（図

1b）。CD4陽性細胞のゲーティング上の、CD25陽性かつ FOXP3陽性細胞の数を計

測し（図 1c）、末梢循環型 Treg比率（以下、Treg ratioと記載）を全 CD4陽性リン

パ球細胞中の百分率で表した。FACScaliburフローサイトメーターを用いてデータ

を解析し、その結果を CellQuestソフトウェアによって分析した。 
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図 1 フローサイトメトリー 

1a：PBMCをプロットし、リンパ球集団をゲーティングした。 

1b：1aでゲーティングした集団をプロットした。その中で、CD4陽性集団にゲーティング

した（10,000 eventを解析）。 

1c：1bでゲーティングした集団（CD4陽性リンパ球）をプロットした。その中で、CD25

陽性かつ FOXP3陽性の細胞をカウントし、CD4陽性リンパ球中の比率を Treg ratioと定

義した。 
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Ⅲ.末梢血中制御性 T細胞比率測定の意義に関する研究 

 

1. 研究対象患者および材料 

CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験に登録された 24名の患者のうち、投与量

が一定（CHP-MAGE-A4がんワクチン 300μgと OK432を 0.5KE）に固定され、

かつワクチン投与が 4回以上可能であった 16名の患者を対象とした。対象患者のが

んワクチン投与前（ベースライン）、初回ワクチン投与後 7週、11週、15週の血清

および PBMCサンプルを実験材料として用いた（図 2）。対照群として、健常人 9

名の PBMCを使用した。 

 

 

図 2 がんワクチン接種プロトコールと患者 PBMC採血スケジュール 

 

 

2. 末梢血中制御性 T細胞比率（Treg ratio）測定 

細胞調整および抗体処理を施した患者 PBMCを FACScaliburフローサイトメー

ターを用いて解析し、その結果を CellQuestソフトウェアによって分析し、CD4陽

性リンパ球 10000 個中の CD4+CD25+FOXP3+細胞数を算出した。その比率を百分率

で表記し、Treg ratioと定義した。各サンプルから 3回解析を行い、その平均値を

測定値とした。 
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図 3 代表例の Treg ratio 

図には代表例の Treg ratioを表示している。左側の図がベースラインのプロットで、右図

がワクチン投与開始後 7週時点のプロットを示している。CD25陽性かつ FOXP3陽性の範

囲を CD4+CD25+FOXP3+ Regulatory T cell : Tregと定義し、CD4陽性リンパ球中の Treg

の割合を計測し、Treg ratio（%）とした。 

 

3．統計手法 

得られたデータは、中央値と範囲をもって提示し、p値<0.05を統計学的に有意で

あると判定した。全患者の生存期間は、最初のワクチン投与日から患者が死亡した

日までの期間とした。群分けによる検討では、Fisher正確確率検定および

Mann-Whitney U検定で統計分析し、生存解析には Logrank testを用いた。Treg 

ratioの比較検討では、ベースラインおよびワクチン投与後 7週、11週、15週時点

での患者 Treg ratioと健常人（HD）の Treg ratioを箱ひげ図で表し、Mann-Whitney 

U検定によって統計分析した。全ての分析は、StatView統計ソフトウェア（バージ

ョン 5.0; SAS Institute Inc.、Cary、NC）を用いて行った。 
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結果 

 

1. 患者背景 

本臨床試験には第 1相段階と第 2相段階、合わせて 24名の患者が登録された。そ

のうち本研究では、投与量が一定（CHP-MAGE-A4がんワクチン 300μgと OK432

を 0.5KE）に固定され、かつワクチン投与が 4回以上可能であった患者 16名に焦点

を絞り、研究を行った。16名の患者は 9名が結腸直腸癌、3名が乳癌、4名が他の

癌（胆管癌、胆嚢癌、膵臓癌、中皮腫）であった。9名が男性で、7名が女性、年齢

の中央値は 61.5 歳（34歳から 79歳）であった。16名すべての患者が 4回以上ワ

クチン投与を受け、12名の患者が 6回完遂していた。ワクチン投与は患者からの希

望があれば、病状の悪化があるまで続けられた。ワクチン投与回数の中央値は 6回

であった（最少 4回から最多 21回）。CTCAEのグレード 3以上の有害事象は認め

なかった。最も頻度が高かった副作用は、すべての患者で注射部位に起きたグレー

ド 1の皮膚発赤で、自然軽快し特別な治療は必要としなかった。4回ワクチン投与

後、mRECIST criteriaに従って評価した臨床効果では、7名が Stable Disease（SD）

となり、9名が Progressive Disease（PD）であった。CRと PRは認めなかった（表

2）。患者 16名は観察期間中に全例が死亡しており、生存期間の中央値は 4.8か月（1.9

から 17.0 か月）であった（図 4）。 

 

表 2 患者背景 
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図 4 全症例の生存曲線 

観察期間中に全症例が死亡しており、生存期間の中央値は 4.8か月であった。 

 

2. MAGE-A4特異的 IgG抗体価の上昇 

研究対象患者 16名の内、MAGE-A4特異的免疫反応（IgG）が誘導された患者は

10名であった。その内訳は、ワクチン投与前の抗体価上昇がなく、投与により上昇

した症例が 8名（症例 1, 3, 7, 10, 11, 12, 14, 16）で、ワクチン接種後にベースライ

ンと比較し、2倍以上に上昇した症例が 2名（症例 6, 9）であった（表 3）。 
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表 3 MAGE-A4特異的抗体価の評価 

個々の症例の CHP-MAGE-A4がんワクチン投与後のMAGE-A4特異的 IgG抗体価上昇

の有無について表示した。（＋）は抗体価がカットオフ値以上であったことを示し、（－）は

カットオフ値以下であったことを示している。＊症例 6と 9はベースラインから抗体価が陽

性で、ワクチン投与により、2倍以上に上昇し、抗体価上昇ありと判定した。 

 

 MAGE-A4特異的 IgG抗体価 

症例 ベースライン ワクチン接種後 抗体価上昇の判定 

1 － ＋ 上昇あり 

2 － － － 

3 － ＋ 上昇あり 

4 － － － 

5 ＋ ＋ － 

6 ＋ ＋ 上昇あり＊ 

7 － ＋ 上昇あり 

8 ＋ ＋ － 

9 ＋ ＋ 上昇あり＊ 

10 － ＋ 上昇あり 

11 － ＋ 上昇あり 

12 － ＋ 上昇あり 

13 ＋ ＋ － 

14 － ＋ 上昇あり 

15 ＋ ＋ － 

16 － ＋ 上昇あり 

 

3．Treg ratioの解析：健常人サンプルを用いた解析精度の検証 

解析精度の検証として、健常人 Aの PBMC を 2度解析し、データのばらつきを

評価したところ、平均値は 7.97と 7.71%で、標準偏差は 0.57と 0.44であった（表

4）。健常人 Bの PBMCを凍結前と凍結後で 2度解析したところ、平均値は 8.01と

7.81%で、標準偏差は 0.55と 0.19であった（表 5）。健常人 9名の Treg ratioを測

定し（図 5）、対照群として扱った。各健常人（A～I）の 3回の解析における標準偏

差は 0.18から 0.77であった（図 5）。 
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表 4 健常人 Aの Treg ratio解析 

健常人 Aの PBMCを 3サンプルずつ、2度解析した結果を示している。 

 サンプル① サンプル② サンプル③ 平均値 標準偏差 

1回目 7.94% 8.69% 7.29% 7.97% 0.57 

2回目 7.91% 8.13% 7.09% 7.71% 0.44 

 

 

表 5 健常人 Bの Treg ratio解析 

健常人BのPBMCを3サンプルずつ、凍結前と凍結後の2度解析した結果を示している。 

 サンプル① サンプル② サンプル③ 平均値 標準偏差 

未凍結 7.33% 8.22% 8.67% 8.01% 0.55 

凍結 7.75% 8.07% 7.62% 7.81% 0.19 

 

 

 

 

図 5 健常人 9名の Treg ratio 

健常人 Aから Iまで 9名の Treg ratioを示した。棒グラフの値は 3回の解析の平均値を

表示し、エラーバーは標準偏差を表している。 
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4．臨床試験患者 16名の Treg ratio解析 

4-1．ベースライン Treg ratio 

全 16名のベースライン Treg ratioの中央値は 10.28 %で、健常人 9名の中央値

（6.60 %）よりも有意に高値であった（p値=0.001）。ベースライン Treg ratioが治

療後の効果予測、予後予測に利用可能かを検証するため、中央値である 10.28 %を

カットオフ値として 2群に分け、背景因子および、治療後の臨床経過について検討

した。表 6のように 2群間の背景因子に差は認められなかった。臨床経過について

はMAGE-A4特異的 IgG 抗体価上昇の有無、mRECIST による腫瘍縮小効果判定、

生存期間に有意差を認めなかった（表 7）。Treg ratioを 2群に分けた生存曲線を示

す。（図 6） 

 

 

表 6 ベースライン Treg ratioによる群分け：患者背景 

 ベースライン Treg ratio 
有意差 

低値群 高値群 

性別（男／女） 5／3 4／4 なし 

年齢（範囲：中央値） 48-78：61 34-79：62 なし 

癌腫（大腸／乳腺／その他） 5／0／3 4／3／1 なし 

MAGE-A4特異的 IgG抗体価  

ベースライン陽性（＋／－） 

3／5 3／5 なし 

 

表 7 ベースライン Treg ratioによる群分け：臨床経過 

 ベースライン Treg ratio 
有意差 

低値群 高値群 

ワクチン投与回数 

（範囲：中央値） 

5-16：7 4-21：6 なし 

mRECIST（SD／PD） 5／3 2／6 なし 

ワクチン投与後MAGE-A4特

異的 IgG上昇（＋／－） 

6／2 4／4 なし 

生存（生／死） 0／8 0／8 なし 

生存期間（範囲：中央値） 96-509：201.5 56-470：96.5 なし 
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図 6 ベースライン Treg ratioで群分けした生存曲線 

臨床試験患者 16名の生存曲線を示す。16名をベースライン Treg ratioが低値群と高値群

に分け（カットオフ値 10.28 %）、生存率を解析した。両群間に有意差は認めなかった

（Logrank test p=0.318）。 

 

4-2．臨床試験患者のワクチン投与後 Treg ratio 

4-2-1．Treg ratioの経時的推移 

臨床試験患者のワクチン投与開始後、7週後、11週後、15週後における Treg ratio

の中央値は 10.21 %、8.43 %、7.74 %であり、これらすべての時点で健常人と比較

すると有意に高値であった（図 6）。Treg ratioの推移をみると、Treg ratioはベー

スラインに対して治療経過の中で低下する傾向にあり、初回投与から 15週時点の

Treg ratioは治療前に比べ有意に低値であった（p=0.027 図 7）。しかしながら、個々

の症例の推移を詳細にみると、必ずしも全症例の Treg ratioが時間経過の中で低下

を示すわけではなく、上昇するものや、一旦低下した後に再上昇するような症例も

あり、一定の傾向はみられなかった。全症例の推移と 15週時点までデータ収集が可

能であった代表例 9名の推移を示す（図 8）。 
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図 6 Treg ratioの経時的推移 

ベースライン、およびワクチン投与開始後各時点での Treg ratioと健常人との比較を示す。

健常人と比較し、すべての時点で有意に Treg ratioは高値であった（Pre-Tx：ベースライン

値、7W/11W/15W：ワクチン投与開始後 7週、11週、15週時点での値）。 
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図 7 ベースラインとワクチン投与後 Treg ratioの比較 

ベースライン、およびワクチン投与開始後各時点での Treg raioの推移を示す。Treg raio

は低下する傾向にあり、15週時点では、ベースラインに比べ、有意に低値であった（p=0.027、

Pre-Tx：ベースライン値、7W/11W/15W：ワクチン投与開始後 7週、11週、15週時点での

値）。 

 

 

図 8 Treg ratio 経時的推移：全症例と代表例 9例 

全症例（左図）と 15週時点までサンプル収集が可能であった 9例（右図）の経時的変化

を示す。一定の傾向はみられなかった（Pre-Tx：ベースライン値、7W/11W/15W：ワクチ

ン投与開始後 7週、11週、15週時点での値）。 
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4-2-2．ワクチン投与後 7週時点の Treg ratio 

ワクチン投与開始後 7週時点の Treg ratioが治療経過を予測しうるか検討した。

前述のベースライン Treg ratio中央値 10.28 %をカットオフ値として、2 群に分け、

背景因子および臨床経過ついて解析した。表の如く、患者背景では性別、年齢、癌

腫、ベースラインでの MAGE-A4 特異的 IgG 抗体価上昇の有無に差はなかったが、

ベースライン Treg ratioは低値群で有意に低く、高値群で有意に高かった。臨床経

過においては、治療後の生存期間、SD／PDの割合、ワクチン投与回数に有意差が

みられた。一方で、MAGE-A4特異的 IgG抗体価上昇の有無とは関連がみられなか

った。2群に分けた生存曲線を示す（図 9）。Treg ratio低値群の生存期間が有意に

長かった（Logrank test p=0.0198）。 

 

表 8 ワクチン投与後 7週時点 Treg ratioによる群分け：患者背景 

 ワクチン投与後 7週 Treg ratio 
p値 

低値群 高値群 

性別（男／女） 6／2 3／5 N.S 

年齢（範囲：中央値） 48-79：62.5 34-71：59 N.S 

癌種（大腸／乳腺／その他） 4／0／4 5／3／0 N.S 

MAGE-A4特異的 IgG抗体価  

ベースライン陽性（＋／－） 

3／5 3／5 N.S 

ベースライン Treg ratio  

（低値群／高値群） 

7／1 1／7 p=0.01 

N.S：Not Significant   

 

表 9 ワクチン投与後 7週時点 Treg ratioによる群分け：臨床経過 

 ワクチン投与後 7週 Treg ratio 
p値 

低値群 高値群 

ワクチン投与回数 

（範囲：中央値） 

6-21：8 4-10：5.5 p=0.01 

mRECIST（SD／PD） 6／2 1／7 p=0.04 

ワクチン投与後MAGE-A4 

特異的 IgG上昇（＋／－） 

6／2 4／4 N.S 

生存（生／死） 0／8 0／8 N.S 

生存期間（範囲：中央値） 96-509：256 56-317：94.5 p=0.02 

N.S：Not Significant   
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図 9 ワクチン投与後 7週時点 Treg ratioによって群分けした生存曲線 

ベースライン Treg ratio中央値（10.28 %）をカットオフ値とし、Treg 低値群と Treg 高

値群に分け、生存解析を行った。Treg 低値群が有意差をもって生存期間が長かった

（Logrank test p=0.020）。 

 

4-2-3 ベースラインと投与開始後 7週時点の Treg ratio比較 

個々の患者においてベースラインとワクチン投与後 7週の Treg ratioを比較検討

した（表 10）。ベースラインで高値群であったが、ワクチン投与後 7週時点で低値

群に移行した症例が 1名（症例 5）、逆にベースラインで低値群、ワクチン投与後 7

週で高値群へ移行した症例が 1名（症例 8）であった。これらの症例以外はベース

ライン、ワクチン投与後 7週時点、ともに低値群が 7名（症例 1, 3, 6, 10, 11, 13, 14）、

高値群のままの症例が 7名（症例 2, 4, 7, 9, 12, 15, 16）であった。高値群から低値

群へ移行した症例 5の生存期間は 470日間、低値群から高値群へ移行した症例 8

の生存期間は 101日間であった（全症例の生存期間の中央値は 144.5 日）。ベースラ

インからワクチン投与後 7週時点に低値群のまま維持された症例は症例 1, 3, 6, 10, 

11, 13, 14 で、それぞれ生存期間は 96, 148, 469, 509, 141, 255, 257 日間、高値群の

ままだったのは症例 2, 4, 7, 9, 12, 15, 16 で生存期間はそれぞれ 88, 88, 56, 69, 317, 

105, 167 日間であった。前者の方が有意差を持って生存期間が長かった

（Mann-Whitney U test: p=0.047 ）。 
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表 10 ベースラインからワクチン投与後 7週時点への Treg ratioの変化 

全 16症例の詳細を表示している。（低）、（高）はカットオフ値（10.28 %）に対して低値

群か高値群かを示している。 
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4-2-4．ワクチン投与後 11週時点、15週時点 Treg ratio 

ワクチン投与後 11週時点と 15週時点での Treg ratioによって、臨床経過および

予後を予測しうるかをワクチン投与後 7週時点の Treg ratioと同様の検討を行った

が、いずれの項目も有意差を認めなかった。 

 

表 11 ワクチン投与後 11週、15週時点 Treg ratio解析のまとめ 
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4-2-5．Treg ratioとMAGE-A4特異的 IgG抗体価上昇との関連 

がんワクチンの特異的免疫誘導能と Treg ratioの相関を検討するため、MAGE-A4

特異的 IgGの上昇の有無によって群分けし、Treg ratioを比較した。ワクチン投与

前、7週時点、11週時点、15週時点のいずれの時点においても両群間の Treg ratio

に統計学的な有意差は認められなかった（図 10；Mann-Whitney U 検定、p=0.52、

0.39、0.089、0.77）。 

 

  

図 10 Treg ratioとMAGE-A4特異的 IgG抗体価上昇との関連 

MAGE-A4特異的 IgG抗体価の上昇の有無により群分けし、両群間でベースライン、お

よびワクチン投与開始後各時点での Treg ratioに差があるか比較した。どの時点においても

両群間に有意差は認めなかった。（P：MAGE-A4特異的 IgG抗体価上昇有、N：抗体価上

昇無、Pre-Tx：ベースライン、7W/11W/15W：ワクチン投与開始後 7週、11週、15週時点）。 
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考察 

 

がんワクチン療法は、「腫瘍関連抗原」を外部から投与し、生体内の免疫細胞を介

して能動的に抗原特異的細胞障害性 T細胞を誘導しようとする治療法である。化学

療法や分子標的療法と比較して特異的免疫反応誘導には時間を要するため、遅発性

に抗腫瘍効果が現れる場合がある。治療効果判定に従来の RECISTを用いて無増悪

生存期間（Progression Free Survival：PFS）を評価すると、SDや PDと判定され

る症例でも治療を継続することで腫瘍が縮小する可能性があり、本来の治療効果よ

りも過小評価される点が問題として指摘されている(Small et al., 2006)。このような

背景から、治療によって期待される抗腫瘍効果が生体内に誘導されているかどうか

を知る方法として、免疫反応を評価する手法を確立することが期待されている。 

過去の CHP-MAGE-A4がんワクチン臨床試験で採用されている免疫学的評価方

法は、標的抗原に特異的な抗体産生能を評価する ELISA法や、抗原刺激により誘導

された細胞障害性 T細胞（Cytotoxic T-Lymphocyte：CTL）を定量的に直接評価す

る Enzyme-Linked Immunospot（ELISPOT）が主に使用されている(Saito et al., 

2014; Ueda et al., 2018)。末梢循環型 Treg比率測定の有用性が明確に示された報告

はなく、Saitoら(Saito et al., 2014)のグループからの報告では、がんワクチン接種

後の末梢循環型 Treg比率が低値である方が、より生存期間が長い傾向にあることが

指摘されているのみである。 

Tregを解析する際は、末梢循環型の他に腫瘍微小環境における腫瘍浸潤リンパ球

（TIL）中の Tregを腫瘍検体を用いた免疫組織化学法（Immunohistochemistry：

IHC）で解析する方法がある。腫瘍局所の Treg浸潤が多いことが予後不良と関連が

あることは多くの固形癌で示されており(Curiel et al., 2004; Sasada et al., 2003; 

Wolf et al., 2005)、腫瘍組織検体を用いた解析は直接的な抗腫瘍環境の評価や治療効

果予測の上で有用な方法である(Fujii et al., 2018)。一方で、実臨床では腫瘍検体を

頻回に採取することは難しいという欠点がある。その点で、本研究で用いた血液サ

ンプルは頻回な採取が可能であり、最小限の侵襲的で包括的な情報を得られるメリ

ットがあり(Lim et al., 2018)、主に治療反応性をみるような免疫モニタリングには

有用と考えられる。PBMC中に存在する Treg、すなわち末梢循環型の Tregを解析

する際はフローサイトメトリーで細胞数を測定する手法が用いられる。本検討では

古典的な Tregの分類である CD4陽性、CD25陽性、FOXP3陽性リンパ球を Treg

と定義し、フローサイトメトリーにて CD4陽性リンパ球中の Treg比率を測定し、

これを Treg ratioとして扱うことで、がんワクチン療法におけるバイオマーカーと

しての意義について探索した。得られた結果をもとに治療前（ベースライン）に治

療効果および予後を予測しうるか、治療開始後のモニタリングおよび予後予測が可
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能かについて考察した。 

一般的に末梢循環型 Treg比率は治療前の癌の進行度が高いほど高値であること

が他の固形癌で示されており(Shen et al., 2010; Wei et al., 2015; Zhang and 

Huang, 2016)、測定時点での癌の病勢、およびその後の自然経過を予測する指標と

なる可能性が示唆されている。本研究のベースラインの解析では、Treg ratioが低値

である群と高値である群の間に臨床経過および治療後の生存率に差がなかった（表 7、

図 6）。従来の知見によれば Treg ratio高値群は予後不良となることが予測されるが

(Boucek et al., 2010)、本研究では異なる結果であった。その要因として、対象患者

が 16名と少数であり、さらに各患者の背景因子が異なるため、Treg ratioが単純に

癌の病勢を反映していない可能性と、ベースライン Treg ratio高値群の中に

CHP-MAGE-A4がんワクチン療法の治療効果により予後が改善された症例が含ま

れている可能性が挙げられる。後者の可能性を検証するため、がんワクチンによる

特異的免疫誘導の指標であるMAGE-A4特異的 IgG抗体価上昇との関連を検証した。

しかしながら、ベースライン Treg ratio高値とベースラインMAGE-A4特異的 IgG

抗体価陽性、および治療開始後の抗体価上昇の有無の、いずれとも関連は見いだせ

ず（表 7、図 10）、前者の影響が強いものと考えられた。以上のように、本研究のベ

ースラインの解析では、末梢循環型 Treg比率を表す Treg ratioはMAGE-A4がん

ワクチンの治療反応性を予測する指標とは言えない結果であった。 

がんワクチン治療後の解析では、ベースラインに比べ患者 Treg ratioの中央値は

低下する傾向にあり、投与開始後 15週時点では有意に低値であった（図 7 p=0.027）。

これは、脱落せずに投与を継続し、データ収集が可能であった症例群の Treg ratio

が比較的低値で維持されていたためと考えられた。具体的には 11週時点での症例数

は 12例であり、対象症例 16名から 4名が病勢の進行や死亡によりデータ収集の対

象から脱落し、15週時点では、さらに 3名が同様に脱落していたことが、データに

影響を与えたと考えられる。 

また、治療後予後予測に関する解析では、ワクチン投与後 7週時点で Treg ratio

が低値である方が有意に予後良好であった（図 9、p=0.020）。予後良好であった 7

週時点での Treg ratio低値群ではベースラインから低値を維持されていた症例が 8

例中 7例であり、高値群へ移行した症例は 1例のみであった（表 10）。Treg ratio

がベースラインから治療開始後 7週時点まで低値で維持し続けた群の予後が良いこ

とが示唆された。ベースラインの Treg ratio単独では予後予測の指標にはならなか

ったが、ワクチン投与後 7週時点の Treg ratioとの組み合わせで予後を予測する指

標となり得ると考えられた。 

がんワクチンにおける末梢循環型 Treg比率の治療効果や予後に関する知見は、肺

癌に対するペプチドワクチン(Hansen et al., 2015)や、各種固形癌に対する
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Dendritic Cells（DC）ワクチン(Wada et al., 2008)、神経膠芽腫に対する DCワク

チン(Fong et al., 2012)で報告があり、治療後高レベルの Treg比ががんワクチンの

治療効果を低下させ、予後が不良であることが示されているが、いずれも少規模で

の検討が少数あるのみである。さらにその機序に関しても、末梢循環型 Treg比率の

低下と Interferon（INF）γ/IL10比の増加が関連していること(Hansen et al., 2015)

や、腫瘍反応性の T細胞の増加と関連していること(Scurr et al., 2017)が示唆されて

いるが、詳細についてはいまだ明らかになっていない。 

末梢血CD4陽性Tリンパ球のサブセットは細胞性免疫の誘導を担うT helper（Th）

1とアレルギー反応に関わるTh2、液性免疫の誘導に関わるT follicular helper（Tfh）、

炎症の誘導・維持を担う Th17細胞、免疫抑制を担う Tregが含まれる。それぞれ可

塑性を有しており、サイトカイン環境に基づいて分化し、免疫環境のバランスを維

持している(Abbas et al., 1996; Nakayamada et al., 2012)。CD4陽性リンパ球にお

ける Tregの比率を評価した指標である Treg ratioが高値である状態は、前述のバラ

ンスが相対的に Treg優位な環境にあるといえる。そのため、Treg ratioが低く維持

された状況は逆に Tregの Th1や CTLに対する抑制機能が低く抑えられている状態

であり、抗腫瘍免疫が惹起されやすかったのではないかと推測される。近年の研究

では、PBMC中のバイオマーカーとして Treg比率以外にも CD4リンパ球に対する

CD8の比率や、ケモカインレセプターCCR7(Czystowska et al., 2013; Farsaci et al., 

2016)、免疫抑制分子である PD-1の発現頻度が効果予測のバイオマーカーになりえ

るという報告もある(Arrieta et al., 2017; MacFarlane et al., 2014)。さらにMDSC

が Tregに対して補完的に関与するといった知見もあり(Mahnke and Roederer, 

2007)、PBMCにおける他の CD4陽性 Tリンパ球サブセット、および免疫抑制機能

を持つMDSCなどの免疫細胞についての包括的な解析が必要であることが示されて

おり(Dang and Disis, 2009)、本検討においては、これらに対する検討が不足してい

ると考えられた。 

本検討のもう一つの問題点として、末梢血に循環する Tregの不均一性が挙げられ

る。Tregは末梢血中の CD4リンパ球中の約 10%程度存在するとされるが、それら

は単一な細胞集団ではなく、その機能により 3つの集団にわけられることが近年の

研究において示されている(Miyara et al., 2009)。すなわち FOXP3の発現が低く、

CD45RAが陽性である、naïve Treg、FOXP3を高発現し、CD45RAが陰性の effecter 

Treg（e Treg）、TCR刺激を受け一時的に FOXP3を発現している non Tregの 3タ

イプが挙げられ、抑制機能を持つのはこの中の e Tregであり、腫瘍局所ではこのエ

フェクター型が多く浸潤していることが明らかとなった(Nishikawa and 

Sakaguchi, 2014)。この腫瘍浸潤 e Tregは CTLA4、PD-1、T-Cell Immunogloblin 

and mucin domain-3（TIM-3）、ケモカインレセプターCCR4を高発現し、これら
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の分子を介して抗腫瘍免疫を抑制していると考えられている(Nishikawa and 

Sakaguchi, 2014)。このため、本検討で用いた PBMC中の CD4+CD25+Foxp3+ Treg

による分類だけでは直接的に Tregの免疫抑制機能を評価していない(Tanaka and 

Sakaguchi, 2017)ことや、末梢血と腫瘍局所では Tregの分布に相関がみられないと

いう可能性も示唆されている(Pircher et al., 2014)。今後、末梢循環型 Treg比率低

値が、がんワクチンによる CTL誘導に有利な環境を反映しているかを明確にするた

めに、上記のような他の免疫担当細胞の解析、e Tregの解析を検討するべきと考え

られる。そのためには、末梢血において Th17や Tfhに特異的な IL17や IL21のサ

イトカインの産生パターン解析や、本研究で用いた Tregの分類（CD4、CD25、Foxp3）

に加え、CD45RAを加えた Tregの詳細な分類と e Tregの動向を解析することが必

要である。 

これまでに様々な抗原に対するがんワクチンの臨床試験が行われてきたが、がん

ワクチン療法単独での治療では、治療効果が限定的である場合が多いことがわかっ

てきており(Melero et al., 2014)、近年の免疫チェックポイント分子の解明、および

その阻害剤が劇的な成果を上げていることを受け、がんワクチン療法の今後の戦略

としてエフェクター細胞を増強するだけでなく、Tregを含む腫瘍免疫逃避機構を解

除する戦略が重要視されている(Berzofsky et al., 2018)。その中で、ベースライン末

梢循環型 Treg比率がメラノーマに対する抗 CTLA4治療薬（Ipilimumab）の効果

予測になること(Simeone et al., 2014)や、治療後の末梢循環型 Treg比率の低下が良

好な治療効果と関連があること(Weber et al., 2013)が示されており、今後、末梢循

環型 Treg比率のバイオマーカーとしての意義もさらに高まる可能性があり、本研究

の結果はその一助になり得ると考えられた。 
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総括および結論 

 

①  本研究から得られた新知見 

1．CHP-MAGE-A4がんワクチン療法において、治療開始後 7週時点での PBMC中

の CD4陽性リンパ球に占める CD4+CD25+Foxp3+ Treg比率が低い群は、高い群に

比べ治療後の生存期間が有意に長い。 

 

2．CHP-MAGE-A4がんワクチン接種患者において、治療前から治療後 7週時点ま

で PBMC中のCD4陽性リンパ球に占めるCD4+CD25+Foxp3+ Treg比率が低く維持

された症例は生存期間が有意に長い。 

  

②  新知見の意義 

CHP-MAGE-A4がんワクチン接種患者において、治療前後の血液サンプルを採取

して、PBMC中の CD4陽性リンパ球に占める CD4+CD25+Foxp3+ Treg比率をモニ

タリングすることで治療後の予後予測が可能である。 

 

③  新知見に基づき今後展開されうる研究 

今後、がんワクチン療法、および他の免疫療法においても治療前後で PBMC中の

CD4陽性リンパ球に占める CD4+CD25+Foxp3+ Treg比率に関する研究を行い、普遍

的な予後予測のバイオマーカーとして利用可能かを検証する研究が考えられる。 

 

④  今後の課題 

臨床試験のデザインとして本研究は母数が少なく、背景因子が不揃いであった点

が問題である。そのため、患者母数の多い、背景因子を揃えた研究での検証が必要

である。また、本研究において PBMC中の CD4陽性リンパ球に占める

CD4+CD25+Foxp3+ Treg比率を Treg ratioとして解析したが、他のリンパ球サブセ

ットに関する情報や免疫担当細胞の情報が不足していた。今後、これらを同定する

マーカーを用いた包括的な PBMC解析を行う必要があると考えられる。 
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