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緒言 

 

 進行再発性の難治性固形癌に対しては、標準的には外科的治療・化学療法・放射線

療法を基軸とした集学的治療が行われているが、依然として根治を得ることは困難で

あり予後不良である。このような現状の中、癌に対する宿主の免疫反応を利用した癌

免疫療法が新しい治療法として研究・開発されてきた。かつて、丹毒に感染した癌患

者の腫瘍が縮小したことに発想を得たColeyワクチン 1や、結核患者に癌の罹患率が

低いことに着目した丸山ワクチン 2のように非特異的免疫反応により腫瘍縮小を目指

した報告も見られたが、その効果については現在では疑問が呈されている。 

 その後、1980年代後半から 1990年代前半にRosenberg, S.A. ら 3による腫瘍浸潤T

細胞が癌細胞を排除する働きの解明や、Boon, T.ら 4, 5による細胞傷害性CD8陽性T細

胞が認識する癌抗原であるMAGE-1の発見などが契機となり、がんワクチン療法・免

疫細胞療法・抗体療法など癌に特異的な免疫を活性化させる腫瘍抗原特異的免疫治療

法の開発が進んでいる 6。これまで、免疫療法は動物実験の領域では腫瘍抗原特異的

免疫誘導や抗腫瘍効果が報告されているものの、Rosenberg, S.A.ら 7の報告によるとヒ

トを対象にした臨床試験領域では数%の奏効率しか期待できないとされてきた。この

ような背景から、ヒトを対象とした免疫療法の効果判定は、RECIST法による腫瘍の

縮小率の評価だけではなく、ELISA法などによる腫瘍抗原特異的な液性免疫反応の評

価や、ELISPOT法などによる腫瘍抗原特異的な細胞性免疫反応の評価も含めて行われ

るようになってきた。 

 ヒトにおいて免疫療法の効果が低い原因としては免疫抑制細胞の存在 8やHLA class 

I発現レベルの減弱 9などさまざまな免疫逃避機構の存在が考えられているが、Honjo, 

T.ら10によって免疫機構を負に制御する免疫チェックポイント分子であるPD-1が同定

されたことで癌の免疫療法は大きな転換点を迎えている。2000年代に入り、免疫チェ

ックポイント分子を阻害する抗体を投与することで、腫瘍の縮小や転移を抑制する効

果がマウスにおいて報告された 11。抗PD-1抗体は 2006年にはアメリカで臨床試験が

開始され、その後、日本でも同様の臨床試験が行われた。その効果は、過去 30年間の

免疫療法のなかで最も高い抗腫瘍活性を示した 12とされており、臨床で使用され始め

ている。2017 Gastrointestinal Cancer Sympoium（ACSO-GI 2017）では、切除不能な進行・

再発胃癌患者を対象とした、抗ヒトPD-1モノクローナル抗体（一般名：ニボルマブ、

商品名：オプシーボ®）の第Ⅲ相臨床試験（ONO-4538-12試験）の結果が報告され、

プラセボ群と比較して全生存期間を有意に延長し、死亡リスクを 37%減少させたとし

ている。免疫療法の歴史と分類と図 1と図 2に示す。 
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図 1 免疫療法の歴史 

 

 

図 2 免疫療法の分類 
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 このような現状の中、北海道大学消化器外科学教室 IIでは 2009年から癌抗原の一

種であるMAGE-A4の全長蛋白を免疫源とした「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」を展開してきた。こ

の臨床試験は第 I + II相試験であり、がんワクチンの安全性と至適投与量を推定するこ

とが主要目的であった。この試験中に、がんワクチン投与前の皮内テストで即時型の

アレルギー反応を示した症例を経験したが、この症例では、がんワクチンの投与を重

ねる毎に抗原特異的なIgG4やIgEが上昇していたことが後の血清学的検査で判明した
13。 

 同教室では、臨床試験の当初からがんワクチンの治療効果を予測するバイオマーカ

ーを検索してきたが、がんワクチンのバイオマーカーとしては、抗原特異的液性免疫

反応を用いている報告は数多く存在するものの、その大部分は免疫源に対する IgG抗

体反応のみの評価であった。前述のように試験中に即時型アレルギー反応を示した症

例を経験したことから、IgG4を含めた IgGサブクラスや IgE抗体に着目し、治療効果

を予測するバイオマーカーとしての有用性について検証を行ってきた 13。これまで、

IgG1、IgG2、IgG3は腫瘍免疫を含む細胞性免疫反応を司るTh1が優位な際にB細胞

から産生され、一方で IgG4と IgEはアレルギー反応を含む液性免疫反応が優位な際に

B細胞から産生されることが知られている 14, 15。本研究では、がんワクチン接種患者

における抗原特異的液性免疫反応の経時的変化をELISA法を用いて測定し、がんワク

チン接種が、Th1に関連する抗体である IgG1、IgG2、IgG3、及びTh2に関連する抗体

である IgG4、IgEに与える影響を評価することを目的とした。 

 本研究の結果から、全てのMAGE-A4特異的 IgGサブクラスとMAGE-A4特異的 IgE

の誘導が確認できた。また、がんワクチン接種後にELISAのOD値が統計学的に有意

に上昇したものは、IgG1のみであった。抗原特異的な IgGサブクラス同士の相関関係

については、Th1に関連する抗体である IgG2と、Th2に関連する抗体である IgG4の

間に強い正の相関を認め、その相関係数はR=0.808 （p<0.0001）であった。すなわち、

Th2に関連する抗体である IgG4は、Th1に関連する抗体である IgG2の誘導の程度に

正比例して誘導される可能性が示唆された。また、抗原特異的な液性免疫反応の誘導

が確認されたものの、modified RECIST分類に則った症例ごとの治療効果の評価では、

CRや PRは認めず、MAGE-A4特異的 IgGサブクラスおよびMAGE-A4特異的 IgEの

陽転化の有無と、治療効果との間には統計学的に有意な相関は認めなかった。さらに、

MAGE-A4特異的抗体の誘導の有無とがんワクチン接種後の生存期間との関係では、

IgEが陽転化した2例は陽転化しなかった10例と比較して有意に生存期間が短かった。

抗原特異的な免疫反応が惹起されたにも関わらず治療効果の評価や生存期間に影響を

与えなかった原因には、症例数が少数であったことに加えて、抗原特異的液性免疫反

応は誘導されたものの、抗原特異的CTLが誘導されず治療効果を得るには至らなかっ
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た可能性や、対象患者が切除不能進行再発癌症例であり、免疫治療単独では病状をコ

ントロールする事がそもそも困難であった可能性がある。今回のCHP-MAGE-A4がん

ワクチン臨床試験において IgEが誘導された結果、生存期間が短くなったのか、もし

くは生命予後が短い場合に IgEが誘導されるのかは、現段階では不明である。今回の

結果からは、がんワクチン療法中に抗原特異的な IgEの上昇を認めた場合には、癌の

病勢進行による全身状態の悪化が示唆され、注意が必要であると言える。 

 本研究から得られた新知見の一つは、Th1に関連する抗体であるMAGE-A4特異的

IgG2とTh2に関連する抗体であるMAGE-A4特異的 IgG4が強い正の相関関係を示す

ことである。この点からは、血清中のMAGE-A4特異的 IgG2をモニタリングするこ

とで、今後のMAGE-A4特異的 IgG4の誘導の有無を推測する事が可能となると言え

る。すなわち、血清中のMAGE-A4特異的 IgG2の値は、Th1とTh2のバランスを見

きわめるバイオマーカーとなる可能性がある。もう一つの新知見は、CHP-MAGE-A4

がんワクチン接種患者において、MAGE-A4特異的 IgEが誘導される症例は、誘導さ

れない症例と比較して接種後の生存期間が有意に短いことである。このことからは、

MAGE-A4特異的 IgEの誘導が、予後予測のバイオマーカーとなる可能性がある。 
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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通りである 

 

ADCC antibody dependent cellular phagocytosis 

ADCP antibody dependent cell mediated cytotoxicity 

BSA albumin, from bovine serum 

CEA carcinoembryonic antigen 

CD cluster of differentiation 

CHP cholesteryl pullulan 

CR complete response 

CRP C reactive protein 

CT computed tomography 

CTA cancer testis antigen 

CTL cytotoxic T lymphocyte 

DAB diaminobenzidine 

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

ELISPOT enzyme-linked immunospot 

HLA human histocompatibility leukocyte antigens 

HRP horseradish peroxidase 

IFN interferon 

IgE immunoglobulin E 

IgG immunoglobulin G 

IHC immunohistochemistry 

IL interleukin 

MAGE melanoma-associated antigen 

MHC major histocompatibility complex 

mRECIST modified response evaluation criteria in solid tumors 

MRI magnetic resonance imaging 

NK natural killer 

OD optical density 

PBS phosphate-buffered saline 

PD progressive disease 
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PD-1 Programmed Cell Death-1 

PR partial response 

RECIST response evaluation criteria in solid tumors 

SD stable disease 

TCR T cell receptor 

Th T helper 
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実験方法 

 

[臨床研究デザインと治療プロトコール] 

 

 CHP-MAGE-A4を用いたがんワクチン療法の安全性、免疫反応誘導、臨床効果を評

価する目的で第 I + II相試験を行った。 

 

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。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がんワクチンは 2週間毎に計 6回皮下注射にて投与した。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 : CHP-MAGE-A4 100µg、group 2 : CHP-MAGE-A4 

300µg、group 3 : CHP-MAGE-A4 300µg + 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 16, 17。第 II相では 9名全員にCHP-MAGE-A4 300µg + OK-432 0.5KE

を投与した。 

 

3. 評価項目 

 主要評価項目は安全性、および投与推奨量の評価とし、副次評価項目は免疫学的、

および臨床的反応の評価とした。有害事象の評価はNational Cancer Institute (NCI)が主

導し世界共通で使用されることを意図して作成された有害事象に関しての評価基準で

あるCommon Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) v3.0を用いて評価した

（www.jcog.jp/doctor/tool/CTCAEv4J_20130409.pdf）。免疫学的モニタリングは患者血清

を用いたELISA法にて行った。臨床反応はCancer Vaccine Clinical Trial Working Group

の提言等 18に基づきRECIST分類を変更したmodified RECIST分類で評価した(表 1)。 
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表 1 modified RECIST分類 

 

[実験対象] 

 

 本研究の対象は、「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」に登録された患者のうち、がんワクチンの投

与量がCHP-MAGE-A4 300µgでOK-423 0.5Eを免疫アジュバントとして投与した 12

例。 

 

[実験材料] 

 

1. 腫瘍組織 

 ホルマリン固定した各登録症例の切除標本から、パラフィン包埋組織切片を作成し

使用した。全組織切片は解析まで-4℃で保存した。 

 

2. 血清 

 ワクチン投与前、およびワクチン投与 2週間後ごとに採取した患者血液から、血清成

分を分離し使用した。全血清は解析まで-80℃で保存した。 

 

評価	 定義	 

CR : Complete response	 

SD : Stable disease	 

PR : Pertial response	 

PD : Progressive disease	 

全ての標的病変の消失	 

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	 

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和 

と比較して腫瘍の増大が不十分	 

治療開始以降の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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[実験試薬] 

 

1. CHP-MAGE-A4ワクチン 

 MAGE-A4抗原は癌精巣抗原（CTA）に属する腫瘍抗原である 19, 20。CTAとは各種

癌細胞、および正常組織では生殖細胞にのみ発現しているタンパクである。生殖細胞

はHLA class I分子を発現していないため、がんワクチン療法は正常細胞に影響を及ぼ

すことなく、CTAを発現する腫瘍細胞を特異的に認識し障害する。MAGE-A4は様々

な癌種に広く発現することから標的抗原として有用であることが報告されている 21-29。 

 CHPはMAGE-A4などの腫瘍抗原と混和すると腫瘍抗原を包埋し、50-100 nm程度

のナノ複合体を形成することでMHC class II経路に加え、外来性抗原投与では困難で

あるとされてきたMHC class I経路への抗原提示も可能とした新規抗原蛋白デリバリ

ーシステムである 30-33。 

 今回、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タンパクは解析まで-80度で保存した。 

 

2. 抗体 

腫瘍細胞におけるMAGE-A4の発現を検出するために行った免疫組織化学染色の一

次抗体として、MAGE-A4リコンビナントタンパクにて免疫されたマウスより生成さ

れたモノクローナル抗体であるMCV-1を使用した。同抗体は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。 

 血清中のMAGE-A4特異的抗体反応の検証のために行ったELISA法では、一次抗体

として採取した患者血清を、二次抗体としてHRP標識抗ヒト IgG1, IgG2, IgG3, IgG4

（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。 

 血清中のMAGE-A4特異的 IgGサブクラス抗体反応の検証のために行ったELISA法

では、一次抗体として採取した患者血清を、二次抗体としてHRP標識抗ヒト IgG（H+L 

chain）ヒツジ・ポリクローナル抗体（The Binding Site, Birmingham, England）を使用し

た。 

 血清中のMAGE-A4特異的 IgE抗体反応の検証のために行ったELISA法では、一次

抗体として採取した患者血清を使用した。二次抗体として抗ヒト IgEウサギ・ポリク

ローナル抗体（Dako, Santa Clara, United States）を、また三次抗体としてHRP標識抗ウ

サギ免疫グロブリン ヤギ・ポリクローナル抗体（Dako, Santa Clara, United States）をそ

れぞれ使用した。 
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[実験条件と判定基準] 

 

1. 腫瘍細胞におけるMAGE-A4の検出 

 腫瘍細胞中のMAGE-A4発現形式と臨床効果の関連性を検証するために、組織切片

を用い免疫組織化学染色を行った。免疫組織化学染色はストレプトアビジン-ビオチン

-ペルオキシダーゼ法にて行った。予備実験として行ったWestern Blotting法にて、ヒ

ト肺癌細胞株であるPC10 はMAGE-A4発現が陽性であることを確認しており、ヒト

精巣組織とPC10を陽性対照として用いた。免疫染色手技および抗体の非特異的染色

の有無を確認するために、陰性対照としてAntibody DiluentおよびProtein Block 

Serum-Free（Dako, Santa Clara, United States）にて 20倍に希釈したmouse isotype IgG1 and 

IgG2a（Dako, Santa Clara, United States）で染色したものを使用し染色がないことを確認

した。 

 実験条件を示す。パラフィン包埋した組織から作製した薄切切片を 70度で 15分間

処理した後、キシレンにて脱パラフィン、エタノールにて親水化、純水にて洗浄した。

その後、pH 6.0のクエン酸緩衝液に浸し、圧力鍋を用いて最大圧力で 7分間処理し抗

原の賦活化を行った。純水にて洗浄後、3% H2O2入りメタノールにて内因性ペルオキ

シダーゼの不活性化をおこなった。純水にて洗浄後、High-wash-PBS-T（pH 7.7のリン

酸緩衝生理食塩水（和光、大阪、日本）に、0.44 mol/lのNaClおよびTween20（和光、

大阪、日本）を添加した洗浄液）で洗浄し、一次抗体（MCV-1 2.8mg/ml）を抗体希釈

用緩衝液（Antibody DiluentTM Dako, Santa Clara, United States）および非特異反応ブロッ

キング試薬（Protein Block Serum-FreeTM Dako, Santa Clara, United States）にて 2000倍希

釈し 4℃で一晩反応させた。High-wash-PBS-Tにて洗浄後、二次抗体を 30分室温で反

応させた。High-wash-PBS-Tにて洗浄後、peroxidase substrate kit 3,3’-diaminobenzidine

（Histofine SAB-PO kitTM ニチレイバイオサイエンス、東京、日本）にて発色した。ヘ

マトキシリンを使用して核染色を施行したのち、カバーグラスで被覆した。染色され

た細胞が確認できた場合は、陽性細胞の多寡に関わらず“陽性”と判定した。 

 

2. MAGE-A4タンパクに対する抗体反応の検出 

 血清中のMAGE-A4特異的抗体反応をELISA法にて検出した。MAGE-A4リコンビ

ナントタンパクをPBSにて20ng/50μl/wellに希釈し、F96 MAXISORP NUNC-IMMUNO 

PLATETM（サーモフィッシャーサイエンティフィック、横浜、日本）に添加後 4℃で

一晩固相化した。PBS-T（0.05% Tween20（Sigma-Aldrich Japan、東京、日本）含有の

PBS）にて洗浄後、1%BSA含有PBSを 200μl/well添加し室温で 2時間反応させブロッ

キングした。PBS-Tにて洗浄後、一次抗体である患者血清を 1%BSA含有PBSにて

100-1600倍に希釈後 100μl/well添加し 4℃で一晩反応させた。PBS-Tで洗浄後、1%BSA
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含有PBSにて4000倍に希釈した二次抗体を100μl/well添加し4℃で5時間反応させた。

PBS-Tにて洗浄後、PierceTM TMB Substrate Kit（サーモフィッシャーサイエンティフィ

ック、横浜、日本））を 100μl/well添加し室温で 3分間反応させ発色させた。次いで

0.18 mol/lのH2SO4を100μl/well添加し発色を停止し、分光光度計（SPECTRA MAX 190，

Molecular Devices®）でOD（波長：450nm）を測定した。後述の式から算出したOD

のカットオフ値は 0.288であった。全検査時に健常人血清を誤差補正のためのコント

ロールとして使用し、誤差率によりOD値を補正した。免疫反応誘導の陽性判定基準

は次のように決定した。がんワクチン投与前の血清反応が陰性（以下、baseline negative

と記載）の症例では、がんワクチン接種 6回終了までに 400倍希釈血清でのOD値が

前述のカットオフ値を超えて上昇した場合を陽性と定義した。一方、ワクチン投与前

の血清反応が陽性（以下、baseline positiveと記載）の症例では、がんワクチン接種 6

回終了までに 400倍希釈血清のOD値が、がんワクチン投与前と比較して 2倍以上に

上昇した場合を陽性と定義した。カットオフ値は、サンプル集団が正規分布すると仮

定した場合に 95％の閾値を超える値を異常値と定義する片側 5％検定を用い、下記の

式から算出した。 

 

 カットオフ値 = 健常人 24人の血清 400倍希釈での吸光度の平均値 + 1.645 × SD 

 

3. MAGE-A4タンパクに対する IgGサブクラス抗体反応の検出 

 MAGE-A4特異的 IgGサブクラス抗体反応をELISA法にて検出した。二次抗体に

HRP標識抗ヒト IgG1, IgG2, IgG3, IgG4（H+L chain）ヒツジ・ポリクローナル抗体（The 

Binding Site, Birmingham, England）を使用した点以外は、前述の“MAGE-A4タンパク

に対する抗体反応の検出” と同様の条件でELISA法を行った。各サブクラス抗体の交

差反応が生じないよう希釈倍率を調整した結果、IgG1：25600倍希釈、IgG2：12800

倍希釈、IgG3：12800倍希釈、IgG4：12800倍希釈でそれぞれ使用することとした。

片側 5％検定を用いて下記の式から算出した各サブクラスのODのカットオフ値は

IgG1：0.192、IgG2：0.140、IgG3：0.076、IgG4：0.004であった。 

 前述の IgGの場合と同様に、baseline negative症例の場合は、がんワクチン接種 6回

終了までにOD値が前述のカットオフ値を越えた場合に陽性と定義し、baseline positive

症例の場合は、がんワクチン接種 6回終了までにOD値が２倍以上に上昇した場合に

陽性と定義した。患者血清の希釈濃度が同じであれば、IgG サブクラスのOD値は IgG

のOD値と比較して低値であるので、IgGサブクラスのカットオフ値の算出とがんワ

クチン接種後の評価にあたっては、100倍希釈血清のOD値で行った。 

 

カットオフ値 = 健常人 24人の血清 100倍希釈での吸光度の平均値 + 1.645 × SD 
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4. MAGE-A4タンパクに対する IgE抗体反応の検出 

 MAGE-A4特異的 IgE抗体反応をELISA法にて検出した。一次抗体として 1%BSA

含有PBSにて 40-640倍に希釈した患者血清を使用した。二次抗体は 1%BSA含有PBS

にて 1000倍希釈し 4℃で 5時間反応させた。PBS-Tで洗浄後、三次抗体を 1%BSA含

有 PBSにて 100倍希釈し 100μl/well添加した。三次抗体は室温で 40分間反応させた

後、PBS-Tで洗浄後にODを測定した。その他の条件は前述の“MAGE-A4タンパクに

対する抗体反応の検出”と同様に行った。 

 三次抗体まで使用した影響で無視できないバックグラウンド値が生じたため、IgE

の評価には定量よりも定性がふさわしいと判断した。がんワクチン接種 6回終了まで

に、がんワクチン接種後の血清のOD値が、接種前の血清のOD値と比較して 1.5倍

以上に上昇した場合に陽性と定義した。血清中に存在する IgEは微量でありELISAで

検出することが困難であったため、40倍希釈血清で評価した。 

 

5. 臨床効果の評価 

 臨床効果を評価するために、がんワクチン接種前と 4回目接種終了後にCT検査を

施行した。全ての計測可能な病変は、前述のmodified RECIST分類で評価した。 

 

6. 統計解析 

 散布図については、Pearsonの積率相関係数を使用し、相関係数Rの絶対値が 0≦R

＜0.2の場合は無相関、0.2≦R＜0.4の場合は弱い相関、0.4≦R＜0.7の場合は中程度の

相関、0.7≦R＜1.0の場合は強い相関があると判断した。ELISAの結果の各群間の有意

差検定については、Kruskal-Wallis testを用いて多群の検定を行い、有意差を認めた場

合に post hoc test(Games-Howel)を用いて多重比較検定を行った。生存曲線は

Kaplan-Meier法を用いて描出し、Log-rank法にて有意差検定を行った。いずれの有意

差検定も p<0.05の場合に有意差ありと判定した。IgG抗体反応や IgE抗体反応の有無

と臨床効果の相関については Fisherの直接確率計算法を行い検討した。全ての統計解

析は、StatView J version 5.0（SAS Institute Inc, NC, USA）とMicrosoft Excel 2011（Microsoft, 

USA）を用いて行った。 
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実験結果 

 

1. 患者背景 

 患者背景を表 2に示す。12名の対象患者のうち 9名が男性で 3名が女性であった。

7名が結腸直腸癌で、乳癌、膵癌、胆管癌、悪性胸膜種、胆嚢癌が 1名ずつであった。

年齢の中央値は 63（34-79）歳であった。 

 

表 2 患者背景 

 

 

2. MAGE-A4タンパクに対する IgGサブクラスおよび IgE抗体反応 

 がんワクチン接種 6回を終了した時点での患者血清中のMAGE-A4特異的 IgGサブ

クラスとMAGE-A4特異的 IgEの陽転化率を図 3に示す。Th1に関連する抗体である

IgG1、IgG2、IgG3の陽転化率はそれぞれ、75% （9/12）、41.7%（5/12）、58.3% （7/12）

であった。一方で、Th2に関連する抗体であるIgG4とIgEの陽転化率はそれぞれ、66.7%

（8/12）と 16.7% （2/12）であった。Th1に関連する抗体とTh2に関連する抗体の両

者が共に陽転化したのは 2症例であった。７症例でTh1に関連する抗体のみ陽転化し

ていた。3症例はTh1に関連する抗体とTh2に関連する抗体のどちらも陽転化しなか

った。Th2に関連する抗体のみが陽転化した症例は認めなかった。 

 また、各 IgGサブクラスについて接種前後の経時的なELISAのOD値を
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Kruskal-Wallis testを用いて多群の検定を行い、有意差を認めた場合に post hoc 

test(Games-Howel)を用いて多重比較検定を行ったところ、IgG1でのみ有意な上昇を認

めた。（図 3）。 

 

 

図 3 MAGE-A4特異的 IgGサブクラスの経時的変化 

 MAGE-A4特異的 IgGサブクラスの経時的変化を示す。IgG1でのみ有意にOD値の上昇を

認めた（Pre : がんワクチン接種前のOD値、×1/2 : がんワクチン 1回接種後および 2回接種

後のOD値、 ×3/4 : がんワクチン 3回接種後および 4回接種後のOD値、×5/6 : がんワクチ

ン 5回接種後および 6回接種後のOD値、* : 有意差あり、N.S. : 有意差なし）。 

 

3. MAGE-A4タンパクに対する IgGサブクラス間の関係性 

 次に、患者血清中の各々の抗体の関係性をELISA結果のOD値から相関図を作成し
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検討した（図 4, 5）。Th1に関連する抗体同士でOD値が最もよく相関したのは IgG1

と IgG3であり、相関係数が 0.686と中程度の正の相関を認めた。 

（p<0.0001）。Th1に関連する抗体のOD値とTh2に関連する IgG4のOD値との関係

性では、IgG1, IgG3と IgG4との間には中程度の正の相関を認めた。IgG1と IgG4の相

関係数は 0.506、IgG3と IgG4の相関係数は 0.570であった（いずれも p<0.0001）。Th1

に関連する抗体とTh2に関連する抗体との組み合わせで最もよく相関したのは IgG2

と IgG4であり、相関係数が 0.808と強い正の相関を認めた（p<0.0001）。 

 

図 4  Th1に関連する抗体同士の相関関係 

 Th1に関連する抗体同士の相関関係を示す。Th1に関連する抗体同士で最も良く相関したの

は、IgG1と IgG3であり、その相関係数は 0.686であった。 
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図 5  Th1に関連する抗体とTh2に関連する抗体である Ig4との相関関係 

 Th1に関連する抗体とTh2に関連する抗体である IgG4との相関関係を示す。IgG4と最も良

く相関したのは IgG2であり、その相関係数は 0.808であった。 

 

4. 生存解析 

 がんワクチン接種後の生存期間の中央値は 211（88-509）日であった。12例、全例

が原病死した。 

 Kaplan-Meier法により累積生存曲線を描出し、MAGE-A4特異的 IgGサブクラスや

MAGE-A4特異的 IgEの誘導の有無が生存期間に与える影響について解析した（図 6）。

Th1に関連する抗体である IgG1、IgG2、IgG3においては、陽転化の有無（IgG1陽性 : 

n=9、IgG2陽性 : n=5、IgG3陽性 : n=7）は患者の生存期間に影響を与えなかった。一

方で、Th2に関連する抗体である IgG4と IgEにおいては、IgG4の陽転化の有無（IgG4

陽性 : 8例）は患者の生存期間に影響を与えなかったが、IgEが陽転化した 2例は陽転

化しなかった 10例と比較して有意に生存期間が短かった（P=0.0116）。 
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図 6 生存曲線 
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5.治療効果の評価 

 modified RECIST分類に則った症例毎の治療効果の評価ではCRやPRは認めず、PD

が 5例、SDが 7例であった。 

 MAGE-A4特異的 IgGサブクラスおよびMAGE-A4特異的 IgEの陽転化の有無と、

治療効果との間に統計学的に有意な相関は認めなかった。また、baseline positiveであ

るか否かと、治療効果との間にも相関は認めなかった。 

 

6. 結果のまとめ 

 陽転化率にばらつきがあるものの、MAGE-A4特異的 IgGサブクラスとMAGE-A4

特異的 IgEの誘導が確認できた。また、がんワクチンの接種後 IgG1のみOD値が統計

学的に有意に上昇した。 

 Th1に関連する抗体同士でOD値がもっともよく相関したのは IgG1と IgG3で中程

度の正の相関を認めた。Th1に関連する抗体とTh2に関連する抗体との組み合わせで

最もよく相関したのは、IgG2と IgG4で強い正の相関を認めた。 

 MAGE-A4特異的抗体の誘導の有無と、がんワクチン接種後の生存期間との関係で

は、IgEが陽転化した 2例は陽転化しなかった 10例と比較して有意に生存期間が短か

った。 

 modified RECIST分類に則った症例毎の治療効果の評価では、CRやPRは認めなか

った。MAGE-A4特異的 IgGサブクラスおよびMAGE-A4特異的 IgEの陽転化の有無

と、治療効果との間には統計学的に有意な相関は認めなかった。 
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考察 

 

 がんワクチン療法の臨床効果はいまだ不十分であり 34-36、治療前後の腫瘍縮小効果

を評価するRECIST法では大半の症例がSDや PDに区分される。その一方で、免疫

治療においては従来の抗腫瘍効果の指標が必ずしも適しているとは言えない事がわか

ってきている。免疫治療においては新規病変が出現した場合であっても治療を継続し

た際に、病変の縮小を認める症例が存在するからである。従って、新規病変の出現の

みではPDとせず、評価可能病変の長径の和で評価する Immune-related response criteria

といった指標も報告されている 37。本検討では、Cancer Vaccine Clinical Trial Working 

Groupの提言18等に基づき、RECIST分類を変更したmodified RECIST分類で評価した。

治療効果が画像上で評価予測不能な現状では、がんワクチンのバイオマーカーとして

投与された免疫源に対する抗原特異的CTLの誘導（抗原特異的細胞性免疫反応）もし

くは抗原特異的抗体の産生（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、腫瘍細胞を直接的に障

害するのはCTLであり、抗体の役割は補助的であることから、抗原特異的細胞性免疫

反応を評価することがより望ましいと考えられる。しかしながら、ELISPOT法や細胞

内サイトカイン染色法、HLA-multimer法といった抗原特異的細胞性免疫反応の評価方

法は、いまだ世界的に標準とされているものが存在せず、再現性や感度が低く、施設

間の variationが大きいという問題がある 38。その一方で、ELISA法やLUMINEX法と

いった抗原特異的液性免疫反応の測定方法は確立されており、再現性や感度の問題は

解決できる。がんワクチンのバイオマーカーとしては、抗原特異的細胞性免疫反応も

抗原特異的液性免疫反応もそれぞれ利点と欠点を有しているが、今回の検討では再現

性と感度を優先し、抗原特異的液性免疫反応を用いて評価した。 

 がんワクチン投与後の液性免疫誘導に関して、今回の研究ではMAGE-A4蛋白 

300μg、OK-432 0.5KEを投与された群のTh1に関連する抗体である IgG1の陽転化率

は 75%（9/12）、IgG2の陽転化率は 41.7%（5/12）、IgG3の陽転化率は 58.3%（7/12）

と高率に誘導された。一方、Th2に関連する抗体である IgG4の陽転化率は 66.7%（8/12）、

IgEの陽転化率は 16.7%（2/12）であった。 

 これまでの所属教室の研究において、がんワクチン接種により抗原特異的な免疫が

過剰に誘導された場合に、III型アレルギー反応が引き起こされることを報告している
13。また、過剰にTh1に関連する抗体が誘導される場合に、サイトカイン環境が

Th1-based cytokineからTh2-based cytokineへと移行する可能性を指摘している 13。今回

の検討でTh1に関連する抗体とTh2に関連する抗体の比較をしたところ、Th1に関連

する抗体間では IgG1と IgG3が最も良く相関を示し、相関係数はR=0.686（p<0.0001）

であった。Th1細胞とTh2細胞は分泌するサイトカインを介して互いに抑制し合い均
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衡を保っていることが知られている 39が、今回の検討ではTh1に関連する抗体である

IgG2と、Th2に関連する抗体である IgG4との間に強い正の相関を認め、相関係数は

R=0.808 （p<0.0001）であった。このことにより。Th2に関連する抗体である IgG4は、

Th1に関連する抗体である IgG2の誘導の程度に正比例して誘導される可能性が示唆

された。 

抗体価上昇と生存期間の関係については、今回のワクチン接種でTh1に関連する抗

体のいずれかが誘導された群の生存期間と、されなかった群の生存期間には有意な差

は認めなかった。抗原特異的な免疫反応が惹起されたにも関わらず生存期間に影響を

与えなかったことの原因として、抗原特異的液性免疫反応は誘導されたものの、抗原

特異的CTLが誘導されず治療効果を得るには至らなかった可能性がある。また、近年、

制御性T細胞と癌免疫との関連が話題となっている。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、癌抗原の多

くは自己抗原であるので、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。2001年、Woo, E.Y.ら 40により健康成人と比較して非小細胞肺癌や卵巣癌患

者の末梢血中で制御性T細胞の増加が報告され、その後、乳癌や大腸癌、食道癌、胃

癌などの癌種でも同様の事実が報告されている 41-43。このことから、癌ワクチンで癌

抗原に特異的な免疫を惹起する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細胞を調節するなど関連する他の因子の調整が必要であることを示唆

している。加えて、今回の対象患者は切除不能進行再発癌症例であり、免疫治療単独

では病状をコントロールする事がそもそも困難であった可能性もある。 

 一方で、Th2に関連する抗体である IgEが誘導された群の生存期間は、誘導されな

かった群の生存期間と比較して有意に短かった。過去の IgEと腫瘍に関する報告では、

アレルギー疾患の既往があると様々な癌腫の予後が良好であることが指摘されている
44-46。また、分子生物学的にも抗原特異的な IgEは、in vivoでも in vitroにおいても抗

腫瘍効果を認めており、その効果は IgGと比較して強力で長期間に及ぶとされている。

このことから、IgE免疫療法は癌治療の新たなコンセプトと位置づけられている 47-54。

これらの知見は、今回の結果とは相反しており、その要因を今後検索していく予定で

ある。ヒトを対象とした癌免疫療法における抗原特異的 IgEの誘導と生存率に関する

報告は少ないが、Recombinant CEA proteinで免疫した結腸直腸癌患者の検討では、IgE

の誘導の有無は生存率に影響を与えなかったものの、IgAが誘導された群で生存率が

有意に良好であったと報告している 55。今後、IgA分画についての追加の検討を考慮

したい。今回の結果からは、がんワクチン療法中に抗原特異的な IgEの上昇を認めた

場合、その後の全身状態の悪化が示唆されるため注意が必要であると言える。 

 もう一方のTh2に関連する抗体である IgG4が誘導された群の生存期間と、されな

かった群の生存期間には有意な差は認めなかった。IgG4は健常成人の血清中では最も
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少ない IgGサブクラスであり、IgGサブクラスに占めるその割合は約 3%と言われてい

る 56, 57。同抗体は主に慢性的な抗原刺激や炎症に反応して誘導されるが、アレルギー

疾患に対する減感作療法など、慢性的な抗原刺激下における免疫寛容にも関与してい

る 58, 59。抗腫瘍免疫の観点からは、IgG4は IgG1の抗腫瘍効果を阻害するとされてお

り 60、実際に胆管癌や悪性黒色腫の予後不良と血清中の IgG4上昇は関係するという報

告も認められる 61-63。今回の検討からは、IgG4が抗腫瘍免疫に与える悪影響は確認で

きなかった。 

 液性免疫応答の誘導と臨床的抗腫瘍効果との関係性については、今回の実験結果か

らは IgGサブクラスおよび IgEに関して統計学的に有意な関係性は認めなかった。ま

た、各々baseline positive症例であるか否かも臨床的反応との間に有意な関係性は認め

なかったが、Jäger, E.ら 64)はNY-ESO1を対象とした臨床試験で baseline positive症例で

あることが患者の生存に影響を与えたと報告している。実際、baseline抗体の有無は、

本臨床研究登録前に受けた化学放射線療法の有無や期間などの背景によっても異なる

可能性がある。また、進行癌患者においては免疫環境が予後に影響を与える可能性も

あり、今回の検討ではこれらの様々な背景因子の影響により baseline抗体の有無が予

後を反映しなかった可能性がある。baseline抗体の有無が予後に与える影響に関しては、

今後、症例を蓄積して前治療の有無やその程度、および本研究では検討しなかった抗

原特異的細胞性免疫反応や免疫抑制細胞を加味して再検討を行う必要がある。 
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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 Th1に関連する抗体であるMAGE-A4特異的 IgG2とTh2に関連する抗体である

MAGE-A4特異的 IgG4は強い正の相関関係を示す。 

② CHP-MAGE-A4がんワクチン接種患者において、MAGE-A4特異的 IgEが誘導さ

れる症例は、誘導されない症例と比較して接種後の生存期間が有意に短い。 

 

2. 新知見の意義 

① CHP-MAGE-A4がんワクチン接種患者において、血清中のMAGE-A4特異的 IgG2

をモニタリングすることで、今後のMAGE-A4特異的 IgG4の誘導の有無を推測す

る事が可能である。 

② CHP-MAGE-A4がんワクチン接種患者におけるMAGE-A4特異的 IgEの誘導の有

無が、その後の患者の生存期間を予測する手段となる可能性がある。 

 

3. 新知見に基づき今後展開されうる研究 

① IgG4は免疫寛容に関連した抗体である。がんワクチン療法中に IgG4の誘導が示

唆された場合に、がんワクチン接種を継続するのかどうかの検討が必要である。 

② MAGE-A4特異的 IgEが誘導される患者背景の検討として、癌種や全身状態やサ

イトカイン環境などについての研究が行われるべきである。 

 

4. 今後の課題 

 試験のデザインとしては患者母数を増やし、癌種を限定した上での再検討が必要で

ある。 

 実験方法としては、MAGE-A4特異的 IgEの定量化のための手段の検討が必要であ

る。また、今回は検討しなかった、MAGE-A4特異的 IgAや IgMについて、その誘導

の有無や相関関係、生存期間との関係性など検討すべきである。 

 最終的には、その他の癌抗原を標的としたがんワクチン接種患者においても同様の

検討を行い、標的とする癌抗原の違いが結果に与える影響を検討すべきである。 
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