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Cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF)

    -derived peptides can induce HLA-A2-restricted

          and tumor-specific CTLS in the majority

              of gastrointestinal cancer patients

  （消化器癌患者において腫瘍特異的CTLを誘導可能なCleavage and

polyadenylation specificity factor (CPSF)由来HLA-A2拘束性ベプチド）

学位論文内容の要旨

【背景、目的】CTLs (CytotoxicTLymphocytes)により認識される腫瘍抗原の解析は、メラ

ノーマを中心に近年急速に進歩しつっある。メラノーマ抗原由来のペプチドを用いた癌免

疫療法の臨床試験において、一部の症例でHLA拘束性CTLの増加と腫瘍の縮小がみられて

いる。しかしながら、世界的に多数の患者が死亡する消化器癌においては癌免疫の分子機

構は十分に解明されておらず、消化器癌患者において抗腫瘍免疫を惹起しうる腫瘍抗原ペ

プチドは少数にとどまっている。CTL抗原を用いた癌免疫療法は、HLAにより拘束される

が、,HLA-A2は日本人の40％、中国人の53％、白人の50％にみられる。本研究は、大腸癌

由来HLA~A2拘束性腫瘍傷害性CTL株が認識する腫瘍抗原を消化器癌より同定し、抗腫瘍

ワクチンとして臨床応用可能なペプチドを同定することを目的とした。

【検体、方法】腫瘍細胞特異的傷害活性を示すCTL株は、癌手術標本中のTIL (Tumor

infiltrating lymphocyte)を、IL-2存在下に長期培養することにより樹立した。表面マーカーは

抗CD3抗体、抗CD4抗体、抗CD8抗体等をもちいてFACsにより検索した。HLA-A2拘束

性腫瘍細胞傷害活性は、クロム遊離試験およびIFN-y産生試験により確認した。本研究で使

用したOKp-CTL株は、大腸癌患者のTIL cultureにより樹立されたもので、クロム遊離試

験およびIFN-y産生試験においてHLA-A2拘束性腫瘍細胞傷害活性を示した。腫瘍抗原遺

伝子の同定は、expression gene cloning method (1991，Boon，et al)を用いて行った。即ち、膵癌

細胞株Panc-lより、発現ベクターpCMV-SPORT-2に組み込みcDNA libraryを作成した。

RT-PCR法にて得 たHLA-A0207およびHLA-A2402のcDNAも同様に発現ベクターに組み

込んだ。Panc-l cDNA libraryとHLA cDNAをLipofectamineによりCOS7細胞にdouble

transfectionし、これを標的細胞としてOKp-CTL株を用いてIFN-lr産生試験により陽性クロ

ーンのスクリーニングを施行した。1 xi05個のcDNA cloneをスクリーニングし陽性クロ

ーンを同定した。陽性クローンはdideoxynucleotide methodによりsequenceを行いhomology

― 437―



検索を施行した。陽性クローンの発現レベルの検討はNorthern blot法によりおこなった。

mRNA発現量は画像解析ソフトを用いて定量化し、[3-actinをコントロールとし、相対的発

現量を計算した。陽性クローンがコードする蛋白より、HLA-A2分子に高親和性を示すこ

とが予想される9-10アミノ酸からなるペプチドを文献的に予測し、32種類のペプチドを合

成した。これらのペプチドはT2細胞にpre-loadし、OKp-CTL株に認識されるかをIFN-y産

生試験により検索した。これにより、OKp-CTL株に認識される6種類のペプチドを同定し、

OKp-CTL株から限界希釈法により各ペプチドを認識するCTLクローンを樹立した。癌患

者（胃癌、大腸癌、膵癌、計16例）末梢血から、この6種類のペプチドによるin-vitro刺

激により、腫瘍細胞傷害性CTLを誘導できるかをク口ム遊離試験で検索した。さらに、末

梢血から誘導された細胞傷害性CTLのペプチド特異性およびHLA拘束性を証明するため、

cold targetによる競合抑制試験および抗HLA分子抗体による抑制試験を施行した。

【結果】大腸癌由来でHLA-A2拘束性腫瘍細胞傷害活性を有するOKp-CTL株によりPanc-1

腫瘍細胞株cDNA libraryから1X l05個のcDNA cloneをスクリーニングし、陽性クローン

を同定した。Dideoxynucleotide methodにより陽性クローンの遺伝子配列の決定を行い

homology検索したところ、この陽性クローンはCleavage and polyadenylation specificity factor

(CPSF)の160 kD-subunitと同一であり、mutationは有していなかった。CPSFはHLA-A2

とdouble-transfectionされた時のみOKp-CTL株により認識されることから、この細胞傷害

性はHLA-A2拘束性と確認された。いろいろな細胞でのCPSFの発現をNorthem blot法にて

検討した。CPSFは実験にもちいたすべての癌細胞株で強発現を示した。CPSFは正常細胞

でも発現していたが、その発現は精巣を除くと低いレベルであった。次に、CPS,F蛋白のア

ミノ酸配列から、HLA-A2結合性を有する9又は10アミノ酸からなるペプチドを32種類合

成し、これらをT2細胞にパルスすることにより、どのぺプチドがOKp-CTL株により認識

されるかを検討したふその結果、CPSF2s0-2s8、CPSF392-400、CPSF456-465、CPSFs34-s42、

CPSF1296-1304、CPSF13s9.1368の6種類のペプチドがOKp-CTL株により認識されることがわ

かった。またその認識はdose-dependentであり、HLA-A2拘束性であり、抗CD8抗体によ

ルブロックされた。これら6種類のぺプチドが癌患者に投与された場合、ペプチド特異的

CTLを誘導できるかを検討するため、CTL誘導試験をin vitroで施行した。CPSF13s9-1368ペ

プチドは、単独で44％(7/16)の消化器癌患者においてペプチド特異的CTLを誘導した。また

これらのペプチドを合わせて使用すれぱ69％(11/16)の症例でCPSFペプチド特異的CTLを

誘導可能であった。またこれらのCPSFペプチド特異的CTLはクロム遊離試験において、

HLA-A2陽性癌細胞株を強く傷害した。一方、これらのCTLは、正常細胞に対しては細胞

傷害性を示さなかった。さらに、この細胞傷害性は、CPSFペプチドをパルスしたcold target

に よ り 抑 制 され た こ と か ら 、CPSFペプ チド 特異 的で ある こと が証 明さ れた 。

【考察】CPSFは4つのsub-unitからなる蛋白であり、pre-mRNA中のAAUAAA配列を認識、

切断し、polyA配列を付加するのに中心的な役割を演じており、mRNAのprocessingに必要

不可欠な蛋白である。本研究は、CPSFが腫瘍抗原として大腸癌TIL由来HLA-A2拘束性腫

瘍特異的CTL株に認識されることを示した。また、CPSF蛋白由来の6種のペプチドは、69％

のHLA-A2陽性消化器癌患者の末梢血から腫瘍傷害性CTLを誘導可能であることが証明さ
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れた。これらの結果は、CPSF由来ペプチドが抗腫瘍ワクチンとしてHLA-A2陽性癌患者の

免疫療法に応用可能であるという根拠を示している。
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学位論文審査の要旨

Cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF)

    -derived peptides can induce HLA-A2-restricted

         and tumor-specific CTLS in the majority

              of gastrointestinal cancer patients

  （消化器癌患者において腫瘍特異的CTLを誘導可能なCleavage and

polyadenylation specificity factor (CPSF)由来HLA-A2拘束性ベプチド）

  腫瘍抗原の解析はメラノーマを中心に急速に進歩しつっあり、ペプチドを用｀｀た臨床試

験において一部の症例で腫瘍の縮小がみられている。しかしながら、消化器癌においては

癌免疫の分子機構は十分に解明されておらず、抗腫瘍免疫を惹起しうる腫瘍抗原ペプチド

は少数にとどまっている。本研究は、大腸癌由来HLA-A2拘束性腫瘍傷害性CTL株が認識

する腫瘍抗原を同定し、抗腫瘍ワクチンとして臨床応用可能なペプチドを同定することを

目的とした。OKp-CTL株は、大腸癌患者のTIL cultureにより樹立され、クロム遊離試験お

よびIFN-lr産生試験においてHLA-A2拘束性腫瘍細胞傷害活性を示した。腫瘍抗原遺伝子

の同定は、expression gene cloningを用いて行った。膵癌細胞株Panc-lよりcDNA libraryを

作成し、HLA-A0207および-A2402とともにCOS7細胞にdouble transfectionし、これを

標的細胞としてOKp-CTL株を用いてIFN-y産生試験によルスクリーニングを施行した。陽

性クローンの遺伝手配列の決定を行いhomology検索したところ、このクローンはCleavage

and polyadenylation specificity factor (CPSF)の160 kD-subunitと同一であり、mutationは有し

ていなかった。CPSFはHLA-A2とdouble-transfectionされた時のみ認識され、この細胞傷

害性はHLA-A2拘束性と確認された。CPSFの発現をNorthem blot法にて検討したところ、

CPSFはすべての癌細胞株で強発現を示した。CPSFは正常細胞でも発現していたが、精巣

を除くと低いレベルであった。次に、CPSF蛋白のアミノ酸配列から、HLA-A2結合性を有

するペプチドを32種類合成し、どのペプチドがOKpーCTL株に認識されるか検討した。そ

の結果、CPSF2s0-2s8、CPSF392-400、CPSF456-465、CPSFs34-s42、CPSF1296-1304、CPSF13s9-1368

の6種類のペプチドがOKp-CTL株により認識された。その認識はHLA-A2拘束性であり、
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抗CD8抗体によルブロックされた。これら6種類のペプチドによるCTL誘導試験では、

CPSF13s9-1368ペプチドは44％の消化器癌患者においてぺプチド特異的CTLを誘導した。ま

たこれらのペプチドを合わせて使用すれば69％の症例でCPSFペプチド特異的CTLを誘導

可能であった。これらのCPSFペプチド特異的CTLはクロム遊離試験において、HしA-A2

陽性癌細胞株を強く傷害したが、正常細胞は傷害しなかった。この細胞傷害性は、CPSFペ

プチドをパルスしたcold targetにより抑制され、CPSF特異的であることが証明された。CPSF

は4つのsub-unitからなる蛋白であり、pre-mRNA中のAAUAAA配列を認識、切断し、poly

A配列を付加するのに中心的な役割を演じており、mRNAのprocessingに必要不可欠な蛋白

である。これらの実験結果は、CPSFが腫瘍抗原として大腸癌TIL由来HLAーA2拘束性腫瘍

特異的CTL株に認識されることを示している。また、CPSF蛋白由来の6種のぺプチドは、

69％のHLA-A2陽性消化器癌患者の末梢血から腫瘍傷害性CTLを誘導可能であることが証

明された。これらの結果は、CPSF由来ペプチドが抗腫瘍ワクチンとしてHLA-A2陽性癌患

者の免疫療法に応用可能であるという根拠を示している。

  審査にあたっては、まず秋田教授より1）CPSFのような正常分子が腫瘍抗原として認識

されることの意味2） CTL株の多クローン的な抗原認識について3）臨床応用にむけての次

のステップ、等の質問があった。それに対し1）癌と正常組織での発現量の差が免疫機構に

認識されていると考えられること、文献からもエピトープは必ずしも変異を伴っていなく

とも認識されること2） CTL株は実際に多クローン的でありsubline化し確認されているこ

と3）直接臨床応用ヘ進む他に、動物モデル系の確立の可能性もあること等の回答があった。

藤堂教授よりCTLによる認識が、症例毎、ペプチド毎に差がみられる理由について質問が

あった。症例毎のCPSF発現の差、ペプチドにより実際にHLA分子上に提示される量が異

なるなどの機序が回答として示された。西村教授からは、腫瘍抗原を応用した癌免疫療法

の奏効率を向上させる手段についての質問があった。サイトカインの併用、DCの併用、投

与前CTLスクリーニング等が実際の例とともに回答として示され、さらに西村教授より

HelperT細胞の応用も有望な手段であるとの示唆があった。

  この論文はCPSFが腫瘍抗原としてCTL株に認識され、消化器癌患者からCPSF特異的

CTLを誘導可能であることを示した世界で始めての報告であり高く評価され、今後HLA-A2

陽性癌患者に対してCPSFベプチドの抗腫瘍ワクチンとしての臨床応用が期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑚や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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