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はじめに

癌の遺伝子産物の一部はその遺伝子の変異,欠 失,

増幅などにより,癌特異的抗原 と成 り得る11父容 癌遺

伝子はヒト膵癌の90%,大 腸癌の45%で コドン12,13

または61の部位に点突然変異が指摘されておりの3ちそ

の遺伝子産物である /2s蛋白(p21/2s)はこれらの癌の

発育 とともに宿主に特異的な抗原 として感作される可

能性がある。したがって,膵癌,大腸癌で /2s蛋白に対

する免疫応答を癌の存在診断や治療に応用することが

考えられる.筆者 らは膵癌,大腸癌でこの変異型 /2s蛋

白に特異的な抗体および T細 胞が存在することを報

告 しり,さ らに野生型 物s蛋 白に対する免疫応答が こ

れらの癌患者の一部において成立 していることを証明

しため.今 回,膵 癌,大 腸癌の存在診断における 名俗 蛋

白に対する免疫応答の有無を検索することの意義 と治

求第48回日消外会総会シンポ 1・消化器癌の遺伝子診

断とその治療への展開
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療への応用 として %岱蛋自に特異的な細胞障害性 T

細胞 (CTL)の 誘導がヒトで可能かどうか検討した。

対象 と方法

血清 :大腸癌160471,膵癌 5例 および正常大20例の血

清5mlを 採取した。

末梢血 リンパ球 :大腸癌29例,膵 癌20例および正常

人20allの末梢血 を60mlヘ パ リン加採血 し,Ficoll‐

Hypaque法 で単球分画を分離した。

p21物s蛋 白関連抗原 :5種 類の p21/2s蛋白および

11種類の /2s関連ペプチ ドを用いた(Table l)。各 p21

名体 は正常あるいは各点突然変異をもつ /2s癌遺伝子

を導入 した大腸菌由来の組換 え遺伝子蛋白を HPLC

で純化 し,さ らに lipopolysaccharidesを除去した。ま

たペプチ ドは野性型あるいは変異型の p21/2sの421

番目のペプチ ド (p421)お よび野生型の p21/2s蛋白

の 3次 元構造上で ″helixを形成 し,蛋 白表面に位置

する部位の各18merペ プチ ドを3カ所選び用いた。対

照には分子量の近い蛋白として組換 え遺伝子蛋自の

myoglobinと soybean由 来蛋 白の trypsin inhibitor

を用いた。

膵癌・大腸癌患者において ね容蛋白に対する免疫応答を検討 した。血清中の抗 タクs抗体陽性率は正常

人の 5%(2/40)に 対 し,大 腸癌で40%(51/150,p<001),膵 癌で80%(4/5,p<005)と 高かつ

た。抗 %循抗体の認識部位は 名クs蛋 自の正常部,変異部など多様でその73%は 名俗 蛋白のカルボキシル

基側の正常部であった。末梢血中の %術蛋白関連ペプチ ドに対する特異的 T細 胞の検出率は正常人の

0%(0/20)に 対 し,大 腸癌で24%(6/25),膵 癌で40%(6/15)と 高かった (p<0.01).貿 容 蛋白を

標的とした細胞障害性 T細 胞 (CTL)の 誘導を試み,膵 癌 3例 中 1例 では %俗密自のカルボキシル基

側の正常部ペプチ ドに特異的な CD4陽 性の CTL株 が得 られた。以上より,膵癌,大腸癌で “俗 蛋白に

対する特異的な血清抗体による癌の存在診断の可能性および 物s蛋 白に対する特異的 CTLに よる癌

治療の展望が期待された。
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Table l  Normal and mutated 拓″ざ peptides used in the studiesⅢ
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血清中の抗 物s抗体の同定 :血清中の抗 物s抗体の

存在を同定するため,ELISAを 用いた。また抗 拓客抗

体の認識部位を検討するため,拓俗 蛋自関連ペプチ ド

による抗体中和試験をELISAで 行った。

1)ELISA:抗 体 となるp21物sお よび対照の蛋 白

をコーティングした (0 02μg/well)ELISAプ レー ト

を作成した,Casein含 有緩衝液でブロックした後,同

液で40倍希釈 した血清を一次抗体 とし, 2次 抗体には

p e r o x i d a s e 標識 抗 ヒ ト I g A 抗体 を 用 い た。

Tetramethyl‐benzidine(TMB)発 色後に450nmで の

吸光度を測定した。

2)ペ プチ ドによる抗体中和試験 (ELISA):希 釈血

清は各ペプチ ド (100″g/ml)を 加えて 1時 間インキュ

ベー トした後に一次抗体 として用い,前 述の ELISA

を施行 した。

3)リ ンパ球増殖試験 によるp21物s特 異的 T細 胞

の検出 :末梢血 リンパ球 (2X106/ml)を 各種 p2筋体

蛋白関連抗原 (蛋白 :10〃g/ml,ペ プチ ド:50″g/ml)

を加 えて96時間96穴丸底プレー トで 7%自 己血清加

RPMI(GIBCO)を 用い培養した。3H_thymidine lmCi/

wellを最後の 8時 間に添加 して,3Hの 取 り込みを測

定 し,抗 原を添加 しない場合の値を分母 とした stimu

ladOn index(SI)を算出した。陽性対照 としてテタヌ

ス毒 (TT)を 用い,SI>20を 陽性 とした。

4)p2筋 体 蛋白関連抗原で刺激培養 して得 られた リ

ンパ球のペプチ ド特異的な細胞障害活性の測定 :膵癌

3例 の末梢血 リンパ球 を初期培養ではp21%俗 G12ま

たはp21恋 ‐D12蛋 白で刺激し,そ の後は各蛋白の由来

のペプチ ド,IL、2および IL‐7を用いて in vitroで刺激

培養してベプチ ド特異的 T細 胞株の作成を試みた.こ

うして得 られた各ペプチ ド特異的 T細 胞株の 物s抗

原特異的な細胞障害活性 を自己 Bリ ンパ球から作成

した EBウ イルス形質転換細胞を標的とし,各 ペプチ

ドを添加 した場合のペプチ ド特異的な細胞障害活性

を51cr遊
離試験で検討 した,

統計学的検討 :測定値はunpaired student‐t検定を

行い,p<005を 有意差ありと判定 した。

結  果

1)大 腸癌患者では 免蓉蛋白に対する血清 IgA抗 体

の陽性率が正常人より有意に高かった。

Table 2 Serum IgA antibody to pZlras protein can be detected in colon cancer
patients with much greater incidence than in normals

ELISA demonstrated significantly higher posotive
protein in patients with colon and pancreas cancer

:  p (0 .05 ,  - -  :  p<0 .01  vs  no rma l  dono r
rate of serum antibody to every p2\ras

*Normal (wi ld type) p2lras protei l t  contains Gl ! , 'a t  amino acid posi t ion 12

evaluable
rate

p21ras proteins

G12 D12 V12 L61 Any

Colon Cancer

Pancreas Cancer

Normal Donor

300%車

800%Ⅲ

50%

286%Ⅲ・

800%・

25%

3 1 8 % ~

8 0 0 %・

2 5 %

325%ⅢⅢ

800%・

25%

310%Ⅲ

800%Ⅲ

25%

40_6°/。ⅢⅢ

80 0°/。"

50%
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大腸癌患者160例および正常人40例の血清を 1次 抗

体,抗 IgA抗 体を2次 抗体 として ELISAを 施行 した。

大腸癌患者では平均吸光度が0.25±031と 正常人の

0,02±0.06に比べ,有 意に平均吸光度が高かった(p<

001).正 常人の平均吸光度+3倍 標準偏差以上 を抗

物s抗 体陽性 と判断した,野 生型あるいはいずれかの

変異型 p2協体 に対するIgA抗 体陽性率は判定可能症

例に限ると大腸癌患者で40.6%(61/150),膵 癌患者で

80%(4/5)で あった。各 p21匂 sに 対 して は G12

30,0%,D‐ 1228.6%,V‐ 1231.8%,S1232.5%,L‐

6131.0°/。であった (Table 2).

2)抗 ″s抗 体陽性の大腸癌患者の多 くは野生型,変

異型いずれの 物s蛋 白に対 して も抗体反応が陽性で

あった,

症例の27.3%で 野生型 (●12)と 変異型 (D‐12)の

両方の p2財循 に対するIgA抗 体が検出され,各 p21

拓ぃ に対 してだけ反応する抗体をもつ症例は各々G-12

4.7%,D‐ 1233%で あった (Table 3).し たがって,

大腸癌患者血清中の抗 /2s抗体はポリクロナールでそ

の認識部位は多様であり,多 くはp21物 sの 正常部を認

識 している可能性が考えられた。

3)抗 免容抗体の認識部位の多 くは /2s蛋 白のカル

ボキシル基末端側の正常部であった。

Table 3 For lnost patients、vith colon cancer,anti―

body that responds to mutated p21 K一打岱 prOtein

also responds to normal p21 K‐方αs G12 protein

Antibodies to p21
K-ras protein Percent of

patients positive Number

D12 mutation Normal(G12)

十

十

十

十

27.3%

33%

47%

647%

41/150

5/150

7/150

97/150

95(903)

抗 名αs抗 体陽性であった大腸癌15例について各種ぺ

プチ ドを用いた抗体中和試験を行い, これらの血清抗

体が認識するp2筋体 のエピソー トープを検索 した。

ELISAの 平均吸光度を25%以 上抑制 し,抗 %体抗体を

中和 したペプチ ドはp21物sの カルボキシル基末端側

の 2 種 類 のペ プ チ ドで, 中 和 され た 症 例 数 は

p147～ 164で 8例 (53%),p162～ 169で 9例 (60%),

合わせて10例 (67%)で あった (Table 4)。 し たがっ

て,抗 物s抗 体の認識部位の多 くはp21物 sの カルボキ

シル基末端側のペプチ ドであると考えられた。

4)大 腸癌,膵 癌患者の末梢血 リンパ球中にp21物 s

の関連ペプチドに対する特異的な T細 胞が存在 した.

大腸癌で SI値 が20以 上 と各ペプチ ドに対 して特異

的な T細 胞が存在すると考えられた陽性症例は変異

部のペプチ ドで C12(6例 ,24%),S12(5例 ,20%),

正常部のペプチ ドではp162～ 179(4例 ,16%)に 多

かった。膵癌での陽性例は変異部のペプチドで D12(6

例,40%),C12(2例 133%),S12(2例 13.3%),

D 1 3 ( 2 例1 3 3 % ) , 正常 部 の ペ プ チ ドで は

p162～179(6例 40%)に 多 くみられた,健 常人に陽性

例lまなかった (Table 5).

5)膵 癌患者の末梢血 リンパ球を 打俗 関連抗原で刺

激培養して得 られた CD4+陽 性細胞にペプチ ド特異的

な細胞障害活性が認められた。

膵癌 3例 中 1例 で変異部の D‐12ペプチ ドおよび正

常部の p162～179ペプチ ドに特異的な増殖を示す CD4

陽性 T細 胞株が 1株 ずつ得 られた。 これらの T細 胞

株のペプチ ド特異的な細胞障害活性 を自己 Bリ ンパ

球から作成した EBウ イルス形質転換細胞を標的に測

定すると,カ ルボキシル基倶1の正常部の p162～179ペ

プチ ド特異的増殖 を示す T細 胞株で p162～179ペプ

チ ド特異的な細胞障害活性 (ET比 1:20,64%)を 認

めた.変 異部の D‐12ペプチ ド特異的に増殖をT細 胞

Table 4 Antibody responses to p2lras proteins in colon cancer patients can be

blocked by peptides from the carboxyl terminus of pZ|ras protein (n=15)

Peptide neutralization assay suggested that most of anti-ras antibody recognized

peptides from carboxyl terminus of p21ras protein.

p2lras G12
protein

p21ras peptides as competitor

p4-21 p48-65 p125-142 p147-164 p162-179

number of patients
with antibody
neutralized by
n o n t i r l a  n = 1 (

mean of
%inhibit ion

15
(100%)

54%

０
幻
　
　
弦

０
均
　
　
乾

０
均
　
　
弦

8
(53%)

28%

9
(60%)

29%



p2lras
peptide

Evaluable Pat ients

Ｎｏｒｍａ‐ｄｏｎｏｒｍ
Colon cancer

(n= 25)
Pancreas cancer

( n = 1 5 )

D 1 2

G 1 2

C 1 2

S 1 2

V 1 2

D 1 2

％

％

％

％

％

％

5(40%)

5(67%)

5(133%)

5(133%)

5(0%)

5(133%)

96(904)

Table 5 CD4* T cell immunity to pZ7ras peptides
can be detected in patients with colon or pancreas
cancer

Number of patients tested i colon canceri 29, pancreas

cancer;20 Evaluable patients had positive response to

tetanus toxoid in lymphocyte prollferatiOn assay
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株ではペプチ ド特異的な細胞障害活性 は認められな

かった (Fig.1).

考  察

癌細胞の遺伝子に変異,欠 失,増 幅などがある場合,

その遺伝子産物は質的あるいは量的に癌に特異的な蛋

白といえる1)。T細 胞が抗原 として認識するのは主要

組織適合性複合体 (MHC)と その溝に入 り込んだ蛋白

由来のオリゴペプチ ドの形成する複合体で0,細 胞内

蛋自であっても宿主の免疫系が癌化に伴 う異常な蛋白

由来のペプチ ドを認識する可能性がある。既知の癌遺

伝子産物 の中で免疫応答 を誘導 し得 るもの として

p53つ,HER2/neuゆ , あび作ク冴り,c‐物 が0, 緒sll)1りなど

の遺伝子の関連蛋白がある。R容 癌遺伝子の関連蛋白

は189個のアミノ酸からなる分子量21-KDの 蛋白 (p21

/2s)で,コ ドン12,13あ るいは61などで DNAが 点突

然変異することにより2ちァミノ酸が 1つ 置換し,細胞

増殖のシグナル伝達を促進する活性型の p21%俗 とな

り,細 胞の癌化に関わる。人では膵癌の90%,甲 状腺

濾胞腺癌の50%,大 腸癌の45%,肺 癌の30%な どさま

ざまな癌で れ容癌遺伝子の同じ部位のコドンの点突然

変異が指摘されの3ちp21/2sは これらの癌に特異的な共

通抗原 といえる。したがって,膵癌,大腸癌など /2s癌

遺伝子の変異の割合が多い癌では 拓体 蛋白に特異的な

抗体および T細 胞などの免疫応答の有無が癌の存在

診断に応用できる可能性がある。一方,名体蛋白に対す

る免疫応答の治療への応用 として 角容蛋白に特異的な

CTLの 誘導がヒトで可能であれば,こ れらの CTLを

用いた受動免疫療法やワクチン療法への展望 も開ける

と考えられた。

今回,一 部の大腸癌,解 癌患者において p21%体 に対

する特異的な血清 IgA抗 体の存在が認められた.こ れ

ら抗 %岱抗体が認識する部位は息者により多様で p21

/2sの変異部のみならず正常部のペプチ ドにも認めら

れた.こ のことは変異蛋白による免疫寛容の破壊がお

こり,癌 患者に自己抗体が発現したことを意味する。

抗 夕俗 抗体の認識部位の違いと臨床病理学的特徴に関

連性は指摘 しえなかったが,大 腸癌の40.6%,膵 癌の

80%に 抗 名岱抗体が検出されたことはその存在診断に

応用可能 と思われた。血清抗体検査が量的,時 間的に

容易で経済的にも負担の少ない検査であることから臨

床上有用であろうと考えられた。

p21物sに 対する細胞性免疫応答 として 俗 関連ペ

プチ ドに対する特異的増殖反応を検討したところ,大

陽癌の20%,膵 癌の40%に ペプチ ド特異的な CD4陽 性

T細 胞が認められた。末梢血中の特異的 T細 胞の細胞

数比率は105～106個に 1個 と極めて少ないことから,

リンパ球の増殖反応は陽性例で もSI値 が2.0～4.0と

弱い反応であり,癌 の存在診断への応用は困難である

と思われた。しかし,こ れらのペプチ ド特異的なリン

パ球増殖反応を癌特異的ペプチ ドの同定に用いれば,

癌のワクチン療法に用いるベプチ ドの選定に有用な検

査法であると思われた。また in vitroで癌忠者のリン

パ球 を癌特異的ペプチ ドで刺激増殖 させ,得 られた

CTLを 養子免疫療法に応用することが考えられた。事

実,膵 癌患者の末梢血 リンパ球を /2s蛋 白関連ペプチ

ドで刺激培養 して得 られた CD4陽 性 T細 胞 にペプチ

ド特異的な細胞障害活性が認められたことか ら,物 s

蛋白を分子標的とした免疫療法を臨床応用することは

可能 と思われた.

消化器外科領域では 竹s蛋 白に対する免疫応答の具

体的な応用方法に関 しては,術 後の補助療法 として

夕俗 蛋白関連ペプチ ドを用いたワクチンによる免疫刺

激を行い,minimal iesidual tumorか らの再発を抑待J
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した り,特 異的 リンパ球の養子移入 による転移の抑制

などが考 えられる。今後,他 のサイ トカイン,BRM製

剤および抗癌剤などの併用効果 に関 して この 拓体 蛋白

を分子標的 とした免疫療法の研究をすすめることで膵

癌,大 腸癌の新たな治療の確立が期待 された。
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A Survey of Diagnosis of Existence and Immunotherapy with Immune Response to
r@s Oncogenic Proteins in Pancreatic and Colon Cancer Patients
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Immune responses to zds oncogenic proteins were studied in pancreatic and colon cancer patients.
Positive rates for serum anti-ras antibody were significantly higher in patients with pancreatic cancer
(80%,4/5, p<0.05) and colon cancer (40%,5I/$0, p<0.01) as compared to normal donors (5%,2/40).
The anti-ras antibodies recognized normal or mutated segments of p2lras protein, and 73fu of colon
cancer patients had antibodies to the carboxyl terminus of p21,ras protein. T lymphocyte detection rates
for specific ras peptides were significantly higher in patients with pancreatic cancer (40%,6/15, p<0.01)
and colon cancer (24%, 6/25, p<0.01) as compared to normal donors (0%,0/20). We attempted to elicit
cytotoxic T ly'rnphocytes (CTL) specific for ras peptides, and found that CD4* CTL specific for the normal
carboxyl terminus of the p21 l'as protein could be elicited from peripheral blood lymphocytes from one
of the three patients with pancreatic cancer. The results suggest that diagnosis of the existence, based on
serum antibodies to ,ras oncogenic proteins, and immunotherapy with CTL specific for ras oncogenic
proteins are promising future medical treatments for pancreatic and colon cancer patients.
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