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研究成果の概要（和文）：疎水化多糖類プルランと MAGE-A4組換え蛋白の複合体をワクチンとす

るがんワクチン臨床試験の免疫モニタリング解析を実施した。頭頸部腫瘍を含む 16 例において

6回以上のワクチン反復投与を完了した。MAGE-A4抗体価は ELISAで IgG抗体反応解析を行った。

ワクチン前の抗体陽性は 3例にみられ、自然免疫反応がみられることが判明し、反応が増強す

るものが 1 例、陰性例 4 例では 2 例が陽性化した。また、MAGE-A4 以外への抗原拡大現象が存

在することが観察された。 

 
研究成果の概要（英文）：Immune reactions in head/neck cancer patients treated with protein 

vaccine, recombinant MAGE-A4 protein complexed with cholesteryl pullulan, were analyzed. 

16 subjects including head /neck cancer patients completed 6 or more vaccination. Humoral 

IgG responses were analyzed with ELISA assay. 3 patients were positive for MAGE-A4 

antibody prior vaccination, suggesting that there exists natural positive immunity in 

MAGE-A4 antigen positive cancer patients. Among them, MAGE-A4 immunity was augmented in 

one case. In 4 MAGE-A4 antibody negative patients, 2 converted to MAGE-A4 IgG positive. 

Spreading of immune reactions other than vaccinated antigen was observed.        
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１．研究開始当初の背景 

我々は疎水化多糖である“プルラン”を抗

原デリバリーとしたがんワクチンを開発して

きた。146アミノ酸短縮型HER2蛋白と疎水化多

糖類プルランの複合体 (CHP-HER2)を作製し、

マウス実験系で抗原提示細胞がCHP-HER2を取

り込み、HER2抗原由来MHCクラスⅠおよびクラ

スⅡ結合性ペプチドを効率よくCD8+、CD4+T細

胞に提示していることを明らかにした。in 
vivo実験では、CHP-HER2処理樹状細胞をワク

チンとして投与することにより、HER2陽性腫
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瘍の拒絶効果を示してきた。ヒトにおいては、

CHP-HER2は末梢血リンパ球からHER2抗原特異

的CD8+T細胞を誘導することも明らかにした。

以上、CHP-抗原蛋白複合体ワクチンは、抗原

提示細胞に能動的に取り込まれ、細胞内で抗

原蛋白プロセッシングを受け、抗原提示シス

テムのクラスＩとクラスⅡの双方にペプチド

として提示され、CD8+キラーT細胞およびCD4+

ヘルパーT細胞の双方の活性化を行い、がんワ

クチンとして臨床開発することの合理性が高

いと考えられた。 

ヒ ト へ の が ん ワ ク チ ン 応 用 の た め

CHP-HER2 ワクチンの安全性と免疫反応効果

を評価する第 I 相臨床試験を施行した。T 細

胞性免疫反応は 9例中 5例に検出された。そ

の 5 例中 4 例に HER2 特異的 CD8+T 細胞が、4

例に特異的 CD4+T 細胞が検出された。2 例は

CD8+T 細胞、CD4+T 細胞ともに検出された。

CD8+T 細胞誘導例のうち 2 例は同定 HLA-A24

拘束性 HER2ペプチド p63-71に反応していた

が、他 2例は本同定ペプチドには反応せず未

同定ペプチドへの免疫誘導が行われたと考

えられた。さらに我々は GM-CSF を併用した

CHP-HER2 ワクチンの臨床試験も行い、15 例

のワクチンを投与された患者血清の解析を

行い、14 例で HER2 抗原に特異的な IgG 抗体

が出現し、また IgG の併用投与により HER2

抗原に対する液性免疫反応が促進されるこ

と、IgG 抗体反応が CD4+T 細胞反応のバイオ

マーカーとして有用な方法であることも公

表してきた。 

 

２．研究の目的 

がんワクチン・CHP-MAGE-A4臨床試験にてワ

クチン投与を受けた頭頸部腫瘍例での末梢血

と腫瘍組織（組織浸潤リンパ球）のMAGE-A4

抗原特異的T細胞免疫モニタリングを行うこ

とを目的とした。 

末梢血、組織侵潤リンパ球でのMAGE-A４以

外の発現抗原（NY-ESO-1, SAGE）の抗原発現

を観察し、抗原拡大現象（Antigen-spreading）

を解析する。このことによりワクチンによる

免疫反応の結果、腫瘍破壊が起こり新たな抗

原に対する免疫反応が拡大したことを意味す

る。 

抑制的免疫反応解析（FOXｐ３、PD1など）

を行い、末梢血、腫瘍組織での正と負の抗原

特異的免疫応答動態評価を行い、新しいワク

チン療法開発の基盤データとする。 

 
３．研究の方法 

新規抗原デリバリーシステムである疎水

化多糖類プルランと癌抗原 MAGE-A4組換え蛋

白の複合体をワクチンとするがんワクチン

臨床試験「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

床研究」を開始する。 

 

①臨床試験用ワクチン 

1)MAGE-A4 蛋白；N 末端に 12 アミノ酸

His-tagを含む 329アミノ酸の分子量 36.3kd

の癌精巣蛋白質。 

2)CHP（疎水化多糖類プルラン）；プルラ

ン（分子量約6万）100グルコース・ユニッ

トにつき1.4の比率でコレステリル部と結

合した化合物）。 

3)CHP-MAGE-A4複合体ワクチン：MAGE-A4蛋

白 CHP を 複 合 体 形 成 さ せ た も の で 、

CHP-MAGE-A4ワクチンとして臨床試験参加

例に投与する。 

 

②臨床試験実施 

本試験は、MAGE-A4 抗原発現する頭頸部腫

瘍を含む難治性悪性腫瘍例に対してコレス

テリル疎水化多糖類・MAGE-A4 蛋白複合体

（CHP-MAGE-A4 ワクチン）の皮下反復投与を

し て 、 そ の 安 全 性 を 評 価 し 、 POC

（proof-of-concept）としての MAGE-A4抗原

特異的免疫反応を観察・評価する内外初の

MAGE-A4標的がんワクチンである。 

対象例 6 例（最大 12 例）で、標準的治療

難治性の頭頸部腫瘍を含む MAGE-A4発現腫瘍

で、CHP- MAGE-A4複合体ワクチンを蛋白量と

して割り当て量 100µgあるいは 300µgを 2週

間隔で 6 回以上皮下注射する。有害事象を

CTCAE 基準にてモニターしながら試験を進行

させる。 

 

③免疫モニタリング検体採取 

ワクチン投与前 

・腫瘍組織（手術時検体または生検検体を

凍結保存・パラフィン固定保存） 

・末梢血液（リンパ球保存、血清保存） 

ワクチン投与中（原則 2週毎に採取） 

・末梢血液（リンパ球保存、血清保存） 

ワクチン投与前 

・腫瘍組織（生検検体を凍結保存・パラフ

ィン固定保存） 

・末梢血液（リンパ球保存、血清保存） 

 

④MAGE-A4抗体価測定 ELISA 

モニタリング採血血清を用いてMAGE-A4蛋

白、NY-ESO-1蛋白、SAGE蛋白に対するIgG抗体

反応をELISAで測定し、陽性化とその血清タイ

ターを記録する。 
 



 

 

⑤腫瘍破壊モニタリング、抗原拡大現象

（antigen-spreading ）解析 

ワクチン前、中、後の患者末梢血と組織検

体（生検あるいは手術検体、入手可能例）よ

りCD8+T細胞とCD4+T細胞を分離し、MAGE-A4

抗原以外への免疫反応の拡大現象を解析す

るために、NY-ESO-1, SAGE, MAGE-A3, WT-1

の抗原ペプチドへの反応性をテトラマー、

ELISPOTにてデータ解析をする。 

また、前述した 血清の各種抗原に対する

IgG抗体価により抗原拡大現象を解析する。 

 

⑥Tリンパ球免疫モニタリング 

ワクチン前、中、後の患者末梢血と組織検

体（生検あるいは手術検体、入手可能例）よ

りCD8+T細胞とCD4+T細胞を分離する。PHA刺激

した患者CD4+T細胞にMAGE-A4 mRNA導入また

はMAGE-A4ペプチドパルスしin vitro刺激と

して用いる。in vitro刺激したCD8+T細胞と

CD4+T細胞をELISPOT法、テトラマー法、CTL

アッセイにて、MAGE-A4蛋白特異的免疫反応

性を検討する。 
 

⑦腫瘍組織in situ免疫反応解析（検体入手

可能例に限る） 

 ワクチン前、後の腫瘍組織（生検あるいは

手術検体、入手可能例）にて病理組織学的検

討を行う。免疫組織染色パネル作成して抗体

を用いて染色パターン観察と解析を行う。 

 ・H＆E染色にて組織浸潤細胞の有無・程度

を観察する。 

 ・リンパ球マーカー；CD3, CD4, CD25, CD8, 

FoxP3 

・がん幹細胞マーカー；CD24, CD44, CD133,  

・免疫標的マーカー；HLA-classI, MAGE抗

原(57B) 

 

⑧腫瘍組織浸潤細胞生物活性解析（検体入手

可能例に限る） 

ワクチン前、中、後の組織検体（生検ある

いは手術検体、入手可能例）よりリンパ球を

分離し、MAGE-A4抗原刺激系、非刺激系に分

け、培養する。サイトカイン産生プロフィー

ルを各サイトカイン(IFNγ,IL-2, IL-10, 

Il-4, IL-17, TNFαなど)をELISA、ELISPOT

にて解析する。MAGE-A4刺激系において、テ

トラマー陽性細胞とCD45RA, CD45RO, CCR7, 

CD62Lとの発現により、Tリンパ球の機能解析

を行う。 

 

４．研究成果 

新規抗原デリバリーシステムである疎水化

多糖類プルランと癌抗原MAGE-A4組換え蛋白

の複合体をワクチンとするがんワクチン臨床

試験「MAGE-A4抗原を発現する難治性悪性腫瘍

に対するCHP-MAGE-A4がんワクチン臨床研究」

の実施症例の免疫モニタリング解析を実施し

た。 

頭頸部腫瘍を含む25例に対してワクチン投

与（症例毎に１回投与量を100μg群、300μg

に振分け）を行い、16例において6回以上の反

復投与を完了し、ワクチンの安全性の評価が

可能であった。当初計画より症例数の拡大を

行った。これら被験者より免疫モニタリング

検体を採取し、リンパ球、血清の保存を行っ

た。 

MAGE-A4抗体価測定系でのELISA評価につい

ては、測定の信頼性を確認するために、陽性

、陰性コントロールを使用した測定を実施し

、カット・オフ値を設定した。これを用いた

MAGE-A4蛋白に対するIgG抗体反応について解

析を行った。解析例中ワクチン前の抗体陽性

は3例にみられ、自然免疫反応がみられること

が判明した。その内、ワクチン投与に伴い反

応が増強するものが1例、陰性例4例では2例が

陽性化した。また、投与量は300μgが100μg

に較べて抗体反応陽性例が多かった。これら

より、本ワクチンはMAGE-A4抗原特異的免疫反

応が約半数に誘導されることが判明した。さ

らに、MAGE-A4以外にNY-ESO-1抗原に対する抗

体値が上昇する例がみられ、抗原拡大現象が

存在することが観察された。 
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