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            研 究 目 的         

 癌に対するペプチドワクチン療法において、CD8陽性細胞傷害性T細胞（CTL）が癌細胞を直

接殺傷することは広く認識されているが、CD4陽性ヘルパーT細胞（HTL）も癌細胞上のMHCクラス

Ⅱ分子と癌抗原ペプチドの複合体を認識し、癌細胞を直接殺傷することが明らかとなってきた

1。そのため、MHCクラスⅡ分子に提示される癌抗原のエピトープを同定し、そのエピトープ

ペプチドを用いて誘導されたHTLを解析することは、ペプチドワクチン療法を発展させる上で

重要である。 

 今回我々は、ペプチドワクチン療法の標的抗原として癌精巣抗原であるPlacenta-specific 

1 （PLAC1）に着目した。PLAC1は正常細胞ではほぼ胎盤にしか発現しておらず、栄養膜細胞の

増殖・分化に関わることで胎盤形成に重要な役割を担っている 2。一方、乳癌や肺癌など複数

の癌でPLAC1の発現が報告されており、PLAC1由来のCTLエピトープを同定した研究も散見される

ことから有用な癌抗原として注目されている 3。しかし、頭頸部扁平上皮癌におけるPLAC1の発

現は検索されておらず、HTLエピトープも同定されていない。 

本研究では、頭頸部扁平上皮癌におけるPLAC1の発現を調べるとともに、PLAC1由来のHTLエピ

トープを同定し、エピトープペプチドにより誘導したHTLのHLA拘束性や抗腫瘍効果を検討し

た。 

 材     料    ・     方    法  

１. 中咽頭癌患者および頭頸部扁平上皮癌細胞株におけるPLAC1の発現の検討

　2007〜2019年に旭川医科大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科で治療を行った中咽頭癌患者59例

の生検・手術材料を用いて、PLAC1およびHLA-DRの発現を免疫組織化学染色により評価 
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した。また、頭頸部扁平上皮癌細胞株におけるPLAC1の発現をWestern blotにより評価し

た。 

２. 健常人末梢血を用いたPLAC1特異的HTLの誘導

PLAC1の全アミノ酸配列からHLAクラスⅡ分子への結合能が高い配列をコンピュータ ー

アルゴリズム解析にて同定し、候補エピトープペプチドを合成した。健常人末梢血から

CD4陽性T細胞を分離し、樹状細胞や末梢血単核球（PBMC）を抗原提示細胞としてエピ

トープペプチドで刺激することで、ペプチドに特異的に反応するHTLを樹立した。 

３. PLAC1特異的HTLのHLA-DR拘束性の検討

 PLAC1特異的HTLとペプチドをパルスしたPBMCを共培養し、HTLから上清中に産生される

サイトカイン量を測定することで、HTLのペプチド反応性を評価した。また、その反応が

抗HLA-DR抗体によって抑制されるか検討した。さらに、PLAC1特異的HTLとペプチドをパル

スした単一のHLA-DRを発現するマウス線維芽細胞（L-cell）を共培養し、HTLから上清中に産

生されるサイトカイン量を測定することで、拘束性を担うHLA-DR分子を同定した。 

４. PLAC1陽性腫瘍細胞株に対するPLAC1特異的HTLの反応性の検討

PLAC1特異的HTLとPLAC1陽性腫瘍細胞株を共培養し、HTLから上清中に産生されるサイト

カイン量を測定することで、HTLの腫瘍細胞株に対する反応性を評価した。

５. PLAC1特異的HTLの細胞傷害活性の検討

PLAC1特異的HTLとPLAC1陽性腫瘍細胞株を共培養し、腫瘍細胞を直接傷害するサイトカイ

ンであるgranzyme Bの上清中の産生量を測定した。さらに、フローサイトメーターを用

いて、PLAC1特異的HTLのPLAC1陽性腫瘍細胞株に対する腫瘍傷害活性を評価した。 

６. 頭頸部扁平上皮癌患者末梢血中PLAC1ペプチド反応性T細胞の存在評価

頭頸部扁平上皮癌患者から分離したPBMCを用いてPLAC1ペプチドに対する反応性を検

討し、担癌患者末梢血中におけるPLAC1反応性T細胞の存在を評価した。 

 生検・手術材料の免疫組織化学染色および担癌患者末梢血中のPLAC1反応性T細胞の検

出は旭川医科大学倫理委員会の承認を得て行った（承認番号15005および16040）。 

成 績 

１. 生検・手術材料を用いた免疫組織化学染色の結果、中咽頭癌患者の74.5%（44/59）でPLAC1の高発

現を認めた。また、HLA-DR分子は28.8%（17/59) で高発現を認めた。さらに、本研究で使用し

た4種類の頭頸部扁平上皮癌細胞株すべてにおいてPLAC1蛋白の発現を認めた。

２. コンピューターアルゴリズム解析の結果からHTLエピトープ候補としてPLAC131-50を選び、ペプチ

ドを作成した。3人の健常人末梢血から分離されたCD4陽性T細胞をこのエピトープペプチドで刺激

し、3種類のPLAC1特異的HTLを樹立した。

３. PLAC1特異的HTLのペプチドに対する反応は、抗HLA-DR抗体によって抑制されたことから、 HLA-

DR分子拘束性であることが示された。また、樹立したPLAC1特異的HTLのうち2種類はHLA-DR15

発現L-cellを、1種類はHLA-DR53発現L-cellを認識してサイトカインを産生したこと
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から、それぞれHLA-DR15およびDR53拘束性であることが示された。  

４. PLAC1特異的HTLは、共培養したPLAC1陽性腫瘍細胞株を直接認識し、HLA-DR拘束性にサイ

トカインを産生した。以上より、PLAC131-50ペプチドは腫瘍細胞内で自然にプロセッシングさ

れてHLA-DRに提示されるヘルパーエピトープを含んでいることが示された。  

５. PLAC1特異的HTLは、PLAC1陽性腫瘍細胞株との共培養系でgranzyme Bを産生し、HLA-DR拘

束性に直接腫瘍細胞株を殺傷したことから、高い細胞傷害活性能を有することが示された。

６. 頭頸部扁平上皮癌患者末梢血から分離したPBMCをPLAC1ペプチドで刺激したところ、12例中7

例においてペプチド特異的サイトカイン産生が認められた。以上より、頭頸部扁平上皮癌患者

の末梢血中にPLAC131-50ペプチド反応性を有するT細胞分画が存在することが示された。

考       案 

 渉猟し得た範囲内で頭頸部扁平上皮癌におけるPLAC1の発現を調べた報告はない。本研究

において、PLAC1が中咽頭癌患者の74.5%で高発現しているとともに、頭頸部扁平上皮癌細

胞株でも発現していることが明らかとなった。このことは、頭頸部扁平上皮癌において PLAC1

が癌免疫療法の標的となり得ることを示唆している。また、中咽頭癌患者の28.8%でHLAク

ラスⅡ分子の1つであるHLA-DRが高発現していることも明らかとなり、癌細胞上に発現する

HLA-DR分子にPLAC1ペプチドが提示されている可能性が示唆される。  

 本研究で同定したPLAC1のヘルパーエピトープおよびエピトープペプチドで誘導したHTL

は複数の特徴を有していた。1つ目は、PLAC131- 50ペプチドによりHLA-DR15とDR53拘束性の

HTLが誘導されたことであり、このペプチドは 2つ以上の HLA-DR分子に提示される

promiscuousなエピトープを含んでいると考えられる。2つ目は、PLAC1特異的HTLがgeanzyme 

Bを産生するとともに、HLA-DR拘束性に直接PLAC1陽性腫瘍細胞株を殺傷したことであり、

CTLの分化や増殖を補助するヘルパー機能のみならず、腫瘍傷害活性も有する多機能なHTL

である可能性を示している。3つ目は、PLAC131-50ペプチドが過去に報告されているCTLエピ

トープ配列を含んでいたことである 3。このことは、PLAC131- 50ペプチドの使用により、PLAC1

特異的HTLとCTLを同時に誘導できる可能性を示唆している。  

頭頸部扁平上皮癌患者末梢血から分離したPBMCをPLAC131- 50ペプチドで刺激したところ、ペプ

チド反応性を有するT細胞分画が存在することが示された。PLAC1陽性頭頸部扁平上皮癌患者に

対し、このペプチドを用いたワクチンで体内に存在するPLAC1特異的HTLを効率よく誘導・

増殖・活性化することができれば、有効な治療法になることが期待される。  

結       論 

 頭頸部扁平上皮癌においてPLAC1の発現を認めた。また、PLAC1特異的HTLを誘導可能な

複数のHLA-DR分子に提示されるpromiscuousヘルパーエピトープを同定した。PLAC1特異的

HTLはgranzyme Bを産生し、HLA-DR拘束性に頭頸部扁平上皮癌細胞株を直接傷害した。さら

に、頭頸部扁平上皮癌患者の末梢血中にPLAC1ペプチドに反応する前駆T細胞が存在するこ

とが確認された。以上より、頭頸部扁平上皮癌に対してPLAC1がペプチドワクチン療法の標

的となる可能性が示唆された。  
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