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　背景・目的�
　近年の化学療法の進歩で、多くの上皮系癌の生命予後
は改善した。一方、若年者に好発する骨肉腫を代表とする
骨原発悪性腫瘍は未だ予後不良であり、新しい治療法が強
く求められている。�
　本研究では、我々がｃＤＮＡライブラリ発現クローニング法
により同定したヒト骨肉腫抗原ＰＢＦについて、ＨＬＡ-Ａ２４拘
束性ペプチドワクチンの一次構造決定を行い、患者における
免疫応答を判定する。同時に、ＰＢＦの新規転写調節因子と
しての機能を明らかにするために、ＰＢＦによる肉腫発生、増殖、
アポトーシスの制御機構についての生物学的検討を行うこと
を目指した。�
�
　内容・方法�
１. ＨＬＡ-Ａ２４拘束性ＰＢＦペプチドワクチンの開発�
　日本人に多いＨＬＡ型はＨＬＡ-Ａ２４およびＡ２４である。こ
れらのＨＬＡ型で全人口の６０％以上を網羅する。我々が同
定したＰＢＦ抗原ペプチドはＨＬＡ-Ｂ５５拘束性であった。ＰＢ
Ｆペプチドワクチンを広く臨床応用するために、今回Ａ２４拘
束性ペプチドを同定した。�
　（ⅰ）　ＰＢＦの全アミノ酸配列よりＨＬＡ-Ａ２４に結合モチー
　　　フをもつペプチド配列を検索する。合成ペプチドを作
　　　製して、ＨＬＡ分子に対して結合能力が高いペプチド
　　　を選択する。�
　（ⅱ）　ＨＬＡ-Ａ２４陽性で、ＰＢＦを発現する腫瘍患者より
　　　末梢血を採取し、ＰＢＦペプチド特異的ＣＴＬ前駆細
　　　胞の存在頻度をＭＨＣ-ペプチドテトラマーを用いて
　　　解析した。�
　（ⅲ）　ＭＨＣ-ペプチドテトラマー陽性細胞の骨肉腫細胞
　　　株に対する細胞傷害活性を評価した。�
�
２. 正常細胞および癌細胞におけるＰＢＦの機能解析��
　ＰＢＦはＤＮＡ結合ドメインをもつ転写調節因子として報告
された。しかし、その生理機能や発癌に関する機能は明らか
にされていない。そこでＰＢＦを制御する新規転写調節因子
を同定するためにＰＢＦ ｐｒｏｍｏｔｏｒ配列をｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ
よりクローニングしてｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙを行った。同定した
Ｐｒｏｍｏｔｏｒ ＤＮＡをプローベとしてｇｅｌ-ｓｈｉｆｔ ａｓｓａｙにより新
たな転写調節因子をスクリーニングした。�
�
　結果・成果�
ＨＬＡ-Ａ２４拘束性ＰＢＦペプチドワクチンの開発�
　（ⅰ）　ＰＢＦＡ２４.２ペプチドがもっともＨＬＡ-Ａ２４分子と

　　　の結合能が高かった。��
　（ⅱ）　限界希釈法、ｉｎ ｖｉｔｒｏ抗原刺激、テトラマーを組
　　　み合わせた方法によりＰＢＦＡ２４.２ペプチド特異的
　　　ＣＴＬはＨＬＡ-Ａ２４陽性骨肉腫７/８例で検出された。
　　　ＣＴＬの存在頻度は全ＣＤ８陽性細胞中６ｘ１０ｅ-７-
　　　７ｘ１０ｅ-６（平均４ｘ１０ｅ-６）であった。健常者では３/３
　　　例でＰＢＦＡ２４.２ペプチド特異的ＣＴＬが検出され、
　　　存在頻度は９ｘ１０ｅ-７から５ｘ１０ｅ-６であった。�
　（ⅲ）　骨肉腫症例においてテトラマー陽性ＣＴＬはＨＬＡ-
　　　Ａ２４陽性ＰＢＦ陽性の骨肉腫細胞株を傷害した。ま
　　　たテトラマー陽性細胞数と骨肉腫細胞傷害活性には
　　　有意な相関があった。�
�
正常細胞および癌細胞におけるＰＢＦの機能解析��
　ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡにおけるＰＢＦ転写調節開始点より１０ｋｂｐｓ
上流までの領域をＰＢＦ ｐｒｏｍｏｔｏｒ領域の候補とした。�
　（ⅰ）　候補領域よりｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄを作成し、ＰＢＦ
　　　陽性骨肉腫細胞株Ｕ２ＯＳに遺伝子導入しｒｅｐｏｒｔｅｒ
　　　活性をスクリーニングした。��
　（ⅱ）　計３０種のｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄを用いてスクリーニ
　　　ングした結果、３０ｂｐｓの領域にｒｅｐｏｒｔｅｒ活性がある
　　　ことがわかった。�
　（ⅲ）　この領域よりビオチン化ｏｌｉｇｏ-ｄｓＤＮＡ ｐｒｏｂｅを作
　　　成した、このｐｒｏｂｅを用いてｇｅｌ-ｓｈｉｆｔ ａｓｓａｙを行い、
　　　ＰＢＦプロモーター候補蛋白のバンドを検出した。現
　　　在この蛋白質の構造決定を行っている。 �
�
　今後の展望�
　新規骨肉腫抗原ＰＢＦよりＨＬＡ-Ａ２４陽性患者に応用
可能なペプチドを決定することができ、またペプチド特異的
ＣＴＬの免疫応答を検出できた。今後このＰＢＦペプチドワク
チンを用いた第一相臨床試験のプロトコールを作成する。臨
床試験委員会の承認を得た後に試験を開始する。ペプチド
ワクチンの副作用と抗腫瘍効果を判定する。患者末梢血に
おける細胞性免疫応答をＭＨＣ-ペプチドテトラマー、細胞傷
害試験により解析する。�
　また、ＰＢＦの機能をさらに明らかにしていくため、（１）ＰＢＦ
プロモーター候補蛋白の構造決定、（２）ＰＢＦノックアウトマウ
スの作成、（３）ｓｉＲＮＡを用いたＰＢＦノックダウン系の解析、も
さらに進めていく。�
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