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~約

メラノーマ患者白米の.1.ノクIJーナ1レ筑体L92およびL94をJlJl、て.メラノーマの

cDN̂ ライブラ リーから制定されたペプチド抗JJA#810および#707の免役lJ;l1情念.細胞陣容

i.f;性における機能を中心に検討した.

ペプチド加点地10は抗体L92の.;f;.~.するヂカベプチド (QDL T¥IIK YQ1F)であり.そ

の-rミノ限配列は.メラノーマUCL.¥SO¥114の細胞質に存在する分子i，t約43kDの蛍自の
一郎として同定されている lnSJtυハイプリダイゼーション法およひウニr.λタンプロッ

ティングt去により検討した給見t1<810のmR.'1Aおよび43kD蛋白はメラノーマに特呉約では

必く.1正常細胞を含む樋々のヒト細胞においても検出された.しかし. ~810でパルスした

白己目，)ンバ芽球に対する制胞l野1%W1:は.メラノーマ患者の家的l血t財産球においては認

められたのに対して.健常~の禾術的11位以T.まではほとんど認められ々かった. メラノーマ

忠fJの末附血単級球による納胞附~i.5仕Lよ.非自己メラノーマ細胞から成るワクチン療法

により t智大した.また.ワクザン療法1設のfJ.~ ~の3友情血主義核球を川町四て曹810により再利

徴したま古!J!.茸810パルスした8己8リンパ3fT.まおよび自己メラノーマ細胞に対する細胞際

i!M性はさらに培大した.:lH景品鋭的納胞による抑制実験の結.W:.11810/¥ルスした自己8

リンパ等泳と自己メラノーマ細胞は1.Lいに細胞陣容活性会抑制し合い.メラノーマ細胞表

而においても11810が細胞殴害活性の般的抗以として従示されていることが示された.抗体

をJ1Jいた抑制実験により.係的細胞を微燃するエフェクター細胞は.主としてCD811母性の

細胞間宮性T細胞と考えられた.またζの細胞障害性T細胞は、線的制胞炎IfiiてHLAクラ

ス1筑似の拘束のもとに従示されたペプチド抗l民11810を認認することにより.細胞降客活

性を牛.しるものと考えられた HL:¥タイプか判明しているメラノーマ恋白のヨ友情血単級球

会川いて検討した結果.HLAクラス I抗If，tのうち.HLA A2およびA11が"810t足示能を有

ずることが判明した.

ペプチド加点.#707(RVAAしA良D刈1)は j))レボキシル末端か剖肌ineprohne(i¥P)で終

'[.tるペプチドを特呉的に泌総・ずる抗体L94をJfJい.M14のcDl'-Aライブラ'). .より同定さ



れている.#707のmRNAtl:.メラノーマモ含むヒト脱癒細胞で検出されたが、正常末柿

lfu単級球ては検出されなかった.#707の起源、となる蛍向は同定されていないか.L94の結

合活性からメラノーマ~含む多くの綬繊細胞の表面に存在し.æ常家制血単絞球の表面

には存在しないと考えられた.メラノーマ怠d首の末楠伽主総核球は#707でパルスした自己B

リンパ芽球に対して有意な細胞障害活性を示しこの活性はワクチン療法によりf:gAし

た。一方、健常，信ではこのような活性はほとんと'認められなかった.ワクチン療法後の患

者末情血単核球をinvitroで#707により再刺激した結果.骨707でパルスした自己8リンパ芽

球および自己メラノーマ細胞に対する細胞殴害活性はさらに士智大した.また.非係議僚的

細胞による抑制実験の結果、 #707もメラノーマ細胞において細胞障害活性の僚的抗原とし

て提示されていることが示された.際的細胞を破喫するエフェクター細胞はCD8陽性の納

胞陣容性T細胞と考えられ、標的細胞表商で#707はHLAクラス I抗原の拘束のもとに提示

されていると思われた.HLAクラス I抗原のうち.HLA-A2. A11およびA24はいずれも

#707鎚示能を有することが判明した.また、 #707のアミノ隊配列からカルボキシル末端

APを除去することにより、細胞際害活性の線的抗原としての機能は完全に失われた.し

たがって.このカルボキシル末端AP~ま細胞障害性T細胞による認識に不可欠なアミノ酸残

哉と考えられた.

ペプチド抗原#810と11707を徴的抗原として同時に用い.その関連性を検討した結

来.これらのペプチド抗原はメラノーマにおいてそれぞれ独立に.細胞障害性T細胞のこに

ピトーブとして機能していると考えられた.また、両省を錠示しているメラノーマ細胞を

僚的細胞とした場合.自己の来+白血単核球を両ペプチドで詞刺激することにより.各ペプ

チド単独で碍刺激した場合と比べ、相乗的に高い細胞障害活性を誘導することができた.
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絡，寺

ヒト服j~納胞に特契約に反応?ゐマウス屯・ノクローナル抗体をHIいて.今日乏でに

伺々のHotutl潟述抗l瓜が発凡された(15).これらの抗阪はマウスの実験糸においては強力な

減性あるいは納胞性免疫反応を誘~・tるが.腕1厳告、~の免疫療法に応111 1'るためにヒトに

役与した場合.免疫応答は全く見られ必いかさわめて微弱である(15) これは.マウスの

従事告ぷにおいては有効な段以も.ヒトの免役糸においては必ずしも有効な抗i瓜として機能

し必いこと金ポ仁一方.自重傷忽M白米のモノクローナJレ抗体の反応、伎は.町通治細胞に対

するヒトの免疫応答を直鰻反映していると考えられる.したかつて.ζれらのよしノクロー

すル抗体により.:2~議される股婦関連抗Jf，üよ.マウスモノクローナル抗体により泌泌される

H~t弱関連抗Jf.(に比べ.ヒトの免縦糸においてははるかに高い免終JJ;\性を示'4"ものと考えら

れる.Ine eLal.は.メラノーマ忽15由米のよしノクlコーナル抗体によりl，iJ:.ぶしたメラノーマ

関連抗以てある"}1ングリオシドGM1とGD2が.メラノーマ患者において強))必抗体成宅反

応を説得・ずることを明らかにした(6.7) しかし.これらの鰭脂質t削，;(は大域に分縫締裂す

るのが凶鰭てあるばかりでなく、 JJtot凸では合成することも不可能であり.メラノーマJ宕

ttの~M毎療法にmいるには限界がある また.路面白細胞の破療には.抗体を中心とした液

性免役よりも.細胞隊客位T細胞による納胞性免峻反応の方がはるかに有効であると考え

られている(8 ， 9). 一紋にT細胞は姥鎖のペプチド~ニ1二ピトープとして;tg品・ずるとされ(8.9

トメツノーマ細胞表l百iても.細胞限害性l細胞の:.r.ヒトーブであるHimのXutl¥ペプチド抗

原が.HLAA抗似の拘束のもとに従示されていると考えられている(10.11).したがって‘

メラノーマにおいても.細胞殴客位T納胞に.2~みされるペプチド坑l瓜を1，.iJ~註することが極

めて或~}である

Inee[ alはメラノーマ患者由米のIg¥1't1モノクローナル抗体L92およひL94を111いて、

同怨.おより附立したメラノーマ納胞4悲しCl.i¥SOM14のcDKAライブラリ ーをスクリーこ1ン

ゲすることにより.それぞれの抗体が泌総'4"る鋭白抗原を同定しようと以みた(12.13).そ
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の車目見t!JLoi出では円的とするf.1i分 {si白抗16Uよ完全にlよ同定されてい々いものの.それ

ぞれのほ体に認識されるプつのベブイ・ド抗IJ;lかIliJ定された(12，13).ベゾチド抗IJ;l書810

(QDL'・I'MKYQIF)は.抗体L92により払必されるヂカペプチドで.UCLi¥.'iu MI4の細胞質

内ili臼(分子治与43kD)の一部として存従寸る.この43k.D銭白の令アミノ開制空1Jj'.，よひ

Itt哲学的機能は明らかではないが.#810をコ・ードするDNAの惚義則タIJ~よ阪総の治以自己タIJ

と相I..Jt全を示さず.したかって#810はおIしいペプチド筑阪と考えられた(12)μ一方.ベフ

チド印刷707(R¥'AALARDAP)は抗体仰をJIl1，01. しCLASO，¥-114のcD'L¥ツイ fラリーよ

り Nられたペプチド抗顕である. ω4~; 1}ルボキシル家潟がアラニ:ンブnリン(Mつで終

f'，るベゾチドを特異的に認識すふ抗体である L94~mいることにより j) ルぷキシル

柑r:h1J(Al'て終わみペプチド抗似合つードずる数絡会員の出掛己列かメラノー"/LJCLASO

'v1 14，f手よひM12のcm机ライブラリ ーより Ilil~ぷ占れたが.いずれのt長嶋~;t!911 もほ+院の脳~

"~9リと相IliJt宝を示さず.したかつて#707む新しいペプチド抗原と考えられた(13)

よれらア樋頬のペプチド抗紙のうむ， ~810~よ非自己メラノーマ細胞から成るワクチ

ンを役与されたメラノーマJを省の来的血単純球を刺激し増殖反応を.hlJ.害した(12)，この

結*~よ#810州細胞によって認殺される可能性告と示政する. 筑{事の結合に必様々由主低þJlの

アミノ綴~t)主の長さは3-5残基(14)， T納胞による認訟では5残J主であると考えられてい

る(15).したがって.ペプチド時10や#707のごとく 10-20残忍のペプチド抗Jf，(において

は.その令γミノ酸配列がB細胞ど1細胞のよf.ピトーブ唱とともに含んている可能性があ

る.Jacobso且etal.はbumanT lympholTOpaC VIJ"¥JS IYpe 1 envelope glyco戸唱悶J1(j)令ア ミノ酸配夢IJ

の中て， B細胞に認識される20残}{;のベブザド分幽sp4aか.へルI~，-T総胞およひ細胞i唆

~性T細胞の反応も議導することを縦告している(16).これは， s同aでは8細胞とr細胞の

エヒトープは完令には一致しないカ\その太郎分か共有されているためと~えられてい

る(21) また.向lーの蛋白筑l反において.B納胞とT細胞の認議する領峻が災必る場合もあ

るが.両信がII;Jじ領械を認識する場合も多い(1719).したがって、時間胞のニr.ヒトーブと

してIlil~与された附10および11707についても1・細胞.特に細胞際害性T細胞の反応を誘導し
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うる可能性がある.

本治文では.ペプチド抗版#810および#707をメラノーマ患者の免疫療法に用いるこ

とを目的に.これらのペプチド抗原が細胞障害性T細胞のヱピトーブとして機能するか否

かについて検討した.現時点では両ペプチドの起源となる袋自は同定されておらず.それ

らを抗原として用いることはできない.また、高分子蛋白に比べ、短鎖のペプチドは抗原

総示細胞によるプロセッシングを必要とせず、 1・細胞のエピトーブとなる昔61.立のアミノF菱

自己列を限定しやすいという利点を有する.したがって.ここては合成ペプチドを抗原とし

て附い.これら二倍類のペプチド抗原の免疫原性を細胞障害活性における機能を中心に術

究した.

材料および方法

1ペプチド合成

ペプチド抗.JJ計810および#707はf-moci:去により合成した(20).が810(QDLTMKYQIF) 

のコントロールとして#810と関連性がなく、既報の配列と相向性を示さないアミノ酸菌c?11

を有するデカペプチド(lMI'QLfQDYK)を、対707(RVAALARDAP)のコントロールとし

て11707のカルボキシル末端APを除去したオクタペプチド 11707(-AP)(RVA.o¥LARD)と.

アミノ末端を除去したオクタペプチド凶包LARDAP).ヘキサペプチド (LARDAP).テ

トラペプチド (RDAP)およびダイペプチド (AP)を同僚に合成した.合成したベブチド

はC18を肉体とする逆栂高速液体クロマトグラフィーにて精製し(純度>95%)、高分解

能マススベクトルで確認して附いた.

2. s重繊細胞の調繋

用いた股繊細胞は‘ヒトメラノーマ9株(UCLASO-MlO.M12. M14. M15. M24、M25.

MIOl. Mll1. Ml12).神経芽細胞股 i株 (SHN).結腸姥2練(SVV48.SVV480).~守疲 2

検(MK.J'l28.MKN45). s市癌2株(130.135)乳癌 i除(645).赤白血病 i株 (K562).Bリンパ芽

球目重 l株(Ll4)の計19株である.これらの腿繊細胞は、 10%牛胎児血清加RPMI1640(JRH 
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Biosc悶nces.Kansas. USA)でt告義維持し.J日時PBSて3凶洗浄して用いた.

3. fn simハイブリダイゼーション

H的とするmRNAの随員長細胞における発現は、既報のinsiωハイブリダイゼーション

法(21)により検討した. ペプチド抗原#810およひ#707をコードするm肘~^の検出にHJいた

プローブ(アンチセンスプローブ)は、それぞれに対応するta怨配事IJに相補的な30tgぷ対

のオリゴデオキシヌクレオチドをホスホロアミダイ卜放で合成し、 DNA悶ling瓦it

(B伺凶且畠町M制且hei.m.1且diana.USA)によりdigoxigen.in11 dUTP (Boebri.ogぽM組油eim)で綴

j議して作成した.問機にして.荷アンチセンスプロープに砲術的なセンスプロープも作成

し険性コントロールとして附いた.また.sアクチンに将兵的な27ta接対のオリゴデ

オキシヌクレオチド (C1onrech.CaJifooua. USA)を同悌に僚議して、陥性コントロールのプ

ロープとして朋いた.

4ウエスタンプロッティング

賊繊細胞および正常末梢血細胞中のペプチド抗脈#810と#707は、ウエスタンプロッ

ティング法(22)により検出した.培必した隠繊細胞(約1X 107) はPBSで3回洗浄し

300伽pmで10分遠心した後上清を姶て 1ωの細胞j容解用緩衝液 (5%2メルカブトエタ

ノール.2%SOS. 0.1%ブロムフェノールブルー.10%グリセロールを含む50mMトリスI包

駁緩衝液pH4.4)を加えて溶解した.この細胞溶解液10μlをSDSポリアクリルアミドグ

ラジエントゲル(4-20%)電気泳動法て分自在した後、 ニトロセルロース膜に転写した.一次

抗体にはヒトIgMモノクローナル抗体L92あるいはL94を、て次抗体にはペルオキシダーゼ

僚殺したヒツジ抗ヒトIgM抗体 (BoebringerM組且heim)を則いた.ベルオキシダーゼ活性

は、 4クロロ lナフ卜ールを器質として検出した.

5.免疫粘着反応

騒錫細胞および£常末附血細胞表面のペプチド筑原#810と1t707は.免疫粘着反応

(23)により検出した.標的納胞を抗体L92あるいはL94とインキユペー卜した後、モルモッ
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ト1肉体.さらにヒト赤血球と'ii次インキ:1.ベー トし.際的細胞表I而の;Jj;血球11ビソトの形

成を鋭奴した. 結果は下記のとおり判返した: 一 赤血球ロセットをJf~h!t t ゐr.:~的納胞教

が令制胞数のく5%::t:.510%:ふ .1020%. + +.2050%: + + +.50 75%， .j..ム+... 

75% 

6非自己メラノーマワクチンによるi.(!.役療法

メラノーマワクチンは. 3l量級のヒトメラノーマ細胞(しCLASOM10. M24 M101)を

y 線開射により不活化して作成した(24)守 ワクチンは-70'Cで冷凍保存し.J11時BCGと混

合して外iいた.役与方法は皮下法とし.役与怯lよl凶につき.メラノーマ細胞2.4x10'簡

とした.f立与間隔は初めの3凶~2巡IIIHlIl附.次の12凶を l 守月1111倒、続く 4凶を3ャ月間隔

としそれ以降は6ヶ月間隔とした.

7*州血!l1核球および8リンパ3H-Rの訓被

末十円血E削減は、 JohnWayoc Cancα'Cll1lic. StJoho'sHospi凶 (S飢閥、.lorucaCahfomia. 

USA)に通院中のメラノーマ患者19各 (Nnen伺且Jo凹tCom血 lteeonC組抑制gem)より得

た来的血.およひアメリカ赤十字社より暢入した健常者19名の末t白血から.フイコールを

JtJいた比重i主心法により分継した 8リンハ芽硲は.これらの3友情血単級放をEp町凶 Barr

VlruSてトランスフ才一ムすることにより砿立した(25).これらの納胞は10%の加然不活化

したヒトAB~血清(lrvi.oeScieotdic. Ca1ifornia. USA)を}JUえたRPMIl640(求附凶l噂十五球

JIJt脅必液)でt告発した.

8.納胞lW¥!fi毒性の倹討

利白血単十五球の細胞障害活性Lよれ日開leaseassay(lO. 11)~こより測返した 限的側包は

メラノーマ細胞または8リンパ芽球をI∞μCiの川仕で37'C2吟附インキ;Lペートして際識
し.作成した.僚的細胞は則)MIl640て3凶決浄後、末締血単級球Jflt音災液に浮遊させ、5

x1()l/50μ11ウェルの細胞数にて96ウ・ιルの丸氏マイクロカルチャープレートに分配し

た.次にニr.フェクター細胞として末的曲以十五iま5x104叫 xl().5/150μ11ウ.ιルを加えた.
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37'C. 5%COzの条件下で4時間インキユペートした後、各ウェルより 100/. .11の上清を係収

し、般市された~ICrを測定した. 測定は 3 ni:測定とし、細胞障害活性は以下の式による%

Iysisで表した.

% Lysis 100X[実験解緩(cpm)一 自然解縫いpm))/[最大~縫(cpm)一 自然解縫いprn)]

9ベブ乎ド刺激による末純血単核磁の増殖反応の測定

メラノーマ忠i者の末情瓜i単核球を Ixl~/I00μUウェルの細胞数にて96ウェルマイクロ

プレートに分配し、これに100μ11ウエルの11810または11707ペプチド溶液を加えた.ペプチ

ド溶液は.ペプチドを末梢瓜l単核球用t告発j削こ2倍i良度で溶解したものを用い.終濃度が

0.01.0.1.1.0および10.0μMと必るようにした.このt奇養条件にて37'Cでn時間緒美した

後、さらに0.5μCi120μ11ウエルのlH-出ymidineを1Jnえ、 18時間階，実して3Htbymid凶eの取り

込みを測定した。測定は3丞測定とし結果は以下の式によるstimulationindex (SI)で表し

た.

Sl= [ペプチド存在下での取り込み(cpm)]I[ペプチド非存在下での取り込みやpm)]

10.モノクローナル抗体

ヒトIgMモノクローナル抗体L92.L例 .L612 (抗:11ングリオシドGMけはlrieet alに

より作成された (12.13.26)。抗HLAクラス 1.抗HLA-DR.抗CD3‘抗CD4.筑CD8抗体

(AMAC， lnc.. Maine. USA)はいずれもマウス19Gモノクローナル抗体である.抗HLA

クラス I抗体はHLAクラス I分子 (HLAABC)の.抗HLADR抗体はHLADR分子の

monomorphic determinantを認識する.

11. HLAタイピング

HLAのタイピングは補体による細胞l!fl答試験(10.11)によって行った.

12統計学的処理

S古来の統計学的有意性はSrudent's t testにより検定した.
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実験結.JI!

1 ペプチド筑j良時ゅの発事lおよび細胞限~?I~件における機能

lヒト細胞に必けるペプチド抗T;l1t810の4告別

A 

守
‘ .. • .j' -

4 、
q 

~ t .~: : ゐ
久、電 '
『・』 ι τ・
5塁..0ー
~.戸 ø!O~ • . 

~ .~ .. 
8 愉

一
向
剛
一
加

49.S 

32.S 
275 

185 

2 3 4 

関 IA ln SlIVハイプリダイゼーションによ7.>'81伽nR'̂の検出 :810由R.'1A!こ鮒締約々γンイヒJスプロー

プi:JrJいると.メラノーマUCLASO¥125は陥tt所I-Li:，r;-r(左} コント[1ールのじンλ/11-ブに対し
てはJ~1'tである(右) Bウエスタンブuッ7ィングによるベブチドlitl!;{'810の検:1~ 屯ノクu--ナル銑

{制_92は.得制胞溶解液中の分子燈43kOのml'l~こ車fg 合活性会示す. Lane 1メラノーマUCI.ASOMI4 : lanc2. 

メツノ_-{lJCLASO M 12 : lane 3. 1l構6<lS: lanc4 IE'，ir..l<術I伽中のT細胞.
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毛主織服務細胞および*f白血細胞におけるペプチド抗原#8ωの発現を、 1sSlruハイブリ
ダイゼーション法。ウエスタンプロッティング法および免疫粘着反応により検討し.紡巣

を図 lおよび表 lに示した.LD siruハイブリダイゼーションの結果、ペプチド抗原#810の

mRNAは、メラノーマを含む穐々の臆場細胞および正常の末筒血細胞に検出された.l:定休

ヒト細胞におけるべブチド抗原#810の党現ポ1

ペプチド抗原#810#8 10mRNA 

ln siluハイプリダイゼーションウエスタンプロッティング吋免姥枯務反応的
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M12 

M14 

M15 

M24 

M25 

Ml01 

M111 

M1I2 

伸綬芽細胞USHN

結腸姥 SW48 

SW480 

MKN28 

MKN45 

130 

135 

乳筏 645 

赤白血病 K562 

B 1)ンパ芽球脆Ll4

正常末術胸中の細胞

眼球

T細胞

B細胞

赤血硲

phytohemagg1山町。で刺激した
正常末情臨限緩球

曲面姥

ND 

十

吋一次抗体にはモノクUーナルt正体L92をj司いた.同1.92による免疫給必反応の結来は F記のとおり判定し
た:一.赤血球ロゼットを形成する録的細胞数が会細胞数のく5%.:t.510%;+.1仏20%;キ+十 2050%;++ f-
5075%;++++.>75% (方法移照) . c)ND.未検討.

十
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L92~けIII 、たウエスタンプロッティングtょによる検討においても.ベソチドtJtJJ五時 10は赤

血総削除主.検討したすべての納胞に検出され、メラノーマに1寺実的では々か 3た ま

た.その分了'.{，Hj:SDSポリアクリルγミドグラジヱントゲル7低気泳動により43kDと1ft忘

され.倹tM されたペプチド抗以鴻10{よ43kD~民自のものと忠われた(凶 l 別 .一方.その

納胞NI偏における発現は免終結f1反応の紡県にみられるように.細胞の州知によって宍

なョていた メラノーマしCLASOM 12 ¥125や神経芽納胞蝿SHl、々 とては.ペプチド銑l良

1:'810が納胞表面に発現されているとIjえられるのに対して、メラノーマ山しへ出 ¥114

.¥124や止'Iit末f白血単骸球なとではその存在を検出てきなかった.

2 メ勺ノ・_-<忠笛の家情血単絞球によるペプチド抗原#8ゅの~，l.1l

ベゾチド航原1t810が細胞隠得活性の倒的抗似として~f殺されるか1jかを必へるた

め.:5..1，釘の来十白血主総核球をヱフェクター納胞.ペプチドパルスした臼己8リンパ茅球を際、

J、2 ;lりノーマ患者の*備血'1¥1事1.1<の，.1¥10パJレy、した自己Bリンパ茅駄に対す之、紛胞cl}::，￥ilit生

伶的ta阪n己Hリンパ芽球}をハルスしたベブ1・ド

.8100) コントロールのベブ'f・μ

'" L.)'s，s<1(J) 民'.i;I場怜lf数.， % L.y・'S1s(J) t.Hも険性lai
mean:tSD (%) mean:tSD (%) 

メ II-"':.~どllf(n 19) 19.68寸6.610) 16(84 2) 630士370 1(53) 
長s1it行 (n-19) 6.16寸326 1(53) 5明)'3 50 0(0) 

:1'.ソ ;t_ ク 'ý- 朝l胞には末t目印 'tt.~L'"を . .:，的制胞にはn己の日'}ンパ5I'll'i: .81 0およひコントll-ルペプチ
ドでパルλして)fIいた

叫(QOI.'(、IKYQ(ド).b，(れれひLfQO、K)，叫‘1.)仙(1-::hIlOI)ーIOOx[実験m，(句m) n~.将組(cpm)J "重
大解創作F由} 自然解a(C開 JI 各i童保町J細胞にJ)~tゐ 11然解圏直および貴重大解織の平均1由(q>m)L!l:J.干のとお
りである・メラノーマ患者の=810ハルλした日リンパ停球 1.521および16.343:メりノー.(.'l:.r.のコント
11-11-ベゾナドでパルスしたRリンパ芽1*.1 4211.o.t.ひ111235:健常者の時10パルスしたHリンパ骨1"1340 
~;よひげ制 1 :健常おのコントロールベブイドでハルスしたBリンハ穿緩 1.623および19.412 各帰依的総
胞におけるn融解書置はいずれも貴重大解織の109島木~lであった di 健常者の刺自由l 'l\.U~によゐ!t\ J知的~CJ
1仇 .ISOWS 9¥11¥であり.またメラ/-(悠r.の主仙(01'1¥.王様による.コントロールのベffドでバルスし
た((lよ日リノパ芽総に対する'"Iy附の'f.均M 3S0は167'16であった.したかつて "" 1)''<1> 17'16i:ベブチド
ハルλによる&.L年働性と判定した 吋健常r.の、1<'守rlltと比べe 有意におい(p<。∞5)，
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的細胞として細胞|濠答治性を測定し.結果を表2に示した.ペプチ ドパルスは自己Bリン

パ芽球をSlCr係泌すみ際に、 10μMの時10を!日!日手に加えてインキユベートすゐことにより

行った.19名のメラノーマ患者'中16名(84.296)は.jf810でパルスした自己Bリンパ芽球に対

して陽性の細胞障害活性を示したが.コン トロールのペプチドでパルスした自己8リンパ

芽球に対して、防性の細胞障害活性を示したのは19名中1各(5.3%)のみであった.した

がって、この細胞障害活性はjf810に対する特呉的な反応と考えられた.また.このような

活性は健常首では. 19名中l名(5.3%)に認、められたにi盈き・なかった。この結果は.メラ

ノーマ怠省の家情印単核球がinvivoて自己のメラノーマ細胞の健示するペプチド抗原11810

4こ感作され.潜在的に#810に特呉的な免疫応答の能力を朋怠しているのに対し健常省の

来締血単核球はそのような免疫応答能を準備していないことを示す.

次に非自己メラノーマ細胞ワクチンによる免疫療法の前後で.この細胞降客活性が

どのように変化するかを検討し、結果を表3に示した.#810に特異的な細胞障害活性はワ

0迎時
4週
8週

./f.3. #810に符典的な細目鎖a'~î首位におよほす非自己メラノーマワクチンIU重の影響

僚が)*日『彼自己目リンパ芽球)をパルスしたベブチド

#810叫 コントロールのペプチド同

9ri LyS1SC)(η 反応締役者数刷 % LyS1SO) 反応険性信教
mc創l:+:SD (9ri) 皿e副1土SD (%) 

1968+ 661 16(84 2) 6.30土3.70 I(主3)

3679土10おの 17(895) 598土3.23 倒的
27.95+ 9.53り 16(島42) 6.401340 倒的

エフエクター細胞にはメラノーマ怠ffの末情I但1担m:択を.際的総胞には向己の日リンパ芽球を#810およびコ
ントロールベプナドでパルスして1日いた.

叫(QDLTMKYQIf').b)(IMTQLFQDYK). c) 9ri Ly，is (E:T=80:1)ー100，[実験解緩(cpm) 自然解緩やpm)JI
I般大解緩やpm)ー自然解措置(cpm)l.各償保的統国包における自然解離および鍛大解雛の平均f11i(cpm)は以下のと
おりである:#810パルスしたBリンパ芽球.1，521および16，343:コントロールペプチドでパルスした日リンバ
芽球， 1 ，428および18，235. 各償保的細胞における自然解緩はいずれも最大解緩の10%未~\であった. dl表2
に示したとおり.% lyS1S~げ%をペプチドパルスによる反応|治性と判定した. 時ワクチン療法開始後の週
数.[J。避の苧均1曲と比へ、有意におい(件。∞5)
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クチン湾i}.開始前 (0辺}と比へ開始後(1および8週}に必{砲を示し.ζのがは紛れが

的に有意であった (p 0∞5) .ワクチン役与後の細胞降客活性のi哲人;は 19各のJ恕M中
15名(789%)で認められた.これは.怨患， ~信fの3末択4術荷血単絞E球まが非自己メラノ一マ納胞σの)j従託ι，布I

するベブザチ.ド筑j瓜反#81ω0によつても担感SI作乍され.その結果.#8101こ特呉的必紹胞隠3活性か憎

強されたーニとを示す

さらに.時10かメサノーマJ忠~の家純血単絞球の増殖反応を議滋しうるか合かを、

羽山ylllldlneの~~り込み全信敏として検局し.幸吉見Lを表 4 :こ示した.ワクチン療法開始ぬ

S巡では.メラノーマ.=.1.¥.白19名中13色 (68.4%)の家情血l単級球が、 #810に対して陥性の燃

猶反応を示したが.11E7古 ~19色の末十円血単十五Eまではこのような反応は令く~~められなかっ

た.また.コント \1ールのベゾチドに対する憎殖反応は、メラノーマfll.~ 19~合中 l色

(5.3%)tこ認められたに過ぎ必かった.したがって.メラノーマJ怠省の末倒的l単似昧が示し

た#810に対するm楢反応は.非行拠的なマイトゲンに対する反応性の冗jJ!によって1でした

U.I メり J ・・・・";( ~Jîの_;..t白血'lttま球の~810に対するt哲殆反応

がl滋に用いたペプチド

時 100' コント口一ルのペブナドb'

s人吉1<1.の E正応織住者nd• 高重大51(，直の f~応織代m主

t‘} mHJJ工50 ''A¥ 

3(158) 。勿~ 030 1(53) 
(n~19) 1週 243104.Sf， 12(63 2) 094+038 1(53) 

2..'句土043川 13(61¥ 4) 090+035 0(0) 

健常tt(n・19) 0.9時'03.1 0(0) 093士037 1(53) 

.)(QOLTMKYOI川 町(1九11・'QI.FOOYK) 叫SI.山 mulal10nIndex -[ベプチド存(f下0)3IIlhynud，"l.q)l[~り J!:，

み(叩m)) (ベブ，"1・.JW(Iトの取り込み(cpmll 各僧よ備血tt¥f五Eまのベブチド.JH子伝下の取り込みの、l'どJ
I白(cpm)1よ以トのとおりであゐ:メワノーマ!J.I.IfO迎.1950:メラ/戸マ忠君4迎。 1.823:メラノ ./，:1' X 
8遡.1.835:健常/1.2.041 d 健常付のみH'l ~n tt\ t.主総会期いた師寺、 51の'f・均1曲+3S0:.ì~'寸・れの狼J6.におい
ても197以 Fであった. JたJノト 11-ルベブJ ド~Jllいた時は同憾に 194であった したか・〉てSI 2.0を
ペプチドに士、円ゐ附M以ル削1'1 と・~Il;i;した 叫ワクチン療法開始後の過激 h健常苛の.y均Mと比べ.11，Q 
に向い(1'.0001)
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ものではなく.このベブイ・ドに対する付対的必反応と考えられた.しかし.その反応性は

納胞限筈活性と比絞すゐと明らかに小さかった

3ω VJCI対ζおけるべ・ノチド抗原#810による内刺激の効巣

ワクチン伐険した怠首の末筒血E別表放を1IlHlroて母810により肉刺激することに

よって. :810に特~~的必細胞降客j毒性がさらに砲火するか-&かを検村し.結果を図 2に示

した.ワクチン療法I:;J~例会 4 迦のメラノーマ!l:. 皆川HLA.A2.3 B7均の末純血単骸球を.

10μ'v1のが810と37・rでsn間借議することにより内刺激しヱフ;c.クター細胞としてmい

80 

60 

3νυa ， 40 

~ 

20 

。
10:1 20・1 40:1 

E:T 

[;') 2 11)"切でお810!こより11lt'I!Itしたメラノーマ'!Ir. -/，1白血'1'伐紘の細胞崎将i"tt.リクチン療法問給伶，，1
週の制A叫A23117ι】川t山際をエ片付ー細胞とし柑Oパルスした~lèll'J/1噂球、 n
己メラノーマおよびK562にH-，ゐ細胞符智治tti:検"1した_， 
• ι 

ヱヮェク~-剣胞の時10によるJf，f'l滋 際的制服

時10ハルスしたr:1l..!.lIリン八件昧
IILよメラノーマ
K562 

.810ハルスした自己Hリノパ井紘
l:j己メラノ戸マ

KS62 
2ント[1-ルのベプfドでパルスした自己Bリンパ牙lJ;に対寸る細胞隊客iatt(E.T'・ROりはいすれのヱ J:r.
クター細胞においても且%木別であった(図中嶋) !怨 1Mについて3聞の実験i:1i'い，官に同僚のま古来~l'
たため、その代表的仕事t.JI!:をぶした また.忠昨日(lII.AA2.29似4、-)，患者C (IIlAA2，28627，58)およひ
忠針。(lILAAII.3011111，70)についても.忽I'fAと1，;1し条件で3@]ずつ実験をirい.ぃ-，れも患者AとlulH
のt，~J↓~~量得た.
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た.再事IJiIiして1専たエフエクター細胞は.内幸IJ激し々いヱフェクター細胞と比へ. 2'-4 

僚の細胞隊得活性を示した このような再刺激の効肌之K562(-1'''1'ュラルキラー納胞

の際的細胞)やコントロールのペプチドてパルスした自己8リンパ芽球に対する綿胞陣容

活性には認められ々かった.したがって、このエフエクター細胞の細胞降客活性は#810を

際的統l販とする行拠的なものであり.非特災的必ナチュラルキラーt毒性とは異なるものと

考えられた また肉刺激したニf，フェクター細胞は.自己メラノ・『マに対しても強い細胞障

害活性を示した.これは.#810バルスした8リンパ芽球とI，;J隙にメラノーマにおいて

も‘ #810が細胞障害活性の際的筑l瓜としてU':示されていることを示峨する.そこて， #810 

て肉刺激したエ']ェクター納胞に対し.自己メラノーマと#810ハルスした白己8リンハ芽
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Cold : hOl wrgct 

凶3.~810ハルλ した円己日リンハ耳J.'R(川およひ自己メシノ_'，(日)Iこ対寸‘ゐ舗ilW包際3活性の.JIt景品+量的
細胞による仰制 l吋Zと閃U.滋荷八の..1<1自由q降級止まを'810で，I}刺激してヱソェク歩一細胞とし.時10パル
スした自己目リノハ芽l~および臼己メゾノーマを仮説"がJ側面 (h回国耳目)として 組長蝉寄活性(Fr 201)を
測定した Jl:12/.1般的知飽{曲Id凶rga】として.ベプチドパルλしていないn己目リノバ芽球収}制0ハルス
した自己Bリンパ持嫁(.)およひ仁IL'.メりノーマ( )~ それぞれ図に，示すJ~傾.l 僚議録的細胞 (cold
bOlwg且}の制胞o比となるように加え.組制iIli事活性に対'j'る仰制効果会険Mした 悠者Aについて11'叫
の実験をliい.1官に["跡事の車古来会作たため.その代表的必l:，県を示した. ~た.忠IfB.C.Oについても忠信
Aと l，i1 じ条件で 11"J'~・つ実験を行い‘ぃ rれも滋者AとMt:tの，/;巣を11Jた
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Lkが般的細胞として餓合"るか&かを険対寸るために、非棋が占十常的細胞による抑制実験全

行い.結果をl¥'(13に示した.，友情血単十五ti1J11 1脅j副主にn遊させた1川'~J.\l徴的納胞50μI

ウェルおよひエフェクター細胞1∞μl ウ.ιルを96ウェルプレートに分配し.37Cで1&+
1111インキユベートしたぬ.れCr僚殺した僚的納胞5xl()3・50μlを各ウエルに加え.日Cr

問leaseassayを行った 似品標的細胞君主は常に 定とし非僚議似的納胞数を変化させる

一ことにより.両おの比全性定した.線路倒的細胞として#810パルスした白己目リンパ芽球

をHJいた場合(凶3A).細胞隊答j毒性は11810パルスした非銀総白己目リンパ芽1まとluJ

ト~.非僚よ義自己メラノーマ細胞によっても仰制された また 係~I想的細胞として自己メ

ソノーマ細胞をJlIいた場合(副3B)も.納胞障害活性は非様ぷi自己メラノーマ細胞とl.iJ

トi~. 柑8 10パルスした非級品自己Bリンパ主H:I<によ っても抑制された この結果は、 #8101¥

JレスしたBリンパ芽球と1，;]憾に.メラノーマ細胞においても11810が納胞1t<<1!f活性の標的抗

肱として提示され.ニ1二フェクター細胞に~I~!されていることを裏付けるものてある

4 ベブチド銑B主将1 ()(7) 1~示およひ認哉のメカご.ズム

ヘプチド筑似#810~と鋭的とする納胞W~活性のエワェクター細胞をI.. J忘するため

4こ.各信抗CD抗体による抑制効果を検討し. *.~瓜~凶 4Aに示した.ニr.フェクター繍胞会

10μg/mJの抗CD3‘統CD4または抗CD8銃体と l時間プレインキエベー 卜したiゐ網胸fi'!~写

t毒性を測定した.録的細胞として#810バルスした自己8リンパ~J.まあるいは自己メラノー

マ細胞のどちらを則いた場合も.納胞殴1fi毒性は銑CD3抗体と銑乙:08抗体によって抑制さ

れ、抗CD4抗体では抑制され々かった.‘ニれは.ーにフェクター納胞かCD3とCD8陽性の納

胞.すと=わち細胞Irtl~性T細胞に分類される、ニとを示す.

一方、僚的納胞についてはペプチド抗原刈10の提示に関与するIlLA抗原を明らかに

するため、同紙に各陣tA:Hしt銃体を用いて抑制幼製を検討し、 S古来~凶4Bに示した.

1'810ハルスした自己8リンバ芽球およひ自己メラノーマ総胞のとちらを線的細胞に用いた

め合も.細胞障害活性は抗HLAクラス I抗体により抑制され、抗HLADR抗体では抑制さ

れなかった.これは徴的細胞表面でのペプチド抗Jj;l1l810の提示が.lJLAクラス I抗以に
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1ヌ14 幸争後fJt(:本の相IU包ßIl~堅活性に;tH・ゐ仰IliII効果.叫10で内刺激したメラノーγ!.!!.ttAの末納岨111\ 1生球をエ
ノエクター納胞とし.バI()パルスしたI'JI.!.B'J ンパ~H<(州10 P叫世dBCL)および日己メラノ戸マ(Mcl制 oma)
を際的細胞として.細胞降寝泊t't<匹 T叫01)会測定した.Aで(tエフエクター細胞念 日では僚がJ紛総i:.そ
れぞれ各銃体101/&mlと1時間ブレイン十1ベートしたt量 51。陀同封a=)'をIrった コント[1-・ル0>ベ
プチドでハルスした臼己8リンパ~L*!':lHる細包'P1.1filí性(FT-40- 1 x-.t6';"，<~であった{問中期 . .oer，A 
について実験はl¥[r，]げい、 7容に開"のUl駐を1専たため、そのftR的な結果をぷした.また.感I1s.<:0につ
いても慾者Aと刷じ後件で4回ずつ実験を1i'い、いずれも忠ttAと同様の結果舎内た.

よって狗点されていることを示・す.

5ペプチド銃Iht#810を線的抗I，r;{とする細胞隠害活性のHLA拘来性

細胞限容性T納胞がメラノーマ細胞表而の限的筑wを認識?る際には、 HLAA筑防1の
狗京を受け.相こH凶A2.AIIおよひA24は司H~制旬束性凶1主であると与えられている

(10. 11).そこてペプチド銃sl"810についても.その認識を拘SRするHLAクラス tt克似を

同定するため.IlLAタイプの判明しているメラノーマ患者の末的血単級球を則い.時10パ

ルスした白己Uリンパ芽球およひ自己メラノーマ納胞に対する細胞陣容活性を測定し.結
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長5 時 10の，;2，illI/)III_̂I旬以仕

111.;、 ~"I'I'J納胞の'*' 1)間耐

/~れ A 11 .;810ハルスしたflt!.8リンパ芽球 n~メラノーマ

2.3 7.8 643(180) 551(54) 
11 2.29 44 259(13 5) 174(59) 
c 2.28 275再 31向149) 24 I( 32) 
U 11.30 111 70 297(190) 375(96) 

28.31 3%0 30 :1(214) 12.0(80) 
24. 4世.53 11 0(100) 3 O( 3 0) 

c; 29. 49 3 4( 7 2) 30(40) 
11 24.32 744 。(0) 110(104) 

.)リク"1-ンf宅後後のメり/--t包討のJ附白血'r.I~IJ.i:m mro.で5日間..81011>(川t.f あるいは4Hdt:ドに
は貸した俺 エフエク9-誕i砲としてmい.ET-'lO 1 で細胞~l.'写活性を測定した. ()lAW)MIニ"810非合作・トI
にt古糞したコン トロ，・ルの1ワJ・ク9-細胞の納胞r-q・H活性会示す コン ト[1-ルのベゾチドでハルλした
III . .!.ß リンハ主H~に対 1・ゐf目担問得活性(ET-'lO 1 )Lt.いrれの℃フエクタF 細胞においても7，*，未消であっ
た.~!守:/tについて 31"1以 I .Q>'*'験をrrい.それぞれ協にr，II~~の結果を得たため 。 flん的1;(.結集を，了、した

*を表5に示した HLA.A2陥性の患者AマBCおよひHLA-All陥性の!J:.S'Dにおいては.

Jn '1(1"()(η~810再刺激により 雪810パルスした自己8リンハ芽球およひ自己メラノーマ綿胞

に対する細胞際害活性が相大した.この結集は、ペプチド銃原#8ゅの~誌において.

HLA 112およひAllが拘来性凶子として機能している可能性を示す.また HLA.A24[効性

の忠/:tFおよひHでは細胞|澄害活性は地強されず.この紡巣はHLA1124が#810の認識には

関与しないことを示す 一方.HLAA2.A11陰性のJ患者Eにおいても細胞降客活性の増人

が4められ.その他のHLAクラス I銑lI:{(HLA1128. ¥31.839. B60)が時ゅの認識に関与し

ている可能性も示された.

次に、 HLA112およひ八11による拘束性を銀総するために.fJ:. MU(IiLA 112陥伎は

D(HLAA11険性}より得たエフェクター細胞をJIlい.対810パルスした非自己のBリンパ芽放

に対する紡胞降客活性会測定し.結果を凶5に示した.HLA 112ぬ性J忠I:tBより得たヱ

フェクター細胞は.虜810/~ルスした非自己の日リンパ芽球のうち.日μ\ A2陽性の患者A

C.Nおよひ0の標的細胞は司究明したが、 HLAA2険性の怠在D.E. F.GおよびHの線的細胞

は破t誕しなかったーHLAA111効性J患者Dより得たエフェクター細胞についても|百l様の結果

18 
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I吋 5 叫lon，(，スした~I 自己11 リンパ~1まに対する細胞Jll)'I$il，位と Hl.A抗原との関係， '.!!.釘8(HLA-必険性】お
よひD(Hl.AAJJ陽性問』、納血判対~'8JOで榊IJiltして1'1たヱフェク舎一細胞~1Ilい. 時10川レスした-11
n己目リンパ芽掠を限的細胞として 絹飽陵答品ttcE;l'叶 01)を測定した T町ge的勾のt納:!エフェク9-
細胞と僚的細胞の共有すゐlIIAAおよびB銑原を示'1'. 1/トロールのベブイドて・ハルスした非自己Bリン
ハU-l~に対する細胞防得活性(1・1'''''0 1)は‘い寸・れの:1:ソ tクタ-m胞においても5"木誠司であった{闘中
嶋).惣釘B白DにつJ3 "'I'~・つ実験全行い.それぞれ'/itに[ól仰の結集を得たため。 I\'}(的な結果~示した

か得られた.一方.よれらのエフエクター納胞はいずれもHLAA抗以のー孜.不一致に関

係なく.#810パルスしていない非自己8リンハ芽球は破嘆しなかった{凶中!&).した

かつて.エフェクター細胞による細胞限3活性は.#810を康的統阪とする特異的なもの

で.非自己Bリンパ芽妹のアロ抗原に対する反応ではないと考えられた これらの結果

は， HLA心およびAIIがエフェクター細胞による‘抗原#810の認識を拘束する因子であ

ることを裏付けるものである さらに非自己メラノーマ細胞を標的納胞とした場合にもよ

の拘束性が存在するか~かを検討し、ま書 !+!を1< 6 に示した. Hレ¥1¥2陥性の患者iAおよび8

では.#810再刺激によりえ主導したエフェクター細胞は.HLA A2険性の非自己メラノーマ

を破t喫したが.A2険性のメラノーマに対しては有意な細胞障害活性を示さなかった.

HLA Al1f'渇性患者Dにおいても同僚の給泌がW.られた.これらの結果はメラノーマ細胞に
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li.6 自己および非自己メラノーマに対する細胞隊商品伎とHLT¥-A銑原との関係

録的細胞の%Iy"，s') 

MIO M24 MIOI MAb) MB同 MD川 MP同 lv!O同 K562

IIILI¥ ^ 24.33 11.33 2.29 2.3 2.29 11.30 1.2 2.9 ] 
潜11 #810によるお導

A 9.8 9.1 &亘牛主主主 3.0 込~ 1..丘 15.1
[HI.A A2.3) + 9.3 1.6 包A 塁よ益.& 4.0 辺よ峰Jl. 160 

日 8.2 11.6 急上 &亘 ヰ旦 6.0 2a斗斗 15.7
[HLA A2.29J + 9.2 11.9 益斗包.1. l.1..i 7.0 説斗む..l. 14.6 

。 8.2 主立 3.1 11.7 4.9 9.6 6.3 8.7 17.7 
[HI.A AII.30) + 7.1 ll..i 2.0 8.0 5.0 主II 6.9 9.8 16.1 

叫ワクチン{量検後のメラノーマ慾者の末術曲l!I1t#.J..'RをinVitro'で5日|崎._810のU(ff (#810による誘導
+) .あるいは非存在下(一}にI古美した後、エフェクター細胞として用い.僧々のメラノーマを際的細胞

として.E-Te40'1にて細胞際答活性を測定した.[]内は械的細胞あゐいはエフェクタF 細胞のHし主Aタイプ

i:ij;-t 下線部はエフェクター細胞の自己メラノーマ.あるいは共通のHLAA銑阪を有する非自己メラノー
マに対ずる細胞~QWì孟性である. 険性コントロールの徴的細胞として、 K562に対する細胞[10'寝泊性も測定
した 各患者につき 4回の実験をi'fい.それぞれ常に問仰の給処を得たため.代表的なま占巣を示した.
同MA.MB. MD. MP. ¥.1Qはそれぞれ忠:ftA 11. D. p， Qのメラノーマ細胞を示す.

おいても.ヱフェクター細胞の線的抗阪である#810の認識は.HLAA1およびAJJの拘束

を受けていることを示す。

6. #810を際的抗原とする細胞|君~~活性に及ぼす抗#810抗体L92の抑制j効果

ペプチド抗原#810がHLA A1また~;i:Allの拘束のもとに細胞IIg:筈活性の標的抗原とし

て鑓示される際に.その抗原性がどのように変化するのかを調べるため‘細胞際答j首位に

対する抗体L92の抑制労j来を検討し結果を表?に示した.ヱフェクター細胞には#810で

再刺激した患者A(HLA-A1険性}の末鰯血単核球を、僚的細胞にはが810パルスした白己8リ

ンパ芽球および自己メラノーマ細胞を用いた.僚的細胞はあらかじめ10μglmlの抗体L9♀

により37"Cで1時間プレインキユベートした"#810パルスした自己Bリンパ芽球および白

己メラノーマのどちらを僚的細胞とした場合でも、細胞隠答活性の低下はブレインキユ

ベー卜し必い時に比べ20~25%. また.陰性コントロールとして伺いた抗体L612(26)とプ

レインキユベートした時に比べ17-20%と小さく、陽性コントロールとして朋いた抗
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t心事処f里町

(一)

L92(t応#8101!t体}
L612U;COM3ti((iり
抗クラス ItiC体

友7 統rlj.<L92の細胞限努il;伐に対する抑制効巣

係的細胞の¥tI}'"，s') 

時 10パルスした自己Bリンパ芽除 n己メラノーマ

67.3 58.2 

54.4 43.6 

65.3 54.3 

52 LO 

叫 ワクチン俊樹去のメラノーマ忠者A( IiLA-A2，3同末納l血1.111生球を.810で陶がJ~触したものをエフエクター細
胞として用い.E:T-40:1で細胞餓官活性を測定した コントリ戸ルのペプチドでパルスした自己Hリンパ.lf-

球に対する綻胞険智治性(E:T:40:1)は8%未満であった.忠.者Aについて実験は3匝IHい、 常にI司燃の結果を
!!}たため.その代表的な結果を示した また.法、71U，C.Dについても忠、.#̂とr.Jじ条件で 3回ずつ実験念行
い.いずれも患者Aと同様の結果金約た.同僚がJ細胞をモノク1:1-'ナル抗体で 1時間プレインキニLベF トし

た後.エフェクター細胞を加えた 各抗体の総話程度は10μglmJであった.1..612.抗クラス l統体はそれぞれ

険性.陥性コントロールのl!i:f-本として期いた.

HLAクラス I抗体において鱒られたような大きな抑制効果は認められなかった.そこ

で.両線的細胞に対するL92の反応性を免疫粘着法により直銀検討した結果、反応性はい

ずれも険性であった.これらの紡県は、ペプチド抗J;.;t1t810がHLAクラス I抗原の拘束の

もとに、細胞lI!t害活性の徳的抗阪として捷示される際には.免疫粕4苦渋によって倹tMされ

る11810とは異なり、抗体L92に認識されにくい形で発現されていることを示す.

E ペプチド抗原#707の発現および細胞障害活性における機能

ペプチド抗原11707についても#810と問機に以下の実験を行い.細胞陣容活性におけ

るその機能を検討した。

lヒト細胞におけるペプチド抗原#707の発現

各種ヒト細胞におけるペプチド抗原#707の発現を検討し結巣を表8に示した.

書707のmRNAoは、 メラノーマUCLASO一MlI1.神経芽細胞臆SHN，赤白血病K562および8リ

ンパ芽球股L14を|徐き、 他のすべての服簸細胞で検出されたが.正常細胞では検討したす

べての末締血細胞で検出されなかった.この結泉は.細目包表面における抗原の発現を検討

した免疫粘務反応の結巣と完令に一致した.一方、ウエスタンプロッティング法では、ベ
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災8 ヒト細胞におけるペプチド筑限必707の~J見

ベブチドuCt.;¥#707#707mRNA 

[0 $IWハイブリダイゼーションウエスタンプロッティング時免姥粕，y反応的僚がj紛飽

+

す

十
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+
+
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+
一
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一
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+
十
十
ヤ
レ

+
+
+
+
+
+
十

+ 

+
ト
+
+
+
+
+

NDc) 

問機

ND 

)肺織

時一次t正体にはそノク u-ナル抗体L94~mいた. 同 L94による免疫執着反応の結果は}{l に示したとおり
判定した 吋ND，米検討.

メラノ日γ

UCI，ASO :-'110 

MI2 

MI4 

MI5 

M24 

M25 

MIOI 

MIII 

MI12 
神経葬細胞脆St的
結腕鰭 S¥V48 

SW480 

MKN28 

MKN45 

130 

135 

乳筏 645 

赤白血病 K562 

8リンバjf球純Ll4

正常末締I飢中の細胞
11¥f.者

T細胞

B細胞

赤oll球
ph戸ohemagglulininで刺激した

疋'.;~末鮪印単絞球

ブチド抗原11707の起源、となる袋白は、いずれの細胞でも検出されなかった.この結果は、

ペプチド抗原11707が細胞質内ではその起源、となる蛋自の一部として存在し.モノクローナ

ル抗体L94によって認織できない状態にあることを示唆する.

2 メラノーマj患者の宋術血単骸球によるペプチド抗原11707の認識

ペプチド抗l民11707が細胞際害活性の標的抗原となりうるか&かを剥べるために、メ
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1<9メラノーマ患者のぷ術血単核球の. ~707パルスした自己日リンハ芽球に対する細胞開書活性

際的純情色町自己Bリンパ芽iめをハルスしたベプチ ド

#707的 #707( AP)bl 

% l.ysi許認の 反応餓性者数.， 喝し>">1Sの 反応陽性首~

mean:tSD (%) mean:tSD (%) 

メラノーマ恐者(n叶 9)

他市-li (n-19) 

げ 47:t5.02<)
6.21土338

14(73.7) 

1( 53) 
6.98:t3.23 1(5.3) 

568寸 4.50 CXO) 

エフェク7-細胞には来術血!j1f五iまを.徴的細胞には白己のBリンハ身:1;1(を#707およびコントuールペプチ
ド#707( AP)でバルスして期いた

叫(R¥'へAIARDAP)。 刷 (RVAAl.ARD) 吋¥16l.yslS (E:T ~80: 1 )雪lOOx[実験解緩いpm)ー自然解緩(叩m)]I[般大
解措置(c仰) 自然解縫いpm))..各ftt意的細胞における白然解品質および最大解継の平均値(cpm)は以下のとおり
である。 #707パルスしたメラノ日マ怒者のBリンパ~f.* . 1，745および19.635: 1t707(-AP)パルスしたメラノー
マ患者の日リンパ芽球 1.921および20.571: #707パルスした健常者町のBリンパ芽球 1.163およひ15.634: 
。707(AI')パルスした健常者のBリンパ若干隙，1ι32および19，410.各績照的制胞の自然解緩はいすれも般大解
措置の10略未満て・あった dl P. 2に示したとおり、¥l61ys盟主17喝をベブチドパルスによる反応、険性と判定し
た叫健常者の手均的と比べ.むnにZEい(1'く0001)

R 10. #70nこ符終的仕組胞陣容活性におよほす非自己メラノーマワクチン銀傾の影響

際的細胞{自己Hリンパ芥球}をパルスしたペプチド

#707.) #707( AP)bl 

¥16 l.yslsc)(J) 反応級住~・数d) % l.ys凶の 反応防役者D:

me叩土品D (9略} me曲1，_ SD (%) 

。適時 1747土 5ω 14(乃 7) 6.98ト3.23 1(5.3) 
4週 35.32主11.520 16(84.2) 5.40け 70 。(0)
8遡 28.22土10.390 14(73.7) 7.21土5.20 1(5.3) 

エフェクター細胞にはメラ/戸マ忠おの末附曲l!jttP..li<宏、際的細胞には自己のBリンパ芽球i;#707およびコ
ントロールベプチr#707(ーAP)でパルスして用いた.

叫(RVAALARDAP).同(RVAALARD).<) % l.ysis(E:T~80: 1) ~ 100 x I~験解緩(cpm) 自然解厳(cpm)j/[最大

解緩{叩n)ー自然解穏やpm)].各僧僚がJ紛胞における自然解緩および最大解磁の平均値(cprn)は以 Fのとおり
である #]07パルスしたBリンパ芽球.1，745および19，635: n07(-AP)パルスしたBリンパ芽球。1.921およひ
20，571. 各F電線的紛胞の自然解維はいずれも般大鰐躍の10¥16未満であった.d) 表 2~こ示したとおり\16 lyS1S 
孟17¥16をペプチドパルスによる反応険性と判定した..)ワクチン療法間企台後の遇政.f)。週の平均値と比

ベ.有意に高い(P<O∞1). 
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ラノーマ患者の末術血l単骸球をよLフェクター細胞としてffIい、 #707でパルスした自己8リ

ンパ芽球に対する細胞I~符活性を測定し結果を表9に示した. メラノーマ窓、お19名中 14

各(73.7%)の家柄臥単核球は、柑707でパルスした自己8リンパ芽球に対して有意な細胞障害

活性を示したが， #707のアミノ酸自己91Jヵ、らカルボキシル末端のAPを除去した1t707(-AP)

でパルスした自己Bリンパ芽球に対する宥意な細胞障害活性は、ほとんど認、められなかっ

た。したがって.この細胞障害活性は#707に特災的てあり.また末舗血単+主球が11707を認

識するためにはカルボキシル末端のAP残基が不可欠と考えられた.一方.このような

活性は健常者19:1合中 l名(5.3%)tこ認められたにすぎなかった.これは#810と問機.メラ

ノーマ怠者の末純血単紗;球のみがinvivoで抗原#707に感作されていたためと考えられる.

次に#707でパルスした自己Bリンパ芽球に対する細胞際害活性を‘ワクザン投与の前後で

比較したところ(表 I0) ，メラノーマ怠省の宋術瓜l単骸球による細胞|怒害活性はワクチ

ン療法開始前と比べ.開始後に有意に商い他を示し(p<O.OOI)，活性のt~大が19名中16名

(84.2%)の患者に認められた.

さらに表 11に示したように.メラノーマ愈省'の京消邸単核球は#707に対して有意

表 11 . メラノーマ港、おの末締曲l噌.~l*の#707に対するt骨精反応

刺激に則いたベプチド

#707叫 #707(-AP."l 

Z重大$1<)1直の 反応険性者数d) 殺大$11直の 反応織性者数
mc岨土SD (%) mean-:tSD (%) 

メラノーマ~g者 0迎.) 145土0.350 3(15.8) 1.16ナ0.69 2(105) 
(nsI9) 4迎 3 16:t0 680 14(73.7) 1.13:1-0.58 1( 5.3) 

8迎 3 111:0.760 12(63.2) 1.09:tO， 70 I( 5.3) 

健常者(n吋 9) O.郷土0.40 I( 53) I 12土0.57 l( 5.3) 

時(RVAALARDAP).~) (RVAALARD). 0)$1. stimulation index ~ [ペプチド存在Fの川岨ynud血eの取り込
み.(cpmJl Iペプチド~~1'宇佐下の取り込み(cpm)]. 各種未舗伽単絞球のペプチド非存在 Fの取り込みの平均
1由化pm)は以下のとおりである:メヲノーマ患者O週.1，950:メラノーマ迎』者4週.L.823:メラノーマJ迎者
8遡，1.835 :健常'/:j2.041. d) 表 3に示したとおり、 SI主20をペプチドに対するt曽有責反応陽性と:ÞJ~韮した.
el ワクチン綴法開始後の週~ . 。健常者の予鈎備と比・べ、 手iï;ìl'こ耳石い(P<O ∞6)
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なt曾骨量反応も示した.メラノーマJ也ffl91合中14包(73796)-/)¥1'707に対してぬ伐の冷地反応

を示し.13名(68.4%)のメラノーマ:1¥，r.においてその反応性はワクチン療法開始後にt智大
していた.-ñ. このよう必精微反応は他常.~ 19名中 l名(5.3%)で認められたのみてあっ

た.また.i1¥者の末鮪血単級球は#707( 刈.l)に対し.有意な増殆反応はほとんと'示さな

かった.したがって.この増殆反応もベブザ・ド筑!瓜#707にan的と37えられたが.その反
応性lよ細胞障害活性に比へ.小さかョた

3 lnmmこ必けるペプチド銑b;{t:707による内刺激の効果

ワクチン療法開始後のメラノーマZj省の家術血単伐球を組問問てt707により内，IJ激

80 

的 60
句、

..:x 40 
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20 

nv 
au 

刊
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引
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句正1
 
n
u
 

n
u
 

戸、 80
::; ov I B 
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市 60
ε" 
巴 40
CIl 

CIl 

..:x 20 
0 。?っτ7古TW才 百丁100 101 

Peptide concenll'ation (/11'1) 

l渓)(， .707で内刺激したメ ラノーマ.'.!!.r.のよ納 l伽 '111~(f(による細胞際脅活性I りクチン{裏側したW. 首
11(111.1ヘA24.3267.44)の末情凶jljl.伐総合身707の(I(H.めるいは非存在下にt昔.健した伶，.ソェク夕日制胞
としてHIいた、A.#707および#707( AP)でハルスしたIJ己s'}ンバ芽球に対1・ゐ細胞1!(I;P，i，ljt1.#707で内刺
激して1~たエフエクター細胞のn07(・)および.707( AP臥))でパルスした臼己II'}ンパ月111に対ずる紛胞防
得ili怜-iiJ~・t lu]じぷ締血車修球i:#701の羽 (f.{J土干にt古Jlして1:たエフエクタF 納胞の.701("')およひ
.707( AP)(凸}でパルスした自己Bリンパ~H~に対する細胞隠3活性を.コントロールとして小した ベブ
チドハルスしていない自己Bリンパ41'1まを問1N・るi.mo(厄T-80'I)はいずれのエツ£ク'Y-細胞においても
8%木満であった また 雰707で弱和I)~ して得た・1):t.ク宇-16胞およびコントロールσ').1.ヮェクやー細胞
のKS62!こlH・る紹脳I<<~ì針生(ET-ω 1)1よそれぞtU411iおよび25'"であった(い1・tlもI司中嶋} 日 ベブ

ザド(({ffでの自己Bリンパ事flまに対 fる細胞~，fJ活性. .707で雨幸1)徴して1年た1・):rク'Y-'紛胞の稲砲m
Zヰ活性はト記のベブチドの存(.f下に丘T-<IOIにて測定した:'707(・ RVAALARDAP】オク'Yベプチド{
I¥ALARDAI')ヘキサベプチド(...LARDAP) rトワベゾチドtω RDAP)グイベプfド(. AI')およひ
.707( AP)(D RVAALARD). ペプチド#-存在干での自己B'} ンパ~l約こ対する細胞限将il;悦(1・ T-<10 1)ば
I%A、湖であり AP以外のダイペプチド(A¥t.GPあゐいはPA}(1)存在下では5喝未満であゥた([誕i中絡} 図
6八.自のいrれにおいても進者Hについて31'ij・4・つ'Jミ験をifい.それぞれ常にfi，lIl1の結集会作たため.代表
的な*1，!I~i:示した また、 患者B(Hl.AA2.29Il判)D(III.AA11ωsI8.70)についても悠れ'"と川し条件で3
1"1-4・つ実験念行い.いずれもiP.1IHと閃仰の飢JH1!1た
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した結巣.#707バルスした自己Bリンパ芽球に対する翻胞隊害活性は著しく権大した

(倒6A) • K562やペプチドパルスしない肉己BrJンパ穿球に対する細胞障害活性は噌強

されなかった(図中略)ことから.この細胞障害活性は.#707を際的筑阪とする特実的な

ものであると考えられた.また#707(-Al')でパルスした自己BrJンパ芽恥よ破模されな

かったことから.このヱフエクター細胞においても#707の認識にはカルボキシル末治AP

の配列が不可欠であると考えられた。

さらに11707のアミノ家総よりアミノ酸2残基ずつ)llftに短縮したオクタペプチド、ヘ

キサペプチド，テトラペプチド.ダイペプチドを合成し.これら一連のペプチドが、 #707

碍刺激で誘導したエフェクター細胞に認識されるか盃かも検討した.すなわち.自己8リ

ンパヲfJ.求を各ペプチドによりパルスしたものを僚的細胞として細胞障害活性を比較し、結

巣を凶6Bに示した.一連のペプチドのうち、 #707を僚的抗原とする細胞殴1!ti毒性が最も

i窃く.0.01μMで30%lysisを誘導することができた.オクタペプチドの誘導する細胞障害

活性は11:707よりわずかに低く、 30%Iysisを誘導できる滋度は0.025μMであった.ヘキサ

ペプチド.チトラペプチドでは、さらに誘導できる細胞障害活性が低く、 30%lysisを誘導

するにはそれぞれ0.1および0.7μMの滋度が必袋であった.ダイペプチドは100μMにおい

ても30%1ysisを誘導することはできなかった.

次4こI11vitrdでの11:707による碍刺激が自己メラノーマに対する細胞陣容活性も僧強す

るか否かを検討した.ワクチン銭種後の忠信 B(HLAA2.29 844. ). D(HLA-A11.30 818.70 

)およびH(HLAA24.32 B7州)の末締血主導絞琢色 #707で碍刺激して得たコ工フエクター細胞

を用いて細胞障害活性を測定し.結果を図7に示した。これらの患者の自己メラノーマは

必旦'ωハイブリダイゼーションにより.#707 mむサAを発現していることが確認されてい

る.自己メラノーマに対する細胞|毒害活性は、いずれの怠省においても#707の再刺激に

より増大した。特に患者Hでは甫707による再刺激の効果が著しく‘自己メラノーマに対す

る細胞陵害活性は.#707パルスした自己8リンパ芽球に対する細胞際筈活性と同じレベル

までt智大した.一方.患者B.Dでは自己メラノーマに対・する細胞降客活性は.11707パルス
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陶7.#707で鋭機したエフェクター細胞の自己メラ/戸マ(Melanoma)および信707パルスした自己Bリンパ芽球。707-日CL)に対する細胞隊寝泊性.ワクチン鍍憎したメラノーマ患者B.DおよびHの末鱗血単t#まを#707.の
存在下(~)あゐいは非存(f下{口}に 5 日間信義して得たエフエクター剣胞の細胞隊1fì毒性(E:T-40:1)を示
した.#707( AP)でバルスした自己B1)ンパ}f球4こ対する紛総1穆'&i毒性(E:T，，"，O:I)はいずれのエフェクター納
胞においても7%未測であった{図中略) 各患者につき 3例ずつ実験全行い.それぞれ常に同僚の結集会
得たため、代表的な結果を示した

した自己Bリンパ芽球に対する細胞障害活性よりも小さかったが、 #707の再刺激により、

有意にfi!l大していた.この結果は11810と問機.#707もメラノーマ細胞の表商においても細

胞障害活性の徳的抗原として鑓示されていることを示峻する.さらに抗原特異性を検討す

るために.非綴織僚的細胞による抑制実験を行い、結占誌を図8に示した.標設標的細胞と

して11707パルスした自己Bリンパ荊まを用いた場合(凶8A)も.自己メラノーマ納胞を

用いた場合(凶8B)も、細胞障害活性は非標識自己メラノーマ細胞と#707パルスした非

際識自己Bリンパ芽球の両者により抑制された.この結果は、メラノーマ細胞の表問にお

いても、 #707が細胞破療の係自力銑原として従示されていることを裏付ける.

4.ペプチド抗原#707の鑓示および認識のメカニズム

11707を僚的抗原とする細胞Ill!~善治伎に対し.抗体による抑制実験を行い、結果を図

9に示した@徴的細胞として、#707でパルスした自己8リンパ芽涼あるいは自己メラノー
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凶8今#707パルスした自己日リンパ3ff;j((A)および白己メラノーマ{日}に対する納骨都章寝泊怜の、非tZE量標的細
胞による仰制.凶6'こ示したとおり、ワクチン終絡したメラノーマ患者Hの来締蜘単核球を#707で将幸IJ検し
て1#たヱフコιクター細胞を用い、細胞防~l活性(E:T司0: t)を測定したゆ非僚主説録的制n~∞td 凶宮国)として、
ペプチドパルスしていない自己Bリンパ芽球(・).#707パルスした自己Bリンパ芽球(0)およぴ自己メラノーマ
(A)を使用した.忽者Hについて4回の実験を行い、 常に伺線の結果を得たため.その代表的な章者巣を示し

た.また、 懲者目、Dについても患者トlと閉じ条件で4回ずつ実験を行い.いずれも患者Hと同僚の結果を得

た.

マ細胞のどちらを用いた場合にも.細胞降客活性は、抗CD3および抗CD8抗体により完全

に抑制され、抗CD4抗体には抑制されなかった(凶9A).したがってエフェクタ一線胞

は.CD3およびCD8織性の細胞|濠筈性T細胞であると考えられた.また、この細胞隊害活

性は抗HLAクラス I抗体により完全に抑制され.抗日LADR抗体には抑制されなかった

(陸19B)。この結果は際的抗原#707の鑓示が、 HLんクラス I抗!胸こ拘束されていること

を示す.一方、 #707を認識する銑体L94は、関係的細胞においてコントローjレの細胞際答

活性と比べ約50%の抑制効果を示したが、完全に抑制することはできなかった。免疫粘着

反応により‘商標的細胞表商での#707の発現を検討した車古巣、自己メラノーマ細胞では険

性であったが、骨707パルスした自己8リンパ芽球では険性であった.このま古巣は.細胞隠

さ活性の際的抗原として従示される際には.#707も#810と同様、免疫粘着反応によって検

出されるものとは異なる形で発現されていることを示唆する.
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Autologous target 

Antibody 

口{・)
日 Anti.HLA.DR
. Anti.c1ass I 
口 L612(anli.GM3)
図 L94(anti.11707J 

(~19 各lilii.体の細胞陵護活性に対すゐ仰制効史 リクチノIUーしたメラノーマ'.!'r，1fのよ附血!l'1主総を
.707で肉刺激して得たエワェクター細胞をmぃ.'707ハルスした自己BリンI~~l;品作707 内1，吋Iln.)および
n~メ勺ノ_-'((MeI佃omalを照的紛i胞とすゐ踊'1胞附得活!'t<ET-40・l)を測定した.Aでi.t;r);fクター細胞
i:. 0では械がj細胞をそれぞれ谷t正体10μg/ml と III .HUI・プレインキユベー卜した後 51('r 町I~貼e鮎sayを行っ
たI ヒトIgM'lノクローナル抗体1..612(抗11ングリオシ ドGM3)はL94の抑制il1aに対すゐIIMt:rント口一ル

として用いた #707( AP)でハルスしたt'Jc.1I1}ンパ必織に対する細胞限寝泊代(ET40 1)1.16%木浦であっ
た([語~II'略} 法~~Hについて 4回の実験全行い ?需にl"lt.~の結果i:得たため.そのI~災約td~ JI!áぷし
た tた 悠~Jf8 .Dについても怨.者Hと同し条件で 3@]'j'つ実験を仔い.いずれも息子tll 1::IdIU:の給果i:t'l
た.

5ペプチド筑願書707を標的抗阪とする細胞障害活性のHLA拘束性

ペプチド抗原#707の認織を拘b反するクラス I抗原を同定するため、 HL̂ タイプの判

明しているメラノーマ患者の来的血単級球をエフエクター納胞と して川い.クラス I銑l反

と細目包|燈~?首位との関係を比絞検討した. j受I2 ~こ示 したと おり. 8色の忠信のうら.
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1A. I 2 #707の認識のHLA拘束性

際的細胞の%I}制叫H LA 

A s 白己メラノーマにおける

#707 mRNA'の管理も叫
自己メラノーγ#707パルスした

自己日リンパ芸fii<
理~.tî
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剖リクチンf安値i量のメラノーマ忽者の末締l阻'It~(ま i-w vlIrt>て51'.11111.怠707，のf.l.fi.下.あるいは非{j.(.匡下4こ
f昔長したI~. エフヱク空目紹胞として用い. F.:T叫01で細胞JI{l'J:r活性会測定した.()内の備は#707~t-干手伝下

にt告獲して得たコン ト(1-ルのエフエクター細胞の細胞限;!;i毒性会示す.#707，卜AP)でパルスした臼己Bリン
パ::lfif<に対する紛胞|穣~ì，~l主(E:T司0:1)は、いずれのエフエクタF細胞においても9%.，fミ湖てあった. 各忠省
について3回以上の実験を行い.それぞれ常に同級の結果金総たため.ft:~史的な結果を示した. bl#707 
mR1帆i:t. これに栂締約令官己~iJを有すろオリゴヂオキシヌクレオチドプ[1-ブを期いたÌJI 剖uハイプリダイ
ゼーション法で検出した.

HLAA2附笠の患者A，B.C、HLAAllll動性の患者DおよびHLA心 4陽性の患者F，Hの6名

の*締血単核Eまでは、 inviuボ司)#707縛刺激により.#707パルスした自己Bリンパ芽球およ

ぴ自己メラノーマ細胞に対する細胞陣容活性が士智大した.この結果は.#707の従示が

HLA A2. A1JおよびA24により拘束されることを示峻する.また#707のm肘~Aはこれら 6

名のメラノーマ細胞において検出されたが、細胞際客j毒性が増強されなかった他の2名で

は検出され必かった.

さらに、 #707パルスした非自己の8リンパ努球に対する細胞障害活性を測定したとこ

ろ(幽 10)、患者H(HLA.A24防性)のヱフェクター細胞は、 #707パルスしたA241場性の

非自己の8リンパ芽ままを破犠したが‘A24陰性の際的細胞は破燃しなかった.患者B

(A2陽性).患者D(A1JI働性)においても.エフェクター細胞はそれぞれA2.All陥性の非自己

の僚的細胞のみを司究機し、A2.Al1陰性の標的細胞は被告提し々かった.以上の結果は.

HLA.A2， Allおよび1¥24が#707の援示を拘束していることを裏付ける.この関係は非自己
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制 10 .#707/1ルスした非自己日リンパ穿球に対する総胞m<~ì活性とHLA!it僚とのtJ~H系. ワクチン俄峻したメ
ラノーマ慾者日(A2険性)，D(All脇役).H(HLA-A24陽性}の末柑血側主球を#707で潟がli徹して待たエフs.ク
ター細胞をmいた.TargClの僚の()内はエフェクター細胞と官官的細胞の共有するHLA.AおよびB筑阪である.
#707(-A.P)でパルスした非自己BリンパJfli去に責すする細胞問答f毒性(E:T""'IO:I)は.いずれのエフzクター細胞
においても6%未満であった(闘中軍事).各忽者につき 3回ずつ実験を行い、いずれも'mに同僚の結巣を得
たため‘代表的な結果を示した.

メラノーマ細胞を際的細胞とした場合(表 I3)も問機であった.

m.細胞障害活性におけるペプチド抗原#810と11707の関連性

初めに.これらペプチド抗原#810と#707が同時に様的抗原となった場合.細胞i般僚客

j活活性がどのように変化するのかを検討し給巣を図 Il ~にこ示した.エフエク夕一細胞には

愈窓、者都B (仰HLA心叫I~場坊性住. 自己メラノ一マ細胞での#灯7玲707仰7m即

細胞には自己メラノ一マ細胞および両ベブチドでパルスした自己8リンパ芽球を朋いた.

自己メラノ一マ綱胞4そを僚的細胞とした場合.**白血単移、球を両ペプチドで同時に馬刺激す
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災 13 CJ己主玉よ(}非自己メラノーマに対する細胞隊後活性とHI.A-A抗原との関係

際的細胞の%I}'Sts") 

1¥110 M24 MB同 MD肘 ME1>)MG同 MHb)MP制 MQ刷 K562
IHJ.A今A 24，33 11，33 2.29 11.30 28.31 29 24.32 1.2 2.9 J ，-707mおも1 十 令 + + ー + 十 -1 1 

~.者 #707による説場

日 9.2 8.4 主立 3.1 7.5 L.Q. 5.1 2.2.斗斗 15.7 
IHl.A A2.29J + 9.2 8.5 些J!. 2.0 7.0 込♀ 5.3 辺斗与三 12.6 

D 8.2 2.Q. 7.1 亘J1. 5.5 6.0 6.5 6.3 11.7 11.7 
IHI.A ̂" .301 + 93 ll.1 4.9辺a 6.3 4.9 7.0 5.4 93 10.6 

11 W. 9.2 9.3 6.0 9.0 8.0 辺J1. 9.1 5.0 13.5 
(lil.A A24.32J + 省ヰ 76 9.6 5.0 9.5 9.0 鍾i 12.7 6.0 11.0 

a)りク千ン後始後のメラノーマ忠台の未情血!M主球を日 "'lftjで5日l世1.#707のr:FA下 (#707による誘導
十).あるいはmflJ:下( ) ~こ I詩蒸した後、 エフェクター細胞としてJHい.倍々のメラノーマを鎖的細胞
として、 E町T叫O: Hこて紛E包J~i害活性を割IJÆ した. IJ内は僚がJ細胞あるいはエフエクタ戸細胞のHLA-Aタイ
ブ、また徴的細胞におけるお707mRNAの発現の有無を示す.下線昔sはエフエクター細胞の自己メラノー
マ.あるいは共通のHLA-Am阪を有する非自己メラノーマに対する細胞m~i活性である. 絵性コントロ戸ル
の棟約制胞として.K5621こ対する細胞JWiヰ活fをも測定した.各忠者にっさ 4回ずつ実験を行い、それぞれ
常にF詰Jtまの結果を得たため.11:.1宅約な車古来・を示した.同MB，MD， ME. MG. MH. MP， MQそれぞれ患者 B、
D. E，G.H.P、αηメラノーマを示す.

ることにより.それぞれ単独のペプチドで碍刺激した時に比べ、細胞障害活性は相乗的に

増大した(図， 1 A) .両ペプチドでパルスした自己8リンパ芽球を際的細胞とした時も

同織の効果が得られた(図 II B) • 

次に、非綴~僚的細胞を月1いた抑制実験によって細胞降客活性の抗原特異性を検討

し結果を図 I2 に示した.綴~標的細胞として自己メラノーマ細胞を用いた場合

(図 J2A) も、 1t810および11707の両省でパルスした自己8リンパ芽E去を用いた場合(図

1 2 B)も.細胞障害活性は非核稔自己メラノーマ細胞と.両ペプチド抗原てバルスした

非綴織自己8リンパ芽球により.完全に抑制された.しかし、 #810あるいは#707単独でパ

ルスした非綴織自己B1)ンパ芽球を伺いた場合.抑制効果は半減し細胞障害活性を完全

に抑制することはできなかった.これらの結果は細胞般客活性において、 #810と#707が瓦
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図 1I ペプチド銃原嶋10および#707でよ売導したヱフェクター紛胞の.自己メラノーマ(A)および両ペプチド
でパルスした舟己Bリンパ持味(日}に対する細胞陣容活性.ワクチン銀側した患者Bの未舗血僚級嫁を 2傾紛

のベブチド#810.#707各10μMで5日間.同時にfli刺激して得たエフェクター細胞(・Hη細胞隊智治伎を測
定した.コン トロF ルとして10μMの#8101111虫(心).#707単1虫(0)と.またはペプチド非存在下に{幼51:1f¥1lt告
養してf時たエフエクター紛胞の細胞隊3治伎をともに示した.Bでは、自己8リンパJf.l.*を2時間のSICr係
議の問、各10μMの2積類のペプチドで1百:]A事にパルスしたものを録的紛胞と して用いた.それぞれのコント

ロールペプチドでパルスした自己Bリンパ芽球に対する細胞隙~i羽生(E:T，""O:I)はいすれのエフエク夕日制胞
においても6%未満であった((主|中略).患者自について4回の実験を行い‘常に伺燃の鉱泉を得たため そ

の代表的な結果を示した.また.患者D(HLA-All~品位.自己メラノーマでの#707mR1吋A陽性)~こついても患者
日と同じ条件で 3回の~験を行い.忠、者B と f旨]僚の結果~t年た.

いに独立して機能していることを示す。また.独立した桜数の標的抗原を用いることによ

り.より効果的な細胞隊筈活性が誘導できる可能性を示す.

考察

I ペプチド抗原#810の発現および細胞隊答活性における機能

ペプチド抗原#810は、正常末筒血単核球を含む後々の細胞において発現されてお

り.メラノーマに特異的な抗阪ではなかった。しかしメラノーマJ患者の宋摘血単核涼

が骨810に特典的な細胞障害活性を示したのに対し健常者の末締血主総核球ではこのような
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[;(11'1. neメラ/-マ(A)および刈10.007肉r，でハルスした自己Bリンパ弁球(日}に対4・ゐ細胞抑:ヰ活性
の訓練J活保的細胞による抑制 凶 111こ小したとおり.思ffBの未柄血-'IH生泌を叫10およ(}#707の両者で
[-jstlζ11，和IIR して作たヱフエクター紛胞を111いて納胞r.r.v，i5f1<ET~2O- I)を測定した J~I噴品"がj紛胞(cold
111耳目}として. ペプチドパルス Lていな~ '(~I ・ 810'1\銭て(:)雰707単勉で(， - ， ) . '810と -707'の肉 r.で( .... )/~Iレ
λしたrtI.!.B')ンハ"W1f<.および自己メり/-J'(.A.)i:1Hぃ.肉に示す非領ti: ".."lrJlElf<!!(凶 Idb叫
国耳目'!/)細胞'l比となるよう加えた.怠r，Kについて1[0]の実換を行い常に[olJUqHr.患を1ftたため.その
代表的なt.'，~告示した また.恐.r，oについてむ'.!U'isと[njじ条件で3回の実験全fiい，，1~ r.ßと阿れの結集
会f"た

活性はほとんと'認められなかった.この.，tllHよ、 invillO'ではペプチド抗));¥#810が正常細胞

によっては枕示されておらず、辺、信自身u)メラノーマ細胞によって村氏的に総示されてい

ることを示略する.また、 #810に特~・的必細胞際答活性が.非自己メラノーマ細胞からな

るワクチン療法により地強されたことは.#810が非自己メラノーマ細胞によヲても標的抗

以として鑓示されうることを示す す必わち.自己および非自己のメラノーマ細胞は.ヘ

プチド抗原11810を細胞降客活性の僚的筑瓜として提示することにより.末納血単級球のう

ち主としてCD揃性のT細胞を刺激して. 11810を際的抗原とする細胞雌~性T納胞の前駆細

胞を誘得したものと考えられる.非自己メラノーマ細胞による徴的抗似の悦示については

Hayashi et al.によっても検討されており.メラノーマ患者と共通あるいは相'iに交叉反応
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を示すHL^A抗原を有する非自己メラノーマ細胞は.自己メラノーマ繍胞と問機に患者の

T細胞を刺激して、細胞障害活性を憎殺することが明らかにされている(10，11)。一方、 m

vitrd，こおいて、ワクチン療法後のメラノーマJ患者の末輸血E肘械を1t810で酬j激すること

により、 #810に特異的な細胞障害活性はさらに埼大した. これは、末十白血単t~球のうち単

球など抗以提示自主を有する細胞が.その細胞表商で評810を細胞陣容性T細胞の前駆細胞に

提示することにより、この前駆細胞のもつ細胞障害活性をさらに増強したためと考えられ

る.

ペプチド抗原#810はメラノーマ細胞表商で、クラス I抗原の狗東のもとに鑓示され

ており.CD8険性の細胞際害性T細胞はこの対810/クラス I抗原複合体を標的抗阪として

認泌することによって.目重自信細胞を破峻すると考えられる.ペプチド抗原#810は、 43kD

~自がメラノーマ細胞内でプロセッシングを受けることにより生じ.組而小胞体でクラス

I抗原と結合したi炎、ゴルジ装置を経て納胞膜上に従示されるとJ思われる.種々のクラス

I抗原のうち、ポ810の提示を狗来するのはHLA-A2およびAllであった。HLA-A2の拘東の

もとに提示されるペプチドのモチーフは、 a且chorresiduesとしてアミノ家総より数えた

position2~こLあるいは机1'0討ti個別こI，V ，AあるいはTを有するノナペプチドであることが

明らかにされている(27，28)，デカペプチド鳩10(QDLTMKYQ1~) をこのモチーフと比較

した1場合.position 90)1は組chor陀sidueと一致するが、 po討匝on2のDは一致しない.しかし

position 3にLがあり.アミノ宋然倒のanchorresidueとして機能している可能性もある.一

方.HLAAllにより提示されるペプチドのモチーフは、 anchorresiduesとしてp倒 tion2~こ

L.D.M.IあるいはV、 positio且 9~こK.R.HあるいはYを有するノナペプチドであると報告され

ているρ8，29)，デカペプチド#810のposition2のDあるいはposition3のLは、 HLAAllとの

結合においてアミノ末線側lJの姐chor同sidueとして機能しうるが、 po則。且8のQ、抑制。09

の1.position 10のFはいずれもカルボキシル末縞m~のanchorresidueと令り得ない.しか

しこれらクラス I抗原のモチーフは、各々のクラス I抗原と結合しているselfpepti desを

州市し、それらのアミノ酸配列を決定することにより解明されたものである.すなわち.
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これらのモチーフは各々のクラス I抗原に結合するペプチドの特興住だけではなく.細胞

内でのペプチドのブロセ・ァシングの結果を示すものであり、クラス I抗原の種類には無関

係なブロテアーゼ活性なと'の影響も反映しているものと考えられる.したがって各々のク

ラス I 抗原に結合し細胞I~害性T細胞にM.(:議されうるペプチドのすべてがそのクラス I

抗原のモチーフに一致しているわけではない(27).HLA A2(ふ細胞III筈性T細胞によるメ

ラノーマの認識を狗5反するクラス I抗原として織も重要であり(30).白色人種の49%に陽

性である(31).また、 HLAAll1.l:白色人種の10%にl効性である(31). したがって.白色人

慢のメラノーマ怠者の過半数において、 1t810が白己メラノーマ細胞により提示され.細胞

際密性T納胞に認識されうると期待される.さらに、 HLAA2とAl1が除性の患者同こおい

ても細胞障害活性が誘導されたことから(表5).日LAB.C抗}反を含め、押810の鑓示を

拘束するクラス I抗阪は他にも存在すると思われる.

正常細胞では1t810のアミノ酸配列を含む43kD蛋白が存在するにもかかわらず、細胞

降客性T綱胞の反応を誘導できなかった.この結-*は、正常総胞表面において1t810が、細

胞限~性T細胞の標的抗原として認識されうる形態では提示されていないこと告示す.こ

の原闘として.一つには43kD資自全体の矯泡の中での11810の表現機式が.正常細胞とメ

ラノーマ細胞とで奨なることが考えられる。正常細胞では押810のアミノ酸残基の全体ある

いは一部が割高鎖総合などの修飾により隠蔽されているが、メラノーマ細胞ではこのエピ

トーブが総出され.細胞隊等性T細胞により認識されやすくなっている可能性がある.

MUC I geneのコードするヒト上皮細胞性ムチンのアミノ隊配列は織々の細胞附できわめ

て相阿佐が高いが、絡鎖結合の昔日1立および結合繊式は.細胞の隠類により大きく異なる

(32).また、 i自の原凶として.43kD蛋白からペプチド抗原#810が生じクラス I抗原と結合

して細胞表而に提示されるまでのプロセスの全体あるいは一部が.本来、正常細胞では抑

制されているがメラノーマでは充逃していることも考えられる.メラノーマにおける11810

の提示と認識のメカニズムについては.その起i像、となる43kD蛋白の構造や機能を明らか

にした上で.さらに詳細に検討する必要がある.
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ペプチド抗原#810でパルスした8リンパ芽球およびメラノーマ細胞の表面に存在する

と思われる#810/クラス I抗原被合体は.細胞|濠答性T細胞には認識されたが筑体L92に

は卜分認識されなかった(表7) • #810の令アミノ酸霊的11(QDLTMKYQIF)のうち.抗

体L92の認識するエピトーブは (KYQI)であることが明らかにされている(12)。したがっ

て.#810/クラス I抗原復合体においては.このアミノ駿残基 (KYQI)か、クラス I筑

l氏のペプチド総合部位であるクレパス部分にはまりこみ隠蔽されていると考えられる.ま

た、表 lの免疫粘着反応においてL92が結合した様的細胞表商の抗原は.この#810/クラ

スI抗原綾合体ではなく.細胞膜に存在する43kD蛋白またはその一郎であると思われ

る.

n.ペプチド銑1Jl{#707の発現および細胞障害活性における機能

ペプチド抗原#707は#810とは異なり‘多数のメラノーマ細胞において発現されてい

るが、正常末憎血細胞では発現されておらず、版記事細胞に特災的な抗原であると考えられ

る.しかし.11707も#810と同様にメラノーマ細胞において、HLAクラス I筑阪の狗東の

もとに細胞障害性T細胞のエピトーブとして提示されており、 HLA心 .1¥11およびA241よい

ずれも11707を提示しうるものと考えられた。白色入荷におけるHLA-A24の発現頻度は

15%であり(31)、11810鑓示絡をもたないHLAA24が対707を鑓示しうることは、 #810と比

べ11707がより多くの患者のメラノーマ細胞表商で提示されていることを意味する.した

がって、白色人種のメラノーマj患者においては.#707が高い頻度で標的抗原として認識さ

れうると予測される.この予測は.ワクチン療法開始後に細胞際筈活性の充逃した患者の

鋲度が.緩めて高い (84.2%)ことによっても裏付けられる.メラノーマワクチンを権成

するUCLASOM10. M24. MI01はそれぞれHLAA24.1¥11守心を有しいずれの細胞もペプ

チド抗原#707を発現していることから.これら3種類のメラノーマ細胞はいずれも#707会

標的抗原と して提示していると考えられる.また、か707を標的抗原とする細胞隊害性T細

胞の、自己メラノーマ細胞に対する細胞陣容活性の強さは患者によって異なか患者H

(A24陥性)で最も強い活性が誘導主できた。このような細胞隠害活性の違いは.患者の有す
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るHLA-A抗阪のペプチド抗原との結合親和性、または患者のメラノーマ細胞が有するペプ

チド抗販の蛍.あるいはその両者を反映していると思われる。

ペプチド抗原#707はカルボキシル末端必》の除去により、細胞I~í!'r性T細胞の様的抗

原としての機能を完全に失ったが、アミノ宋端側のアミノ酸残主義を一部除去しでも、その

影響は小さかった(図6B)。したがって.ペプチド抗係#707を情bえする101閏のアミノ酸

残基のうち.カルボキシル末端APはま町包I~客性T細胞による認識に不可欠であると考えら

れる.また.このカルボキシル末端APはモノクローナル抗体L94がl立綬結合する部位とも

考えられている(13).しかし抗体L94の反応伎は細胞際容性T納胞の反応性とは異な

り、 #707のアミノ末端側のアミノ酸残廷を除去しても低下しないことが明らかにされてい

る(13).これらの給巣は.#707において細胞降客性T細胞の認識するこr‘ピトーブと抗体

L94の認識するエピトーブが、カルボキシル末端APの部分を共有するが完令には一致しな

いことを示す.このi丞いは.両者のペプチド認識のメカニズムの相~.特にクラス I 抗原

がその認識に関与するか否かそ反映しているものと考えられる。また、クラス I抗原の拘

束のもとに従示されている#707は免疫粘着反応では検出できず、 #810と問機. 筑体日4~こ

は認識されにくい状態、にあると考えられる。一方、 #707のアミノ酸園日1)

(RVAALARDAP)をHLA-A2のモチーフと比較すると.position 9のAはanch町 residueと一

致するが、抑制on2は一致しと泣い。またHLAA11のモチーフと比鮫するとposition2のVは

andbor陀討dueと一致するが、 po司tion9~よ一致しない. HLJ¥-A24のモチーフについては現在

のところ明らかにされておらず.したがってが707がHLAA24のモチーフとどの惨な関係に

あるのかは不明である.

E ペプチド抗紙特10および#707の臨床的意識

ペプチド抗原#810および#707はいずれもメラノーマ細胞において.細胞隊筈性T細胞

のエピトープとして.互いに独立して機能しているものと考えられる。これらのペプチド

は、径めて均質な製品を安価で大設に合成することができる。したがって.現在附いてい

る非自己メラノーマ細胞ワクチンと比べ、これらの合成ペプチドから成るワクチンの方が
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安全性も高く、より臨床応矧に過しているものと考えられる。メラノーマ細胞のHLAタイ

プおよびペプチド抗1鼠の盆は患者ごとに呉なるため， #810あるいは#707単独のペブチド抗

鋭からJ&るワクチンよりも.両者より成るワクチンをi吏nJすることにより、より多くの患

者のメラノーマ細胞に対する強力な細胞際害活性を期待できる.また.ペプチド抗原#810

および#707は、 J患者の末儲血単咳球の免疫能を診断する試業としても有用である.#810お

よび#707を際的とする細胞際害活性をワクチン銭碕の前後で比較することにより‘ワクチ

ン療法の効巣を評価し‘これによって患者のチ後を予測することも可能である.

本研究において、宕:~由来のモノクローナル抗体を利用して細胞隊l!f性T細胞の認識

するて縁類のペプチド抗原を同定することができた.従米.これらの抗1Jj(は主に恋、者由来

の細胞陵蓄性T細胞をクローン化することにより検討されてきた(33，34).細胞障害性T細

胞のクローンのみならず.モノクローナル抗体も利用できる可能性を示したことは‘今

後、細胞障害性T納胞の認識するペプチド筑阪の研究をさらに容易に・するものと思われ

る.また.抗体により総1議されたペプチド抗原が細胞障害性T細胞にも認識される可能性

を示したことは， B細胞に認識されるニI二ピトープとT細胞に認識されるゴどトーブとの関

連性を示峻するものであり、今後の検討が期待される.
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