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研究成果の概要（和文）：マウスグリオーマ細胞株で同定したNeoangtigenを標的とするエピトープペプチドと
抗PD-1抗体を組み合わせた複合免疫療法に、VEGFR1/VEGFR2を標的とするエピトープペプチドを上乗せすること
で、腫瘍細胞、血管内皮、さらに免疫抑制性の制御性T細胞を統合的に標的とし、著明な生存期間の延長に成功
した。さらにマウスBTSC株には特にVEGFR2が高発現することを見出し、同様の複合免疫療法で生存期間は延長し
た。また得られた治療後の組織変化を、実際にVEGFRsワクチン療法が為された悪性神経膠腫患者検体でも確認
し、本複合免疫療法の治療効果の根拠を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we established a novel combinational immunotherapy 
using epitope peptide targeting glioma neoantigen and vascular endothelial growth factor receptor 
(VEGFR)1/2, and anti-programmed cell death (PD)-1. Induced cytotoxic T lymphocytes could kill not 
only tumor vessel cells but also tumor cells and immunosuppressive regulatory T cells (Tregs) 
expressing VEGFRs. Remarkable prolonged survival was achieved in the glioma mouse model. 
Furthermore, we revealed that VEGFR2 is highly expressed in the glioma stem cells (GSCs). This 
approach could inhibit the proliferation of GSCs in an orthotopic mouse model. The histopathological
 findings of pre- and post-VEGFRs vaccination glioblastoma specimens demonstrated that more 
apoptosis was detected in tumor cells, and the number of Foxp3-positive cells decreased after 
vaccination.
This novel immunotherapy targeting a large variety of cells has the possibility to show higher 
treatment efficacy for the patients with malignant glioma.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 悪性神経膠腫　免疫チェックポイント　PD-1　VEGFR　ネオアンチゲン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グリオーマ細胞におけるNeoantigenを標的とするエピトープペプチドと抗PD-1抗体を組み合わせた複合免疫療法
に、さらにVEGFR1/VEGFR2を標的とするエピトープペプチドを上乗せすることで、腫瘍細胞のみならず、腫瘍血
管内皮細胞や免疫抑制性の制御性T細胞といった腫瘍関連微小環境をも統合的に標的可能であった。さらにBTSC
には特にVEGFR2が高発現するため、BTSCを標的とする治療にも応用可能であった。腫瘍の増大には、腫瘍細胞の
みならず周囲微小環境が重要な役割を果たすため、本複合免疫療法は新たな治療戦略となり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

免疫抑制性 checkpoint 阻害剤 PD-1 抗体による様々な癌に対する著明な治療効果が明らかに
なり、免疫療法に大きな注目が集められている。がん患者では、腫瘍細胞の発現する PD-L1 が
T 細胞の PD-1 に結合し、T 細胞機能が抑制されているため、この checkpoint を阻害すると、T

細胞が再活性化され、がん細胞が消失することが明らかになった。一方、特殊な免疫環境に発生
する悪性グリオーマに対して、免疫 checkpoint 阻害剤単独の効果は限定的である。理論的に、
腫瘍の免疫原性が低い場合、免疫療法において最も重要な腫瘍特異的 T 細胞が充分に誘導され
ないため、免疫 checkpoint 阻害剤単独では有効でないと考えられる。 

一方、最近のゲノム解析技術の進歩に伴い、網羅的遺伝子解析が可能となり、がん遺伝子変異
に伴う neoantigen（腫瘍特異的な変異抗原）が腫瘍拒絶に重要であることが明らかになった。
実際に、がんゲノム情報から予測された neoantigen が、がん患者の腫瘍浸潤リンパ球の標的抗
原となることが証明された。現在まで、悪性グリオーマにおける neoantigen の報告はほとんど
なく、さらに killer/helper epitope long peptide は同定されていない。 

これまで我々は、グリオーマ抗原の同定、BTSC 解析を先駆的に行なっており、SEREX 法、
RLGS 法など様々な技術を駆使して、10 種類以上のグリオーマ抗原を同定している。またマウ
スグリオーマモデルを用いて、neoantigen の同定に成功し、さらにグリオーマ抗原ペプチドに
より誘導された T 細胞が脳腫瘍幹細胞（BTSC）を破壊しうることを証明した。現在、これらの
基礎研究成果に基づき、悪性グリオーマに対するペプチドワクチンの臨床試験を施行している。
また、共同研究者らがヒト神経膠芽腫の組織学的・生物学的特徴を再現しうるマウス誘導 BTSC

を開発し、マウスモデルを用いて BTSC による脳内の特殊な免疫学的解析や免疫治療解析が可
能となった。 

そこで、本研究では、腫瘍抗原特異的な T 細胞を強力に誘導する革新的ワクチンの開発を目的
として、グリオーマの neoantigen および killer/helper epitope long peptide を同定する。さら
にマウス BTSC モデルを用いて、革新的ワクチンと免疫 checkpoint 阻害の複合的免疫療法の有
効性を検証し、臨床応用を目指す。 

 

２．研究の目的 

免疫 checkpoint 阻害剤の著明な治療効果が明らかになり、癌の免疫療法が注目されているが、
特殊な免疫学的環境に発生した悪性グリオーマに対する治療効果は限定的であり、その要因の
究明と打開策が求められている。理論的に、腫瘍の免疫原性が低い場合、腫瘍特異的 T 細胞の
誘導が不充分であるため、免疫 checkpoint 阻害単独では有効でないと考えられる。 

我々は、腫瘍抗原特異的な T 細胞を強力に誘導する革新的ワクチンの開発を目的として、グリ
オーマの neoantigen と killer/helper epitope long peptide を同定し、免疫 checkpoint 阻害剤と
の併用療法の臨床応用を目指す。 

 

３．研究の方法 

(１)脳腫瘍 neoantigen の免疫反応解析 
脳腫瘍 neoantigen の解析を行い、候補分子を同定する。同定された neoantigenの予測アミノ酸
配列から、HLA 結合性予測プログラム(BIMAS)とプロテアソーム切断予測プログラム(PAProC)を
用いて HLA-A24 および HLA-A2 結合性エピトープペプチドを推測し、結合性の高い候補ペプチド
を合成する。健常人からリンパ球を分離し、合成した CTL エピトープペプチドを用いて in vitro
で刺激後、グリオーマ特異的な CTL 誘導能を解析して、ワクチンに有効な HLA-A24 および HLA-
A2 結合性ペプチドを同定する。また、同定されたペプチドによる免疫誘導能を定量的に評価す
るために、同定ペプチドを用いてテトラマーおよび ELISPOT 解析法を確立し、誘導された CTL と
の結合性、検出度を解析する。 
 
(２)腫瘍抗原ワクチンと免疫 checkpoint 阻害による複合免疫療法の治療解析 
マウス脳腫瘍幹細胞(BTSC)およびマウスグリオーマモデルを用いて、これまで我々が同定した
脳腫瘍抗原および同定された neoantigen と免疫 checkpoint 阻害剤との複合免疫療法の有効性
を検証する。まず、同定された腫瘍抗原投与法の最適化を行うため、腫瘍抗原ペプチドと各種ア
ジュバントの組み合わせによるワクチンを投与後、一定期間後に CTL 解析を行い、最も有効なワ
クチンの投与法を決定する。次にマウス BTSC モデルを用いて、上記で最適化されたワクチン投
与と免疫 checkpoint 阻害剤併用療法を行い、同様に CTL 解析、IVIS imaging system を利用し
た in vivo 腫瘍イメージングおよび生存期間を評価し、治療効果を検証する。 
 
４．研究成果 
本研究は、特殊な免疫学的環境に発生する悪性神経膠腫に対して、腫瘍抗原特異的な T 細胞を

誘導するワクチンと免疫チェックポイント阻害剤を組み合わせ、相乗効果を生み出す革新的治
療戦略の樹立を目指すものである。 
まず、我々は、患者グリオーマ組織検体及びマウスグリオーマの組織検体を病理組織学的に評

価し、腫瘍血管内皮細胞のみならず、腫瘍細胞自身、及び免疫抑制性の制御性 T 細胞に VEGFR1
や VEGFR2 が発現することを同定した。そこで、マウスグリオーマ細胞株 GL261 で同定された



Neoangtigen (GARC-1) を標的するエピトープペプチドと抗 PD-1 抗体を組み合わせた複合免疫
療法に、さらに VEGFR1/VEGFR2 を標的とするエピトープペプチドを組み合わせることで、腫瘍細
胞及び周囲の微妙環境をも統合的に治療する戦略を立てた。その結果、単独治療に比して著明な
生存期間の延長を認めた。また、抗 PD-1 抗体投与の最適なタイミングを同定した結果、複合免
疫療法群では、腫瘍内に CD8(+)PD-1(+)細胞が良好に動員されていることも確認した。さらに、
腫瘍血管内皮だけでなく、制御性 T 細胞を殺傷していることを組織学的に、また遺伝子発現レベ
ルで確認し、この治療戦略が腫瘍の増大に寄与する多種の細胞を統合的に標的とすることを見
出した。さらに、マウス BTSC 株には特に VEGFR2 が強発現する事を確認し、BTSC モデルマウス
に対しても同治療戦略を行い、生存期間は同様に延長する傾向を示し、VEGFR2 を標的とする治
療が BTSC も標的にし得ることを確認した。 
一方、ヒト悪性神経膠腫患者を対象とした VEGFR ワクチン療法の臨床試験で得た貴重なワク

チン投与前後の同一患者検体を解析したところ、動物モデル同様に、腫瘍関連微小環境を標的と
することを証明することができた。さらに、腫瘍血管内皮細胞ではなく、腫瘍細胞自身に発現す
る VEGFR を定量的に評価し、その発現率が、本治療の有効な治療効果予測バイオマーカーになり
得ることを報告した。 
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