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研究成果の概要（和文）：Oncoantigenは、腫瘍悪性化に関与する抗原として提唱され、腫瘍発生初期に免疫学的に排
除される抗原と異なり、免疫逃避される可能性が低いため、ワクチンへの応用が期待されている。本研究では、グリオ
ーマの遺伝子・蛋白発現比較解析、他の癌腫で同定された腫瘍抗原のグリオーマにおける遺伝子・蛋白発現解析、グリ
オーマにおける機能解析を行った結果、脳腫瘍oncoantigenとして2つの分子の同定に成功した。これらの分子は、脳腫
瘍組織、脳腫瘍細胞、脳腫瘍幹細胞において髙発現を呈し、脳腫瘍細胞の増殖に関与する。今後は、同定したoncoanti
genを用いた免疫療法の開発を進める予定である。

研究成果の概要（英文）：Oncoantigen are tumor antigens required for the neoplastic process and when 
cancer vaccine against oncoantigen, the chance that escape immune recognition to tumor should be reduced. 
In order to identify oncoantigens against glioma, we performed the comparative gene expression analysis 
of gliomas and also gene expression analysis of known oncoantigens against other cancers in gliomas. 
Then, functional analysis of oncoantigen candidates selected was performed in glioma cells. We succeeded 
in identify two oncoantigens against glioma that are expressed highly in malignant glioma tissues, glioma 
cell lines, and glioma stem cells isolated from glioma patients. These oncoantigens were shown to be 
involved in the growth of glioma by gene knockdown experiments. Furthermore, in a mouse in vivo glioma 
model, the gene knockdown of the oncoantigen showed a significant therapeutic effect. We plan to perform 
an immunotherapy using the oncoantigen identified for the treatment of malignant gliomas.

研究分野：脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
Oncoantigen は、腫瘍悪性化に関与する抗
原として提唱され、悪性転化した腫瘍細胞お
よびその微小環境を形成する細胞に発現し
ている抗原の総称である。腫瘍悪性化分子
oncoantigen は、腫瘍発生初期に免疫学的に
排除され、免疫不応答になる抗原と異なり、
免疫逃避される可能性が低いと考えられて
おり、ワクチンへの応用が期待されている。
これまでoncoantigenおよびそのワクチンへ
の応用研究は、ERBB2 遺伝子 transgenic マウ
スが女性における乳癌発生から進展過程を
よく再現していることから、乳癌を中心に進
められてきた。とくに ERBB2 遺伝子
transgenic マウスでは、100％乳癌が発生し、
ERRB2 蛋白やペプチドワクチンを投与すると
乳癌発生を予防しうることから、その免疫学
的な機序が詳しく解析されてきた。一方、こ
れまで様々なグリオーマモデルの報告はあ
るが、安定して自然発生するマウスモデルは
なく、また脳腫瘍に関する oncoantigen の解
析・同定はなされていない。 
 これまで我々は、グリオーマ抗原の同定、
解析を先駆的に行なっており、SEREX 法、RLGS
法など様々なクローニング法を駆使して、10
種類以上のグリオーマ抗原を同定している。
また、ヒトグリオーマ細胞株の SP 細胞分画
や患者検体より脳腫瘍幹細胞(BCSC)細胞株
を樹立し、グリオーマ抗原ペプチドにより誘
導された T 細胞が BCSC を破壊しうることを
証明した。本研究では、これまで我々が確立
した抗原解析技術を基盤に、脳腫瘍の
oncoantigen を同定し、マウスモデルを用い
てワクチンの有効性を検証し、悪性グリオー
マに対する再発予防ワクチンの臨床応用を
目指す。 
 
２．研究の目的 
Oncoantigen は、腫瘍悪性化に関与する抗
原として提唱され、腫瘍発生初期に免疫学的
に排除される抗原と異なり、免疫逃避される
可能性が低いため、ワクチンへの応用が期待
されている。一方、oncoantigen によるワク
チン研究は、癌発生過程を再現可能な
transgenic mouseを用いてその有効性が検証
されてきたが、これまでグリオーマが安定し
て発生するマウスモデルはなく、また、脳腫
瘍の oncoantigen は同定されていない。そこ
で、本研究では、我々の脳腫瘍幹細胞(BCSC)
誘導・解析技術を基盤に、高頻度にグリオー
マを発生するマウスモデルを確立する。さら
に、我々の抗原解析技術を基盤に、脳腫瘍
oncoantigen を同定し、マウスモデルを用い
てワクチンの有効性を検証し、悪性グリオー
マに対する再発予防ワクチンの臨床応用を
目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスグリオーマモデルの確立 
本研究では、予防ワクチンとしての有効性を

解析するために、高頻度（できれば 100%）で
かつ短期間に悪性グリオーマが形成される
モデルマウスを確立する。最近の報告から遺
伝子変異Rasに p16(Ink4a)/p19(Arf)欠失が
加わると、高頻度に悪性グリオーマが発生し、
さらにp53欠失が加わると短期間で発生する
こ と が 報 告 さ れ て い る 。 実 際 に
p16(Ink4a)/p19(Arf) － / －の神経幹細胞
(NSC)に H-Ras/V12 を遺伝子導入することに
より、in vitro で BCSC を誘導しうることは
確認している。そこで、本研究では、グリオ
ーマ発生に重要かつ実際にマウスグリオー
マ発生モデルで用いられた遺伝子として、
P16(Ink4a)/P19(Arf) 欠 失 、 p53 欠 失 、
H-Ras/V12 に着目して、前癌状態から悪性転
化する過程を再現しうるモデルを作製する。
また BCSC は NSC から発生する可能性が高い
ため、成熟マウス脳内に NSC が存在する脳室
周囲および海馬へと脳腫瘍が高頻度に発生
する部位である深部白質を標的として、脳腫
瘍発生の頻度および期間を解析する。 
 
(2)脳腫瘍 Oncoantigen の探索・同定 
low grade glioma と secondary glioblastoma
組織との網羅的遺伝子および蛋白発現比較
を行い、low grade glioma と比較して、
secondary glioblastoma で高発現し、正常組
織において低発現分子を選出する。上記と同
様に遺伝子発現を RT-PCR により検証し、抗
体が入手可能な場合は蛋白発現を Western 
blot、免疫細胞染色、免疫組織染色により解
析し、その発現特異性を検証する。また、す
でに他の癌腫でOncoantigenとして同定され
た分子の脳腫瘍における発現解析を行い、脳
腫瘍 oncoantigen 候補として同定する。 
 
(3)Oncoantigen 候補分子の機能解析 
発現パターンから選出されたoncoantigen候
補分子の遺伝子情報をインターネット検索
により、細胞の生存、増殖、細胞周期に関与
する分子を oncoantigen として同定。機能不
明な分子を含め、Oncoantigen として同定さ
れた分子の BCSC およびグリオーマ細胞にお
ける機能解析を行うため、レンチウイルスベ
クターに組み換えた過剰発現系と、RNAi によ
る遺伝子ノックダウン系を構築して、BCSC に
おけるスフェア形成能（幹細胞維持・自己複
製能）、多分化能、増殖、生存の変化、グリ
オーマ細胞における増殖・細胞周期・生存の
変化を解析して、oncoantigen としての機能
を検証する。さらに、すでにグリオーマ抗原
として同定された分子の BCSC におけるスフ
ェア形成能（幹細胞維持・自己複製能）、多
分化能、増殖、生存の変化、グリオーマ細胞
における増殖・細胞周期・生存の変化を解析
し、脳腫瘍 oncoantigen を同定する。 
 
(4)同定 Oncoantigen による治療効果の解析 
同定されたoncoantigenの治療効果を解析す
るため、本研究で確立するマウスグリオーマ



モデルおよびすでに確立したモデルである
p16(Ink4a)/p19(Arf) －/－のNSCにH-Ras/V12
を遺伝子導入したBCSC移植モデルを用いて、
oncoantigen によるグリオーマに対する治
療効果の解析を行なう。 
 
４．研究成果 
脳腫瘍 oncoantigen を同定するため、ヒト
low grade glioma と secondary glioblastoma
組織の遺伝子・蛋白発現比較を行い、さらに
インターネット上で公開されている分子情
報および機能解析により、細胞の生存、増殖
に関与する分子をoncoantigenの候補として
解析を行った。その結果、4 分子を候補抗原
として選出した。さらに oncoantigen 候補と
して選出された４抗原分子に関して、脳腫瘍
組織、脳腫瘍細胞、BCSC における発現解析、
および脳腫瘍細胞における機能解析を行っ
た。その結果、KIF10A(kinesin family member 
20A)が、脳腫瘍組織、脳腫瘍細胞、BCSC にお
いて髙発現を呈し、脳腫瘍細胞における増殖
に深く関与する分子であることが明らかに
なった。 
さらに他の癌腫で同定された腫瘍抗原の
中から、蛋白発現比較およびインターネット
上で公開されている分子情報により
oncoantigen 候補を選出して、脳腫瘍組織、
脳腫瘍細胞、BCSC における発現解析、および
脳腫瘍細胞における機能解析を行った。その
結果、DEPDC1 が、脳腫瘍組織、脳腫瘍細胞、
BCSC において髙発現を呈し、脳腫瘍細胞にお
ける増殖に深く関与する分子であることが
明らかになった。以上、本研究において我々
は 2つの新たな脳腫瘍 oncoantigen の同定に
成功した。 
p16(Ink4a)/p19(Arf) － / － の NSC に
H-Ras/V12を遺伝子導入したBCSCをマウス脳
内に移植した in vivo マウスグリオーマモデ
ルを作成した。生存解析、組織解析を行った
ところ、全例のマウス脳組織において、浸潤
性が高く多様な組織像を呈すグリオーマが
確認された。以上から、ヒトグリオーマと同
様の組織像を呈する腫瘍を安定して形成す
るマウスモデルを確立した。そこで、同定し
た oncoantigen である DEPDC1 を標的として、
p16(Ink4a)/p19(Arf) －/－のNSCにH-Ras/V12
を遺伝子導入した BCSC マウスモデルを用い
て DEPDC1 ノックダウンによる治療効果を解
析したところ、著明な治療効果が確認された。 
 以上、本研究において、新たな脳腫瘍
oncoantigen を同定し、その機能解析および
治療解析を行った。脳腫瘍 Oncoantingen は
新たな治療標的分子としての有用性が期待
され、今後は oncoantigen を用いた免疫療法
の臨床応用を目指して、研究を進める予定で
ある。 
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