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表 1

施 設名 代表 者 HLA採 血例

胃   大腸
HLA班 報告 (W'Waves l(1):44-46,1995)

を参照

1劃揚 灘機艘璧躙 躙 爾鐵蔀醜穐1馨まき奪ま::課撃::畢

HLA研 究の 目的は,HLA抗 原を測定す るこ

とで,治療前に個人個人に適 した癌治療が予測で

きるかどうか検討を行 うことである。

昨年度に引き続 き,胃 癌,大腸癌で比較対照試

験を行って,1996年 6月 に終了予定である。本研

究班で集積されている症例数は表 1の ごとくであ

る。

1.HLA抗原 とmucin産生

基礎委員 (入村達郎 [東京大学薬学部生体異物

免疫化学],竹 内利直 [千葉がんセンター臨床病

理 部])と の共 同研 究 と して,HLA抗 原 と

mucin産生 との関係の検討を行った。

① 対照 と方法 :対象は東海大学第二外科で切

除された胃癌34例で,MUC I抗体 (MY.IE 12)

による免疫組織染色を行い,同一病理医 (竹内)

にて判定 した。
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② 判定基準 :(1)腺管形成を示す癌では細胞  脱落例は峨を含む

質が陰性で も腺管内腔 (主 にbrush border)力
'



染 まって い る場合 には陽性 とす る。 その割合

(%)は 形成されている腺管の うち内腔が陽性 と

なっている割合である。9)割合が低 い場合で も

一部がはっきりと陽性を示す場合は陽性 と判定す

る。

③ 結果 :染色度を50%以下 と50%を 超える症

例に分類すると,染色度が50%以下の症例は若年

者 (平均年齢 :57歳 vs 66歳 )で,腫瘍径 (5.95

cm vs 3.64cm)力 '有意に大きかったが,そ の他

の臨床的マーカーや HLA抗原 とは有意の差はみ

られなかった (少数例の検討であるため).正常

腺粘液が MUC I抗体ぜ陽性 となることから,こ

の抗体が認識する抗原は正常組織に存在するもの

であるので (全症例で検討されていないが),正

常部に染色されたかどうかで検討すると,正常部

に染色が認められた症例ではソンパ節転移が少な

く (20%vs 69。 2%),HLA― DR2抗原の発現が少

ない (30%vs 69.2%)こ とが判明したが,今後 ,

症例数を増やす必要があるかどうか検討中である。

2. HLA DNA assay

いままで HLA抗原を測定した種々な癌患者の

HLA―DR,DQ,DP抗原の測定をDNA assayで

行い,症例を集積 し検討中である。

(文責 生越喬二)

3。 胃癌糸田胞株KATO― IIIよ り得 られたHLA―

A2結合ペプチ ドの解析 (大沼 均,小幡文弥,

柏木 登 [北里大学医学部免疫学教室])

免疫系による腫瘍排除に際し,細胞傷害性T細

胞 (CTL)は ,癌細胞表面の HLA分子 に結合

した癌特異的ペプチ ドを認識 し攻撃す る。 した

がって,癌特異的抗原が分子レベルで同定される

ならば, その抗原分子は癌免疫治療のためのワク

チンに利用できる道を開 〈ばかりでなく, その癌

に特異的なCTLを 加 減%で大量に作製可能な

方法の確立にも役立つことになる。事実,メ ラ

ノーマにおいては,い くつかの癌ペプチ ドが同定

され,治療応用もはじまつている。

本研究では,日 本人に多い胃癌についてHLA
分子に結合 している癌ペプチドを同定することを

目的 として以下の実験を行った。
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図 1 胃癌細胞株KATO― IIIお よびBリ ンパ球株
TAB 089か ら分離 したHLA―A2結合ペプ

チドのHPLCパターン

26gの ヒト胃癌細胞株 KATO― Ⅲを出発材料 と

し,膜蛋 白質 を界面活性剤 で 可溶化 した.

KATO― III力
'表

現するHLA―A2を分離するため,

可溶化成分を抗 A2単クローン抗体結合アガロー

スカラムに添加 し,洗浄ののち,ア /1/カ リ′性緩衝

液で溶出 した。SDS電 気泳動・ELISAに よ り

A2分子の純度を確認 したのち,酸処理によ り

A2分子が担 うペプチ ドを解離させた。解離 した

多様なペプチ ドを相互に分離するため,C18逆相

カラムを用 いた高速液体 クロマ トグ ラフィー

(HPLC)を 行った。同様の操作により正常対照

Bリ ンパ球株 TAB 089か らもA2結合ペプチドを

調整 し,HPLCを 行った。両 HPLCパターンを

比較 した結果,二 つのペプチ ドピーク (p20,

p22)が KATO― IIIに のみ存在すること力
'わ

かつ

た (図 1).

これらのピークを回収 し,エ ドマン分解法によ

リアミノ酸配列決定を行った.そ の結果,① 両

ピークに合まれるペプチドの長さはともに9残基

であり,多 くの MHCク ラスI結合ペプチドで報

告されている長さと一致 した (表 2)。 ② p20の
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表 2 KATO― Ⅲから分離したHLA―A2結合ペプチドのアミノ酸配列

KATO― III Peak 20

El coli acetohydrolFacid

s,lthase l(326-334)

residue Noi  123456739
DVLAQ

ELFHF

DVDDVLAQL

residue No.  123456789

KATO-lII Peak 22

rat ribosomal protein L35佗 0-28)

human glutathione peroェ idase“ 7-45)

Q DDLKVE
L                  L

IENVAS

p20の 1残基目(X)は アミノ酸同定不能を示す。

2残基 目はロイシンまたはバ リンで 9残基 目がロ

イシンであ り,p22の 2残基 目および 9残基 目は

ロイシンであ り,報告 されているA2結 合ペプ

チ ドに共通なモチーフと一致 した.③ 両ピーク

とも, 7箇所に 2種のアミノ酸が検出され (p20

の 1残基目は同定不能),異 なる2種のペプチ ド

が混在 していると考えられた。

蛋白質データベースに対する検索では,p20に

理論的に可能な配列 (27=128種類)の うちの一つ

力'Eo coli acetohydrOxyacid synthase I と 1残

基違いで一致 し, また p22に 理論的に可能な配列

のうちの一つが rat ribosomal protein L35と 完

全に一致 した。 しかし,両 ピークにおける理論的

に可能ないずれの配列のなかにも,既知 ヒト蛋白

質の配列 と完全に一致するものはな く,p22に 可

育ヒ/」l酉己夕16D―一゙つ力
'ヒ トglutathione peroxidase

と1残基違いで一致 したのみであった。

今後,高速液体クロマ トグラフィーの条件を検

討 し, より純度の高いペプチ ドを精製することで ,

KATO―Ⅲが表現する癌ペプチ ドのアミノ酸配列

が確定で きるもの と考える.
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