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研究要旨 HLA-A*24:02を導入したK562細胞の刺激により誘導・樹立し

たCTLクローン16F3は、puromycin-sensitive aminopeptidase (PSA)由来の12 

merペプチドを認識する。CTLクローン16F3は、K562細胞のほかいくつか

の膵がん細胞株も認識するが、正常細胞は認識しない。一方、標的抗原の

PSAはユビキタス蛋白であり、がん細胞にも正常細胞にも同程度発現して

いる。このことから、本エピトープの生成にはがん細胞固有の抗原処理機

構が関与していることが示唆され、詳細な検討の結果、膵がん細胞などで

恒常的に亢進しているオートファジーに依存していることがこれまでの研

究であきらかとなった。本年度は、正常細胞に異なる手段でオートファジ

ーを誘導し、どのような条件が本エピトープの生成に必要か検討を行っ

た。すなはち、飢餓状態で培養、ラパマイシン処理、活性型変異K-ras 

(G12V)導入の３種の方法で、正常細胞にオートファジーを誘導したとこ

ろ、変異K-ras導入においてのみこのエピトープの提示が認められた。変

異K-rasは、膵がん、大腸がん、肺がん他、多種のがんで認められてお

り、発がんの初期に発生している遺伝子変異と考えられている。今回、変

異K-ras導入によってオートファジーが誘導され、正常細胞表面には存在

しないCTLエピトープが新たに提示されることが示された。この事実は、

変異K-rasが発生した時点で細胞の蛋白代謝経路に変化が生じ、その結果

ユビキタス蛋白の一部ががん特異的CTLの標的になっている可能性を示し

ている。がん特異的免疫を考察する上で、新たな視点を提示した研究結果

と考えられた。 

  

A. 研究目的 

 我々はこれまでに、HLAを表面に発現し

ていないK562細胞（慢性骨髄性白血病細

胞）にHLA-A*24:02、CD86および4-1BBLを

導入し、このaAPCを使用してHLA-A*24:02

拘束性にK562細胞および膵がん細胞株を認

識するCTLクローン16F3を樹立している。

16F3は、 puromycin-sensitive aminopeptidase 

(PSA)由来の12 merペプチドを認識する。

CTLクローン16F3は、K562細胞のほか、い

くつかの膵がん細胞株も認識するが、正常

細胞は認識しない。標的抗原のPSAはがん

細胞および正常細胞に同程度発現しており、

本エピトープの生成にはがん細胞固有のオ

ートファジーが、抗原処理機構に関与して

いることが示されている。本年度は、正常
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細胞に異なる手段でオートファジーを誘導

し、どのような条件が本エピトープの生成

に必要か検討を行った。 

 

B. 研究方法 

1) CTLの誘導と標的遺伝子の同定： 

 HLAを表面に全く発現していないK562細

胞（慢性骨髄性白血病細胞）に、レンチウ

イルスベクターを用いてHLA-A*24:02、

CD86及び4-1BBLを導入した。HLA-A24陽

性成人のナイーブCD8+T細胞をaAPCで２回

刺激してT細胞株を樹立した。限界希釈培養

法にてCTLクローンを複数得た。HLA-A24

あるいはHLA-A2を導入したK562細胞、

HLA-A24陽性の繊維芽細胞や正常ヒト気管

／気管支上皮細胞などの正常細胞、および

膵がん細胞株への反応性をIFNγキャッチ法

にて測定した。K562細胞のmRNAからcDNA

ライブラリーを作製した。HLA-A24を発現

するHEK293T細胞にcDNAライブラリーの

プラスミッドを導入し、CTLと24時間培養

した。上清中にCTLから分泌されたIFNγを

ELISA法により測定した。短縮遺伝子と合

成ペプチドを用いてエピトープを同定した。 

2) オートファジーの誘導とCTLエピトープ

生成の検討： 

 正常乳腺上皮細胞株MCF10Aに拘束分子

のHLA-A*24:02を導入後、以下の３通りの

方法でオートファジーを誘導した。飢餓培

養法；アミノ酸およびグルコースを培養液

から除去するためにハンクス緩衝液中で数

時間培養した。mTOR阻害法；mTOR阻害剤

であるラパマイシンを培養液中に一定期間

添加した。活性型K-ras導入法；活性型変異

(G12V)を有するK-rasのcDNAを、レトロウ

イルスベクターを用いてMCF10A細胞に導

入した。K-ras蛋白質の発現の確認はウエス

タンブロッテング法で行った。オートファ

ジー誘導の確認は、LC3に対する免疫染色

法およびウエスタンブロッテング法で行っ

た。CTLエピトープ生成の判定は、オート

ファジー誘導後のHLA-A*24:02導入MCF10A

細胞と16F3クローンを混合培養し、ELISA

法で測定した上清中のIFNγを指標にした。 

 

 本研究計画はヒトゲノム・遺伝子解析研

究に関する倫理指針（厚生労働省）を遵守

して作成され、愛知県がんセンターのヒト

ゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会お

よび組換えDNA研究審査委員会の承認を受

けた後、実施した。 

 

C. 研究結果 

1) CTLの誘導と標的遺伝子の同定： 

 CTLクローン16F3は、HLA-A24拘束性に

K562細胞を認識するが、HLA-A24陽性の繊

維芽細胞や正常ヒト気管／気管支上皮細胞

などの正常細胞は認識しなかった。他のが

ん種細胞株への反応性を調べたところ、

16F3クローンは複数の膵がん細胞を認識し

た 。 16F3 ク ロ ー ン は puromycin-sensitive 

aminopeptidase (PSA)のスプライスバリアン

トを認識していた。このスプライスバリア

ントは、PSA遺伝子の上流側12個のエクソ

ンとその直下のイントロンから構成されて

おり、イントロン内にあるpoly-A付加シグ

ナルによりmRNAが生成されていると考え

られた。短縮遺伝子と合成ペプチドを用い

た検討により、PSA上の12merペプチドがエ

ピトープであった。 

2) オートファジーの誘導とCTLエピトープ

生成の検討： 

 正常乳腺上皮細胞株MCF10Aを飢餓培養

法、mTOR阻害法およびに活性型K-ras導入

法の３通りの方法で処理したところ、いず

れの方法においても、細胞内に抗LC3抗体

によってドット状に染色されるオートファ

ゴソームの形成を確認できた。オートファ

ジー誘導後のHLA-A*24:02導入MCF10A細胞

と16F3クローンを混合培養したところ、活
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性型K-ras導入法を用いた場合のみ上清中に

IFNγの分泌を認めた。すなわち、飢餓培養

法およびmTOR阻害法で誘導されるオート

ファジーでは、エピトープの産生がみられ

ず、活性型K-ras導入法を用いたオートファ

ジーにおいてのみエピトープの産生がみら

れた。 

 

D. 考察 

 16F3クローンは、ユビキタスな発現をす

るPSA蛋白由来のエピトープを標的とし、

膵がん細胞などを傷害する。飢餓培養法お

よびmTOR阻害法で誘導されるオートファ

ジーでは同エピトープの生成がみられず、

活性型K-ras導入法を用いたオートファジー

においてのみエピトープの産生がみられた

ことは、活性型K-rasによって細胞内に生じ

たオートファジー以外の変化が、本CTLエ

ピトープ生成に必要であることが示された

結果と考えられる。 

 

E. 結論 

 正常乳腺上皮細胞株MCF10Aに活性型変

異K-rasを導入すると、恒常的なオートファ

ジーが誘導されるとともに、ユビキタスな

発現をするPSA蛋白からHLA-A*24:02拘束性

のCTLエピトープが生成されることを示し

た。活性型変異K-rasを導入したMCF10A細

胞および同変異を有する膵がん細胞はオー

トファジー依存的な増殖能を獲得すること

が報告されている。がん細胞増殖の維持に

必要な代謝経路から、正常細胞表面には無

いCTLエピトープが生成されていることは、

がん特異的CTLの概念の幅を拡げるもので

あると考えられた。また、本結果はオート

ファゴソームを免疫原とする新しいがんワ

クチンの開発の契機となる知見と考えられ

た。 
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