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研究要旨 本研究では、種々の臨床局面においてがん細胞の増殖に抑制的に働

いていると考えられる細胞傷害性Tリンパ球(CTL)の機能解析、効果的な活性化

方法および再現性の高いモニタリングの開発に取り組んでいる。本年度の研究

成果として、(a) 免疫逃避したがん細胞が提示する新規腫瘍抗原の同定、(b) 

マイナー組織適合抗原特異的CTLの解析と臨床応用、(c) Wilms’ tumor gene 1 

(WT)1発現リンパ芽球様細胞株(lymphoblastoid cell line, LCL)の抗原提示細胞と

しての有用性の検証および(d) 肺がん転移性脳腫瘍発症における骨髄由来抑制

細胞の役割と治療標的の同定について以下のように報告する。 

 (a) がん細胞を選択的に認識する細胞傷害性Tリンパ球 (cytotoxic T 

lymphocyte, CTL)の樹立とその標的抗原の同定は細胞性免疫療法の基盤であ

る。本年度は、HLA-A*24:02陽性成人のナイーブCD8+T細胞を、HLA-A*24:02

を導入したK562細胞（慢性骨髄性白血病細胞株）で刺激し、CTL株を樹立した

後に限界希釈法にてCTLクローンD12を得た。D12は、大腸がん細胞株PMF-

ko14およびOUMS-23をHLA-A*24:02拘束性に認識したが、線維芽細胞などの正

常細胞には反応しなかった。K562細胞のmRNAから構築したcDNAライブラリ

ーを用いた発現スクリーニング法により、D12の認識する抗原としてHSP90βを

同定した。短縮した遺伝子や合成ペプチドを用いて、HLA-A*24:02分子によっ

てD12に提示されるエピトープの最短の配列を決定した。HSP90β蛋白が発現し

ていてもCTLに認識されない細胞があることから、このCTLエピトープはがん

細胞に特異的な経路でプロセスされ表面に提示されていることが考えられた。

検討の結果、興味深いことにこのエピトープは transporters associated with 

antigen processing(TAP)分子を介さない経路で提示されていることが判明した。

すなわち、TAPの発現を抑制するsiRNAの導入等により、複数のがん細胞株に

おいてD12の認識が増強された。がん患者の体内ではCTLの攻撃から逃れるた

めに、がん細胞の表面HLAが低下することがある。この原因の一つが、TAP分

子の発現低下である。TAPは、細胞質内でプロテアソームによって切断された

ペプチドを小胞体へ輸送する役割を持っている。CTLの標的抗原として同定し

たHSP90βは、正常細胞にも蛋白発現がみられるが、今回同定したHLA-

A*24:02拘束性のエピトープはTAP欠損状態においてのみCTLへ提示される。

全ての正常細胞はTAPを有しており、細胞からTAPが失われるのは、がん細胞

が免疫圧力から逃れて生き残った場合である。すなわち、本エピトープは、一
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部のがん細胞に選択的に提示されていると推論できるため、将来の新しい免疫

療法の標的となり得る可能性がある。 

 (b) 再発ハイリスク造血器腫瘍に対する同種造血細胞移植においては、最近

はHLA半合致移植後のcyclophosphamideなどの導入でドナーソースが増え適応

患者が増えつつあるが、移植後再発とGVHDは依然として大きな問題である。

我々は選択的抗腫瘍効果を誘導しうるような血液系分化抗原のSNP部位を含む

マイナー抗原エピトープを同定し、移植後再発の予防や治療への応用を検討し

てきた。能動免疫法は予防で特に有用であるが、効果発現にはある程度の時間

を要する。これに対して養子免疫療法は輸注直後から効果が期待できる。昨年

度は同種移植例に適用できるモデル抗原としてHLA-A2拘束性に提示される

HA-1Hマイナー抗原を認識する単鎖抗体chimeric antigen receptor (CAR) を導入

したT細胞について初期の検討結果を報告した。本年度はこのCAR-T細胞が認

識する細胞あたりのHLA/ペプチド複合体数、サイトカイン産生能、また異な

った平衡乖離定数（KD）値を持つCARを導入したT細胞との機能比較について

検討した。CAR-T型にすることで、フローサイトメトリーでシフトが検出でき

る閾値レベル検出限界の7分の1以下の抗原量まで細胞傷害能が発現することが

明らかになった他、30分の1程度のKD値のCAR-Tでも同レベルの細胞傷害性が

見られるなど、KD値だけでは予測できないT細胞の認識機序があることが示さ

れ、更に検討を要すると考えられた。 

 (c) ヒト末梢血由来のBリンパ球にEpstein Barr virus(EBV)を試験管内感染さ

せることで樹立できるリンパ芽球様細胞株(lymphoblastoid cell line, LCL)は抗原

提示細胞として機能することが知られている。前年度までの研究により、組換

えEBVを用いて任意のがん抗原を発現するLCLを樹立できること、また樹立し

たLCLにおいて実際にがん抗原WT1が抗原提示されることを示した。さらに広

くLCLの樹立に使われているB95-8株EBVで欠損している約12キロベースの領

域を修復したBAC(bacterial artificial chromosome)クローンを用いることで、よ

り効率良く組換えEBV産生細胞を樹立可能であることを明らかにした。本年度

は、修復した12キロベース領域に存在するウイルス由来マイクロRNAの機能解

析を行うことで、ウイルス産生細胞樹立効率の違いの分子基盤を明らかにする

ことを目的として研究を行った。その結果、ウイルスマイクロRNAのターゲッ

ト遺伝子の候補として、上皮細胞特異的に発現する細胞性因子を同定した。こ

の因子はWntシグナル経路の抑制因子であることから、ウイルスマイクロRNA

が細胞のシグナル伝達経路の抑制を解除することが、効率の良いウイルス産生

に寄与する可能性が示唆された。 

 (d) がん原発病変に対する治療成績向上に伴い転移性脳腫瘍の罹患率が増加

している。なかでもその血行学的特性から肺がんを原発とするものが多い。近

年がん増殖・浸潤・転移における免疫系の関わりが明らかとなりつつあり、ま

た2011年初頭、非ステロイド性抗炎症薬 (non-steroidal anti-inflammatory drug; 
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NSAID) の長期投与によりがん死亡率が低下することが報告された。一般的に 

NSAIDはシクロオキシゲナーゼ阻害活性をもち、この作用により免疫賦活効果

を有することが示されている。近年我々は、脳腫瘍発生初期において、炎症細

胞の一種である骨髄由来抑制細胞 (myeloid-derived suppressor cell; MDSC) が

CCL2/CXCL12ケモカイン依存性に病変部に集積し、発症のトリガーとなり、

かつNSAIDによりCOX-2阻害によりMDSC抑制および脳腫瘍発生抑制しうるこ

とを示してきた。それらの知見を元に、本研究では、特に肺がん転移性脳腫瘍

発症におけるMDSCの影響を、マウスによる非臨床研究およびヒト臨床研究の

両面から評価した。  

分担研究者 所属施設名  職名 

赤塚美樹 藤田保健衛生大学    準教授 

神田 輝 愛知県がんｾﾝﾀｰ研究所  室長 

藤田 貢 愛知県がんｾﾝﾀｰ研究所   

客員研究員 

 

A. 研究目的 

(a) 担がん患者のリンパ球を自己のがん細胞

株で刺激することで得られる細胞傷害性Tリ

ンパ球(CTL)は、CTL標的抗原の同定に必須

である。我々は以前に、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

導入し人工抗原提示細胞 (artificial antigen 

presenting cells, aAPC)を作製した。今年度は、

このaAPCを使用して誘導したCTLクローン

D12の認識する抗原について詳しい検討を行

った。 

(b) 分子標的薬やその他の抗腫瘍剤が進歩す

る中で残されたハイリスク造血器腫瘍に対

する同種造血細胞移植は重要な治療の選択

枝である。最近ではHLA適合ドナーが見つ

からない場合HLA半合致の血縁から移植を

行うPost-cyclophosphamide方法が報告され移

植適応患者の増加が期待される。しかし、

このHLA不適合移植後でも再発は依然とし

て主要な死因となっている。これに対して、

NK細胞の養子移入、腫瘍抗原特異的CTLの

養子移入などが試みられているが、B細胞性

腫瘍に対するCD19/CD20-chimeric antigen re

ceptor (CAR)導入T細胞療法を除き、効果は

依然として限定的である。最近では米国に

於いてHLA-A2拘束性WT-1ペプチドを認識

するT細胞を用いた養子免疫療法がある程度

の効果を上げつつあり、エフェクター細胞

を大量に輸注する治療法は、難度が高いも

のの有望と思われる。 

 我々はHLA以外の同種抗原であるマイナ

ー抗原に着目して、日本人移植患者におい

て重要な役割をもっているものを複数種類

新規同定し、報告してきた。マイナー抗原

はドナー・患者間の遺伝子多型に由来する

非自己抗原であり、HLAによってT細胞に提

示され、日自己抗原ゆえ強い抗原性が期待

されている。その中で我々は、選択的graft-v

ersus-leukemia/lymphoma (GVL)効果を得る

ために血液系細胞にのみ発現する分化抗原

について集中的に検討してきた。昨年度はH

A-1Hマイナー抗原ペプチド＋HLA-A2複合

体を認識する“TCR様”抗体の樹立、単鎖

化抗体の性質、これにCD38-CD3ζ鎖を結合

しT細胞に導入したCAR-T細胞の細胞傷害機

能と問題点を報告した。今年度はさらに、

単鎖抗体とCAR-Tとした場合とで低密度抗

原の認識に差があるか、特異性は同じなが

ら異なる平衡乖離定数（KD）をもったCAR-

T細胞との比較、サイトカイン産生能などを

検討したので報告する。 

(c) EBVはヒトBリンパ球に高い感染性を示

すヘルペスウイルスの一種である。EBV感

染Bリンパ球は免疫原性を有し、既感染者の

末梢血中にはEBV抗原を標的とするCTLが
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存在する。試験管内においてEBVをBリンパ

球に感染させて得られる不死化細胞株であ

るリンパ芽球様細胞株 (lymphoblastoid cell 

line、LCL)は抗原提示細胞として機能する。

われわれは、がん抗原遺伝子を組み込んだ

組換えEBV(Akata株由来)を用いてLCLの樹

立を行うと、ほぼ100%がん抗原を発現する

細胞が得られることを報告した(Kanda et al.  

J. Virol. 78:7004-7015, 2004)。その後、B95-8

株 由 来 の 新 規 BAC(bacterial artificial 

chromosome)クローンを用いて実験系を改良

し(Kanda et al, PLoS One, 6, e27758, 2011)、

この系を用いてがん抗原WT1(Wilms’ tumor 

1, ウィルムス腫瘍原因遺伝子)を抗原提示す

るLCLを樹立できることを示した（Kanda et 

al, Cancer Gene Ther. 19: 566-571, 2012）。 

組換えウイルス産生細胞の樹立は、EBVゲ

ノムDNAのBACクローンをHEK293細胞に

導入し、薬剤耐性クローンを取得すること

で行う。前年度の研究により、広くLCLの

樹立に使われているB95-8株EBVで欠損して

いる約 12キロベースの領域を修復した

BAC(bacterial artificial chromosome)クローン

を用いることで、より効率良く組換えEBV

産生細胞を樹立できることが示された。そ

こで本年度は、修復した12キロベース領域

(BARTと呼ばれる転写産物をコードする領

域)に存在するウイルス由来マイクロRNA

（BART miRNA）に注目し、その機能解析

を行うことで、ウイルス産生細胞樹立効率

の違いの分子基盤を明らかにすることを目

的として研究を行った。 

(d) がん原発巣に対する治療成績向上に伴い

転移性脳腫瘍罹患率が漸増しており、がん

患者の約 10 % が転移性脳腫瘍を発症する

とされている。統計的には肺がんを原発と

するものが最も多い (脳腫瘍全国統計第 12 

版)。転移性脳腫瘍は頭蓋内圧亢進症状また

は局所神経症状により患者の QOL を低下

させ、がんにおける主要な予後不良因子と

なっている (Steeg PS, et al. Nat Rev Cancer. 

11:352-363, 2011)。従って、がん患者におけ

る転移性脳腫瘍予防の意義・需要は極めて

大きい。 

脳実質はリンパ系組織を欠き、実質内へ

の生理的免疫細胞浸潤は極めて稀である。

そのため脳・中枢神経系は免疫学的特権部

位と言われる。しかし最近では脳組織およ

び脳病変に対し強力な免疫応答が生じうる

ことが知られている (Ransohoff RM, et al. 

Nat Rev Immunol. 3:569-581, 2003)。これら

の知見を基に、脳・中枢神経系疾患に対し

てさまざまな免疫学的アプローチがなされ

ており、脳腫瘍についても数多くの免疫療

法が試みられている (Fujita M. Brain Tumor, 

InTech, 2011)。 

脳腫瘍に対する免疫応答に関し、これま

で我々は免疫抑制性細胞内シグナルおよび

サイトカインに注目し、研究を行ってきた。

特に近年では、STAT3シグナルが脳腫瘍 

CTL 療法に及ぼす影響 (Fujita M, et al. J 

Immunol. 180:2089-2098, 2008)、TGF-βサイ

トカインが脳腫瘍ペプチド免疫療法に及ぼ

す影響  (Ueda R, et al. Clin Cancer Res. 

15:6551-6559, 2010)、CCL2サイトカインが

脳腫瘍ペプチド免疫療法に及ぼす影響 (Zhu 

X, et al. J  Neurooncol. 104:83-92, 2011)、脳腫

瘍に対する免疫監視機構におけるCOX-2カ

スケードの影響 (Fujita M, et al. Cancer Res 

71:2664-2674, 2011) 等を明らかにした。 

これらの研究の中で、原発性脳腫瘍のみ

ならず転移性脳腫瘍発生において、炎症細

胞の一種である骨髄由来抑制細胞 (myeloid-

derived suppressor cell; MDSC) が

CCL2/CXCL12ケモカイン依存性に病変部に

集積し、発症のトリガーとなることが示唆

された。それらの知見を元に、本研究では、

特に肺がん転移性脳腫瘍発症における

MDSCの影響を、マウスによる非臨床研究

およびヒト臨床研究から評価した。 
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B. 研究方法 

(a) 免疫逃避したがん細胞が提示する新規

腫瘍抗原の同定： 

1) 人工抗原提示細胞（aAPC）の作製とCTL

の誘導： 

 HLAを表面に全く発現していないK562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。

aAPCで２回刺激してT細胞株を樹立した。

特異性はエリスポット法とIFN-γキャッチ法

にて確認した。 

2) CTLが認識する抗原をコードする遺伝子

とエピトープの同定： 

 K562細胞のmRNAからcDNAライブラリー

を作製した。HLA-A24を導入した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IFN-γ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。 

3) D12の標的細胞認識の検討： 

大腸がん細胞、膵がん細胞、K562細胞、

HLA-A24陽性の線維芽細胞や正常ヒト気管

支上皮細胞、EBウイルスでトランスフォー

ムしたBリンパ芽球などを抗原提示細胞とし

て用いた。必要に応じて、拘束分子HLA-

A*24:02あるいはコントロールとしてHLA-

A*02:06を細胞に導入した。TAPの発現を抑

制するためにTAP遺伝子に特異的なsiRNAを

一過性に導入した細胞も準備した。TAP蛋

白のペプチド輸送機能を抑制するために、

ヒトサイトメガロウイルスUS6あるいは単

純ヘルペスウイルスICP47遺伝子を導入した

細胞株を作製した。抗原提示細胞とD12を共

培養した上清中に分泌されたIFN-γをELISA

法にて測定した。 

(b) マイナー組織適合抗原特異的CTLの解析

と臨床応用： 

1) HLA-A2/HA-1H複合体を認識する単鎖抗

体の樹立と異なった親和性を持つCARを遺

伝子導入したT細胞との比較： 

 HLA-A2/HA-1H-テトラマーと陰性コント

ロールであるHLA-A2/HA-1H-テトラマーは

主任研究者の葛島らが作製した。HLA-A2/H

A-1H-テトラマーをHLA-A2遺伝子導入B6マ

ウスに3回免疫した。1週間後に脾細胞を取

り出し、研究協力者の赤堀らがpharge displa

y システムを用いてHLA-A2/HA-1H複合体

に特異的な単鎖抗体を複数樹立した。これ

の単鎖抗体のうちKD値が最も低いクローン#

131を直接PEで標識し、HA-1H, HA-1Rを含

むHLA-A2結合性のペプチドをHLA-A2陽性

TAP欠損T2細胞に添加後、抗HLA抗体（W6

/32）および抗HLA-A2抗体を用いて表面HL

A-A2の安定化度を評価した。 

 引き続きCAR-T細胞の作製を行った。ま

ずクローン#131の他、異なったKDをもつ単

鎖抗体（クローン#4, #9）のcDNAの 3’末部

分にCD28の細胞膜貫通領域、CD3ζ鎖のIT

AMドメインを結合し、「第2世代」のCAR

のレトロウイルスコンストラクトを作製し

た。 

 PrimaryなT細胞は健常人よりインフォー

ムドコンセント後に採取した末梢血より、

磁性ビーズを用いてCD3陽性T細胞に純化し

た。これをCD3-CD28コーティングビーズを

用いて刺激し、48, 72時間後にウイルス上清

で２回感染、IL-2およびIL-7をサイトカイン

として添加した。培養は3-4日おきにヒト血

清メディウムでパッセージを行い、CAR導

入細胞の割合、増殖率を測定した。 

 培養開始14～21日目に必要に応じてCD4、

CD8陽性細胞に分画してから機能解析を行

った。標的としてHLA-A2陽性のT2細胞、H

LA-A*02:01導入K562細胞、マウスB6由来の

EL4にHLA-A*02:01を導入した細胞を用いた。

標的細胞は51Crで標識し、通常の4時間細胞

傷害性試験をおこなった。この際にHA-1H、

HA-1R、他、HLA-A2結合性ペプチドをさま
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ざまな濃度で添加しタイトレーションを行

った。 

2) 単鎖抗体およびCAR-Tが認識に必要な細

胞表面抗原（HLA/ペプチド複合体）密度の

検討： 

 最もKD値の低いクローン#131単鎖抗体を

用いて、T2細胞上に様々な濃度のHA-1Hペ

プチドを添加した場合、実際にどれくらい

のHLA/ペプチド複合体が形成されているか

を検討した。QIFIキット（DAKO）を用い、

表面に結合した抗体分子数が既知の検量用

ビーズと、様々な濃度のHA-1Hをパルスし

たT2を#131-scFV-PEおよび抗PE抗体で標識

し、最後に共通の抗IgG-FITC抗体で蛍光強

度を測り、比較検討した。検量線を作成後、

HLA/ペプチド複合体数に対応するHA-1Hペ

プチド濃度を決定した。さらに、得られた

濃度と#131-scFV CAR-T細胞による認識と

の関係を検討した。 

 さらに単鎖抗体染色による検出感度を上

げることで、実際には低濃度のHA-1Hパル

スでも単鎖抗体が結合できていないかを検

討した。FASERキット（Miltenyi）を用いて

PEの蛍光を10倍以上増幅し、フローサイト

メトリーによる解析を行った。 

3) CAR-T細胞のサイトカイン産生パターン

の検討： 

 昨年度の結果では#131-CAR-T細胞が内在

性にHA-1Hエピトープを発現する細胞を傷

害出来なかった。そこで、#131, #4scFVを

導入したCAR-T細胞とHLA-A*02:01 cDNA

を導入したK562/A2細胞に更にHA-1Hまたは

HA-1R（Allelic variant）をコードするミニ

遺伝子を導入したものと一晩共培養し、上

清中のIFN-、TNF-、IL-2を測定した。 

(c) WT1発現リンパ芽球様細胞株の抗原提示

細胞としての有用性の検証： 

1) ウイルスマイクロRNA発現の有無による

細胞性遺伝子発現変化の網羅的解析： 

プロトタイプウイルスとして汎用されて

いるB95-8株EBウイルスは、22個のBART 

pre miRNAのうち17個のpre miRNAがコード

される約12キロベースの領域を欠損する

「BART欠損ウイルス」である。この領域を

Akata株ゲノム断片で修復した「BART修復

ウイルス」を作製した。「BART欠損ウイル

ス」および「BART修復ウイルス」のBACク

ローンDNAをHEK293細胞へ導入してウイル

ス産生細胞を樹立し、BART miRNAの発現

をノザン法により確認した。BART miRNA

の発現の有無による宿主遺伝子発現変化を

マイクロアレイ法により調べた。 

2) ウイルスマイクロRNAの標的遺伝子候補

の同定、および機能アッセイによる確認： 

ターゲット検索プログラムを用いて、

BART miRNAの標的遺伝子を予測し、上記

マイクロアレイ解析において発現抑制がみ

られる細胞性遺伝子と照らし合わせを行う

ことで、BART miRNAの標的候補遺伝子を

同定した。 

(d) 肺がん転移性脳腫瘍発症における骨髄

由来抑制細胞の役割と治療標的の同定： 

1) マウス肺がん脳転移モデルにおける

MDSCの評価 

動物実験モデルとして以下の 2つを用い

た。まずC57B6野生型マウス脳内に同系肺

がん細胞株LL/2(1 x 105/匹) を移植し、移植

型転移性脳腫瘍モデルを作製した (実験モ

デルA)。またC57B6野生型マウスの心尖部

よりLL/2(1 x 106/匹) を注入し、血行型転移

モデルを作製した (実験モデルB)。一部の

マウスでは LL/2移植前よりアスピリンを経

口投与した。また別のマウスでは、LL/2移

植前後に抗Gr-1抗体投与によりMDSCを除去

した。それぞれのモデルについて、生存率

および腫瘍生着率、フローサイトメトリー

による腫瘍組織内の免疫細胞浸潤、腫瘍微

小環境におけるサイトカイン/ケモカイン等

を評価項目とした。MDSCのマーカーとし

てはCD11b、Ly6G、Ly6Cを用いた。 
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2) 肺がん脳転移症例からのMDSC採取およ

び評価： 

健常人および肺がんの既往がある脳腫瘍

症例より末梢血細胞(PBMC)を採取した。

PBMCよりCD14+CD15-HLA-DRlowの分画を

採取し、mRNAを抽出した。mRNA純度を

確認した上で、Ovation PicoSL WTA System 

V2 (Nugen Technologies)を用いてcDNAを合

成 、 次 い で  SureTag DNA Labeling Kit 

(Aligent) にて蛍光標識後、 SurePrint G3 

Human 8x60K v2 (Agilent) DNAマイクロアレ

イチップとハイブリダイゼーションした。

結果はFeature Extaction Softwareにて検出後、

R Environmentを用いて解析した。臨床検査

項目は、年齢、性別、腫瘍組織系、脳腫瘍

サイズ、脳腫瘍組織系 (直達手術症例)、

NSAID服用歴などとした。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、ヒトゲノム・遺伝子解析研究

に関する倫理指針（平成16年文部科学省・

厚生労働省・経済産業省告示第1号）､臨床

研究に関する倫理指針（平成20年厚生労働

省告示第415号）、厚生労働省の所管する実

施機関における動物実験等の実施に関する

基本指針（平成18年6月1日付厚生労働省大

臣官房厚生科学課長通知）及び申請者が所

属する研究機関で定めた倫理規定等に従っ

て作成した研究計画書を作成し、倫理委員

会の審査・承認を得た後に、担当医による

人権擁護上の配慮、研究方法による研究対

象者に対する不利益、危険性の排除や説明

を実施後書面にて同意を得られた場合のみ

に実施された。 

 

C. 研究結果 

(a) 免疫逃避したがん細胞が提示する新規

腫瘍抗原の同定： 

1) 人工抗原提示細胞（aAPC）の作製： 

 HLA-A*24:02、CD86及び4-1BBLを導入し

たK562細胞は長期間にわたりこれらの蛋白

を発現していた。HLA-A*24:02拘束性に

K562を認識するT細胞株から、限界希釈培

養法にてCTLクローンD12を得た。 

2) CTLが認識する抗原をコードする遺伝子

とエピトープの同定： 

 CTLクローンD12が認識する遺伝子として

HSP90AB1(HSP90)を同定した。短縮した

遺伝子を導入したHEK293T細胞に対する反

応に引き続いて、合成ペプチドを用いた検

討からアミノ酸9個のエピトープを同定した。 

3) D12の標的細胞認識の検討： 

 CTLクローンD12は、HLA-A*24:02拘束性

にK562細胞を認識するが、HLA-A*24:02陽

性の線維芽細胞、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。

EBウイルスでトランスフォームしたBリン

パ芽球も認識しなかった。他のがん種細胞

株への反応性を調べたところ、 HLA-

A*24:02を導入した大腸がん細胞株OUMS23

とPMF-ko14のみを認識した。興味深いこと

に、D12はsiRNA, US6あるいはICP47でTAP

機能を抑制した膵がん細胞株MiaPacaとKP-3, 

および同様の処理をした大腸がん細胞株

HCC-56を認識した。 

(b) マイナー組織適合抗原特異的CTLの解析

と臨床応用： 

1) HLA-A2/HA-1H複合体を認識する異なっ

た親和性を持つCARを遺伝子導入したT細胞

との比較： 

 昨年度は最もKD値の低かった単鎖抗体

（クローン#131）を用いたが、これをT細胞

に導入した場合、scFVとHLA/ペプチド複合

体が強固に結合し過ぎてしまい、マイナー

抗原のような少ない細胞抗原量（10コピー

程度/細胞）の場合、T細胞がRollingによる

連続的な刺激を得ることができないことが、

細胞傷害性を発揮できない理由ではないか

と考えた。そこで#131より約1/30のKD値を

もつクローン#4で同様なCAR-T細胞を作成
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してCARの発現（下図）と機能を検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 次いで、磁性ビーズを用いてCD4、CD8

に分離後に解析したところ、HLA-A2/HA-1

Hテトラマーによる染色性はKD値の低い#4

の方が若干良好であった。次にHA-1Hペプ

チドを添加したT2細胞に対する傷害性を検

討した。その結果CD4陽性の#4 CAR-T細胞

がより強い傷害性を示したものの、低濃度H

A-1Hペプチドパルスにおける認識性は#131、

#4ともに1 nM付近が検出限界であり、差を

認めなかった（下図）。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 このことは、少なくとも30倍程度KDが弱

くなる程度ではCAR-T細胞としての細胞傷

害性に影響を与えず、今後さらにTCRに近

いKD値のscFvを導入したCAR-T細胞で検討

を要すると考えられた。 

2) 単鎖抗体およびCAR-Tが認識に必要な細

胞表面抗原（HLA/ペプチド複合体）密度の

検討： 

 B細胞性腫瘍におけるリツキシマブの標的

となるCD20の発現量は10万コピー/細胞前後

とされ、抗CD20抗体を搭載したCAR-T細胞

にとって標的抗原は十分あると考えられる。

他方、HLA上に提示されたマイナー抗原の

コピー数については、過去の報告でHA-1H

が10コピー/細胞程度とされる。HA-1Hに特

異的なCTLはこのような条件下でも良好な

傷害性を示す。#131 CAR-T細胞では内在性

にHA-1Hを発現する細胞を傷害出来なかっ

たが、他方10nMのペプチドをパルスするこ

とでT2細胞を傷害した（上図）。そこでフ

ローサイトメトリーの染色性（平均蛍光強

度）と細胞あたりのHLA-A2/HA-1H複合体

数の関係を検討した。フローサイトメトリ

ーでシフトとして観察される添加ペプチド

濃度下限は100nM程度であり、10nMではほ

ぼ検出されなかった（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 細胞傷害性試験の結果と比較すると、CA

R-Tとした場合、少なくとも傷害能で検出さ

れる感度はフローサイトメトリーの検出下

限の10倍以上であった。 

 さらにコントロールビーズの染色性との

比較から、T2細胞上のHLA/ペプチド複合体

数を算出した（下表）。 
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 表でSABCが細胞あたりの抗原複合体の分

子数を示す。100 nMで約2000分子、10 nM

で300分子前後であった。すなわちフローサ

イトメトリーの検出下限は2000分子と高く、

CTLでは300分子前後であった。 

 また蛍光増幅を行うと、フローサイトメ

トリーによる検出限界は100nM以下となっ

たが、10nMが限界であった（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) CAR-T細胞のサイトカイン産生パターン

の検討： 

 #131 scFv CAR-T細胞による細胞傷害性

は、エピトープを内在性に発現するHA-1H

またはHA-1R（Allelic variant）をコードす

るミニ遺伝子を導入したK562/A2細胞では示

されなかった（下図、ポジティブコントロ

ールは10nM HA-1HペプチドをパルスしたK

562/A2）。 

 

 これは細胞表面上のコピー数が300個以下

であるためと思われたが、もう１つのCTL

の機能であるサイトカイン産生能について

も検討した。代表的なIFN-産生の結果を示

す（下図）。 

 

 IFN-は#131 scFVを導入したCAR-T細胞

から産生され、その産生はCD4陽性分画の

方が多かった。また#4はIFN-産生能では#1

31に劣るか（CD4分画）、産生出来なかっ

た（CD8分画）。図には示さないが、#4 sc

Fv CAR-T細胞はTNF-およびIL-2産生能で

は#131より良好であった。 

(c) WT1発現リンパ芽球様細胞株の抗原提示

細胞としての有用性の検証： 

1) ウイルスマイクロRNA発現の有無による

細胞性遺伝子発現変化の網羅的解析： 

「 BART 修復ウイルス」を導入した

HEK293 細胞において、修復した BART 

miRNA群の発現を認めた。発現レベルは、

BART miRNAが高発現することで知られて

いる上咽頭がん由来C666-1細胞のそれに匹

敵するレベルであった。マイクロアレイ解

析により、BART miRNA群が発現している

細胞において発現が抑制される細胞性遺伝

子を複数同定した。 

2) ウイルスマイクロRNAの標的遺伝子候補

の同定、およびその確認： 

上記結果、およびBART miRNAのターゲ

ット予測の結果から、標的遺伝子候補とし

てWnt抑制因子の一つに注目した。この遺伝

子の3’-UTRをルシフェレース遺伝子の下流

に連結したレポーター遺伝子を作製し、一

連のBART miRNA mimicと共に細胞に導入

することで、レポーター遺伝子を発現抑制
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するBART miRNAを同定した。またBART 

miRNA mimicを細胞へトランスフェクショ

ンすると、Wnt抑制因子の蛋白質発現が著明

に低下した。 

(d) 肺がん転移性脳腫瘍発症における骨髄

由来抑制細胞の役割と治療標的の同定： 

1) マウス肺がん脳転移モデルの作製： 

モデルAにおいては、アスピリン継続投

与により脳腫瘍生着率の著明な低下および

生存率上昇がみられた。また腫瘍形成した

マウス脳腫瘍組織を採取し、腫瘍内浸潤免

疫細胞を抽出、フローサイトメトリーにて

解析したところ、MDSC腫瘍内集積の著明

な低下を認めた。さらにアスピリン治療群

の腫瘍組織内では、CCL2およびCXCL12ケ

モカインの発現低下があり、それぞれが 

MDSC集積に関わっていると考えられた。

抗Gr-1抗体投与によるMDSC除去マウスでは

著明な生存率上昇がみられた。モデルBにお

いては、アスピリン治療群では転移性脳腫

瘍のみならず、肝・腎・肺への転移頻度の

低下がみられた。 

2) 肺がん脳転移症例からのMDSC採取およ

び評価： 

肺がん転移性脳腫瘍症例では健常人と比

較し、末梢血中のMDSC増加がみられた。

また転移性脳腫瘍症例のMDSCではCD276 

(B7-H3)の発現上昇がみられ、かつNSAID服

用歴との統計学的有意な相関もみられた。 

 

D. 考察 

(a) 免疫逃避したがん細胞が提示する新規

腫瘍抗原の同定： 

 CTLクローンD12は、様々ながんで高発現

していることが知られているHSP90由来の

エピトープを標的とする。HSP90βは、正常

細胞にも蛋白発現がみられるが、今回同定

したHLA-A*24:02拘束性のエピトープは

TAP欠損状態においてのみCTLへ提示され

る。この一見逆説的な現象は以下のように

説明できる。細胞内で産生するHLA結合ペ

プチドの多くは、TAPによって小胞体へ輸

送される。一方、特殊な構造のために、

TAPを介さずに小胞体に輸送されるペプチ

ドも少数ながら存在しており（今回同定し

たエピトープペプチドが相当する）、競合

的に劣勢であるために、HLAに結合するこ

とができないと考えられる。がん細胞にお

いてTAPの発現が低下すると、TAPに依存

しないペプチドが選択的に小胞体内に侵入

できるため、HLAに結合できるようになり、

CTLに提示される。 

正常細胞はTAPを有しており、細胞から

TAPが失われるのは、がん細胞が免疫圧力

から逃れて生き残った場合のみと考えられ

る。すなわち、本エピトープは正常細胞表

面では提示されず、免疫逃避した後のがん

細胞で選択的に提示されていると推論でき

るため、将来の新しい免疫療法の標的とな

り得る可能性がある。今後は、なぜこの

CTLエピトープがTAPに非依存的なのかそ

の構造上の理由を明らかにするとともに、

HLA-A*24:02/HSP90βペプチド複合体を特異

的に認識するモノクローナル抗体を作製し、

正常組織およびがん組織を免疫染色するこ

とで本複合体の分布を検討する予定である。

(b) マイナー組織適合抗原特異的CTLの解析

と臨床応用： 

 本年度はKD値が高すぎることがCAR-Tと

した場合に細胞傷害活性がでない原因なの

か、またどの程度の細胞表面抗原量が今回

作成したHLA-A*02:01拘束性HA-1Hを認識

するTCR-like抗体の検出限度か、そして細

胞傷害活性に加えサイトカイン産生能につ

いて検討を加えた。 

 KD値の検討では、30倍KD値の弱い（TCR

では最大のKD値 10-7Mに相当）#4 scFvを

用いて検討したが、HA-1H特異的CTLとし

てクローニングされたEH6というCTLのよう

な活性は見られなかった。以上のことより、
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高すぎるKD値のためにT細胞に連続的な刺

激が入らないためという仮説は否定的とな

った。CAR-Tは細胞内シグナルドメインは

ζ鎖のITAMだけであり、またHLA/ペプチ

ド複合体とscFv結合部分にTCRで形成され

るような免疫シナプスが形成されるかも不

明であり、今後の検討課題と考えられた。 

 今回のCAR-T細胞が細胞傷害性を発揮す

るには細胞あたり300分子程度の抗原が必要

と判明した。サイトカイン産生能で評価し

た場合は更に1桁以上低い抗原量で反応が出

ていたので、CAR-T細胞のエフェクター相

では抗原量に応じサイトカイン産生＞細胞

傷害活性が発現すると考えられた。フロー

サイトメトリーで検出される下限でもCAR-

Tとすることにより細胞傷害活性が出ること

より、これまで親和性が低いとして断念し

ていた抗体や、抗原量が少ないとして効果

が期待できないと想像された腫瘍でもCAR-

Tとすることで治療効果が期待できると考え

られた。 

 本研究はモデル抗原としてHA-1Hを用い

たが、これはHLA-A2トランスジェニックマ

ウスが入手できたことが主な理由である。

今後は日本人の6割以上が有するHLA-A24に

拘束される抗原エピトープペプチド複合体

を認識する抗体およびCAR-T細胞を開発し、

対象を広げる必要があると考えられた。 

(c) WT1発現リンパ芽球様細胞株の抗原提示

細胞としての有用性の検証： 

「 BART 修復ウイルス」を産生する

HEK293 細胞においては、一連の BART 

miRNA群が発現することで、宿主遺伝子の

発現変化が生じることが判明した。興味深

いことにBART miRNAのターゲット遺伝子

候補として同定されたWnt抑制因子は、上皮

細胞で特異的に高発現する因子であった。

すなわちBART miRNAは、上皮細胞の一種

であるHEK293細胞においてWnt抑制因子に

よるシグナル経路抑制を解除し、結果的に

Wnt経路が活性化されることが明らかになっ

た。こうしたシグナル伝達経路の活性化が、

効率の良い組換えウイルス産生に貢献する

可能性が示された。上皮細胞におけるWntシ

グナル経路の活性化は、発がん過程におい

ても重要であると考えられており、ウイル

スマイクロRNAによる発がん促進という観

点からも注目される。 

(d) 肺がん転移性脳腫瘍発症における骨髄

由来抑制細胞の役割と治療標的の同定： 

マウス実験モデルにより、転移性脳腫瘍

の発症初期にMDSCが組織内に集積し、腫

瘍に有利な微小環境を形成していると考え

られた。また肺がん脳転移症例から得られ

たMDSC解析により、共刺激分子CD276が 

MDSCの免疫抑制機能に関わっていること

が示唆された。 

 

E. 結論 

(a) TAPの欠損または機能不全になった細胞

表面のHLA-A*24:02分子によって提示され

る、HSP90に由来するCTLエピトープを

cDNA発現クローニング法によって同定した。 

本エピトープは、免疫逃避した後のがん細

胞に選択的に提示されていると推察される

ため、将来の新しい免疫療法の標的となり

得る可能性がある。 

(b) HLAに結合したマイナー抗原ペプチドを

認識するTCR-like抗体とCAR-Tを作製し、

その機能、抗体のKD値や抗原量との関係、

エフェクター機能について詳細に解析し、T

CR-like抗体を組み込んだCAR-TがHLA/ペプ

チド複合体を認識することを示した。今後

は実際の抗腫瘍効果やOff-target効果の有無

を検討し、トランスレーションが可能かを

見極める必要がある。 

 (c) 組換えEBV産生細胞の樹立過程におい

て、細胞性遺伝子発現がウイルスのコード

するマイクロRNAによる制御を受ける可能

性が示された。組換えEBVを用いて樹立で
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きるLCLは、各種免疫学的解析において非

常に有用な研究ツールであり、本研究成果

はこうした実験系のさらなる改良に資する

ものと考えられた。 

(d) 肺がん転移性脳腫瘍発症では MDSC増

加および腫瘍床への集積がおこり、転移性

腫瘍生着に有利な微小環境を形成している。

転移性脳腫瘍発症制御のためには、従来の

抗癌剤治療に加え、MDSC除去を目的とし

た新規治療法の可能性が示唆され、その 

MDSC特異的標的分子としてCD276が考えら

れた。 
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