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免疫逃避したがん細胞が提示する新規腫瘍抗原の同定 
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研究要旨 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

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。  

A. 研究目的 

 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。 
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B. 研究方法 

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IFNγ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。 

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IFNγをELISA

法にて測定した。 

 

 本研究計画は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) 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。 

 

D. 考察 

 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、
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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。  

 

E. 結論 

 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。 
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