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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。平成22

年度から25年度に得られた研究成果として、(a)人工抗原提示細胞を使った新

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)WT1発現リンパ芽球様細胞株(lymphpblastoid cell line, LCL)の抗原提示細胞

としての有用性の検証ならびに(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)免疫療法の基盤研究として、がん細胞を傷害するCTLの誘導とその標的

抗原の同定が最も重要である。CTL誘導するのに必要とされるがん細胞株を

樹立しにくい膵がん、肺がんなどではCTL標的抗原の同定が遅れている。免

疫療法に有用なCTL標的抗原を新規に同定するために、アロ反応を回避でき

る汎用性の高い人工抗原提示細胞（artificial antigen presenting cell, aAPC）シ

ステムの構築をした。まず、HLAを表面に発現していないK562細胞にHLA-

A*24:02、CD86および4-1BBLを導入しaAPCを作製した。次に、HLA-A*24:02

陰性の卵巣がん細胞株であるTOV21G細胞にHLA発現を抑制するsiRNA部位

のコドン変換をしたHLA-A*24:02とCD86を予め導入しておき、さらにHLA-

A, B及びCw遺伝子の共通配列部位に相補的な３種類のsiRNA処理を加えるこ

とにより、HLA-A*24:02分子のみ発現するaAPCを作製した。HLA-A*24:02陽

性成人のCD8+T細胞をこれらのaAPCで刺激して、HLA-A*24:02拘束性にK562

細胞あるいはTOV21G細胞を認識するが、HLA-A*24:02陽性の線維芽細胞株

やLCLなどの正常細胞は認識しないCTLクローンを複数樹立した。各aAPCの

mRNAから作製したcDNAライブラリーを用いた発現クローニング法にて、

CTLクローン16F3、D12（以上K562を認識）と、D2（TOV21Gを認識）が標

的とする遺伝子を決定しエピトープのペプチドを同定した。また、エピトー

プ提示機構について詳しい解析を行った。 

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 puromycin-sensitive 

aminopeptidase (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
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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。正常細胞に飢餓状態で培養、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。この結果は、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。 

CTLクローン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heat shock protein(HSP)90β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。 

CTLクローンD2が認識する抗原遺伝子claudin-1と、CTLのエピトープのア

ミノ酸配列、RYEFGQALFを同定した。claudin-1は、正常気管支上皮細胞株

(NHBE)にも発現しており、クローンD2はNHBEを若干傷害した。今回同定し

たエピトープに対するT細胞応答は、肺がん患者や自己免疫性肺傷害患者に

おいて惹起されている可能性が示唆された。 

 (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は確立された治

療法であるが、移植後再発は依然として大きな問題である。同種移植では移

植片対宿主病（graft-versus-host disease, GVHD）が予後にかかわる重大な合併

症であり、GVHDを起こさずに選択的な移植片対白血病（graft-versus-

leukemia/lymphoma, GVL）効果を誘導する抗原特異的免疫療法は一つの解決
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策となる。GVL効果の標的として、不適合HLA分子、マイナー組織適合抗

原、腫瘍抗原などが考えられる。これらの標的がどのような強さや割合で

GVL効果に寄与しているかの検討するために、これまでに同定された造血器

腫瘍に比較的高発現するHLA-A*02:01およびHLA-A*24:02によって提示され

る腫瘍抗原エピトープを産生するようなミニジーンを移植ドナーの末梢血B

細胞由来の活性化B細胞およびLCLにミニジーンを遺伝子導入した。これらを

移植後の患者末梢血T細胞に対する抗原提示細胞、細胞傷害性試験の標的細

胞とした。これ以外に移植前の患者末梢血由来の活性化B細胞およびLCLをマ

イナー組織適合抗原の抗原提示細胞、細胞傷害性試験の標的細胞とした。マ

イナー組織適合抗原に対するCD8+T細胞の前駆体頻度は移植後100日前後、半

年ともに認められたが、腫瘍抗原に対する反応は検出限界以下であり、少な

くとも２症例において、移植後早期の免疫反応の標的はマイナー組織適合抗

原であることが示唆された。 

移植後再発を予防する目的で、選択的GVL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用いたペプチドワクチ

ン臨床試験を実施した。80例以上について適格性の検討を行い、計8例に接種

した。評価可能症例では、接種したマイナー抗原へのCTL反応が増強された

例もあった。 

ワクチンは能動免疫であり、一般に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。移植例に

適用できるモデル抗原としてHLA-A*02:01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を作製し、この抗体分子にてchimeric antigen 

receptor (CAR)-T細胞を作製し、その特異性、細胞傷害性について詳細に検討

した。その結果、得られた抗体は10-9Mレベルの平衡乖離定数（KD）値を発

揮するものの、CAR-T細胞の傷害性は標的抗原上の抗原量に依存し、通常の

TCRを用いた認識と異なりCD8を補助分子として使っていない可能性が考え

られた。さらに、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LCLは抗原提示細胞として機能することが知られてい

る。本研究では、組換えEBV産生の技術を応用することで、広くがん細胞に

高発現しているがん抗原であるWT1抗原を発現するLCLを樹立し、その抗原

提示細胞としての有用性を検証した。その結果、WT1抗原を恒常発現しつつ

ex vivoで大量増殖可能なLCL(WT1-LCL)が樹立できた。樹立したWT1-LCLは

WT1抗原特異的CTLによりHLA拘束性に細胞溶解を起こすことから、WT1蛋
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白質がペプチドにプロセシングされて抗原提示されていることが確認でき

た。またWT1-LCLを抗原提示細胞として用いたCTL誘導実験において、WT1

特異的CTLの誘導が確認された。以上の結果より、組換えEBVを用いて樹立

可能ながん抗原発現LCLの抗原提示細胞としての有用性が示された。また、

EBV未感染者ドナーより供与された末梢血単核球を用いた実験もおこなっ

た。EBV未感染ドナー由来のWT1発現LCLを抗原提示細胞として同一ドナー

由来の末梢血単核球を刺激する実験を行なったところ、予想通りEBV抗原特

異的CTLの増幅は最小限に抑えられた。よって本方法は、特にEBV未感染者

におけるWT1特異的CTL誘導において有効である可能性が示された。さら

に、この技術の基盤となる組換えEBV産生細胞樹立の効率化をめざした研究

を行った。その結果、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、HEK293

細胞へ導入後の薬剤選択によるウイルス産生細胞樹立の効率が、従来のBAC

クローンと比べて著明に改善することを見出した。修復領域には多数のウイ

ルス由来マイクロRNAがコードされており、そのターゲットとして上皮細胞

特異的に発現する遺伝子を同定した。これらのマイクロRNAの発現が効率の

良いウイルス産生細胞の樹立に寄与する可能性が考えられた。この新規BAC

クローンを用いた組換えウイルス産生系により、がん抗原等を発現するLCL

の樹立が、より迅速化、効率化すると期待された。 

(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; 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 

神田 輝 愛知県がんｾﾝﾀｰ研究所 室長 

赤塚美樹 藤田保健衛生大学   準教授 

岡村文子 愛知県がんｾﾝﾀｰ研究所 研究員 

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。このため、細胞株を樹立しにくい

タイプのがんではCTL標的抗原の同定が遅

れている。他の患者から樹立されたがん細
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胞株を抗原提示細胞として使用すると、一

致していないHLAに対する強いアロ反応が

CTLの誘導を阻害する。 

アロ反応を回避できる汎用性の高い人工

抗原提示細胞（aAPC）システムの構築を試

みている。平成21年度は、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aAPCを作製した。このaAPCを使

用してHLA-A*24:02拘束性にK562細胞およ

びがん細胞株を認識するCTLを樹立し、抗

原とそのエピトープ領域を同定した。CTL

クローン16F3とD12は、それぞれpuromycin-

sensitive aminopeptidase (PSA) お よ び heat 

shock protein (HSP)90由来のペプチドを認識

する。いずれのクローンも、K562細胞に加

えていくつかのがん細胞株を認識するが、

正常細胞は認識しない。標的抗原のPSAお

よびHSP90の発現は、がん細胞に限定して

いるわけではないので、これらのエピトー

プ生成にはがん細胞固有の抗原処理機構が

関与している可能性がある。その分子機構

について詳細な検討を行った。 

 K562細胞は、細胞表面にHLAを発現して

いないため、目的のHLA分子を単独で発現

させることは容易である。他の多くのがん

細胞株においては、もともと自身のHLA分

子を細胞表面に発現しているため、そのま

までは目的のHLA分子を単独で発現させる

ことができない。この問題を解決すれば、

がん細胞を傷害するCTLを得るためのaAPC

システムを他のがん種に拡げることができ

る。この目的で、以下の検討を行った。1) 

siRNAによる細胞本来のHLAの発現を抑制、

2) そのsiRNA部位のコドン変換をしたHLA-

A*24:02 cDNAを、レンチウイルスベクター

を用いて導入、3) 1)と2)を組み合わせること

により、目的のHLA-A*24:02のみを発現す

るaAPCを作製、4) HLA-A*24:02拘束性の

CTLの誘導。本方法の有効性は卵巣がん細

胞株TOV21Gで検討した。このHLA改変

TOV21G細胞を用いて誘導したHLA-A*24:02

拘束性CTLクローンD2の認識する抗原遺伝

子と、そのエピトープ部位のアミノ酸配列

を決定した。 

 (b) 同種造血細胞移植は、造血器腫瘍に対

して確立された治療である。しかし再発ハ

イリスク造血器腫瘍患者における再発率は2

0～50％と高率であり、その多くが死亡して

いる。従って、移植成績の更なる向上が、

同種造血細胞移植が今後とも医療として成

り立つために求められている。我々はHLA

以外の同種（アロ）抗原であるマイナー抗

原に着目して、ワクチン療法および養子免

疫療法についてトランスレーション研究を

行っている。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、非自己

抗原ゆえ強い抗原性が期待されている。同

種造血細胞移植後にはドナーのリンパ球が

マイナー組織適合抗原を標的とする移植片

対白血病(GVL)効果を誘導し原病の治癒をも

たらすと考えられている。他方、WT1など

の腫瘍抗原に対する免疫反応もGVL効果に

関与するという報告がなされつつある。し

かし、これまでこれら２つの抗原系のどち

らが有意であるかを同時に解析した報告は

ほとんど無い。抗原特異的免疫反応を評価

するにあたり、最近ではHLAマルチマーを

用いたフローサイトメトリー法が多用され

ているが、同時に多くの抗原を評価するの

は困難である。他方、古典的な限界希釈法

によるT細胞前駆体頻度の測定は、感度がH

LAテトラマー法より10分の１劣るとされる

が、in vitroの培養を伴うにも関わらずほぼ

正確に体内での頻度を推定しうる。そこで

本研究ではこれまでに同定された造血器腫

瘍に比較的高発現するHLA-A*02:01およびH

LA-A*24:02によって提示される腫瘍抗原エ

ピトープを産生するようなミニジーンを移
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植ドナーの末梢血B細胞由来の活性化B細胞

およびEpstein-Barr virus(EBV)感染Bリンパ

芽球（lymphoblastoid cell line、LCL）にミ

ニジーンを遺伝子導入し、移植後の患者末

梢血T細胞に対する抗原提示細胞、細胞傷害

性試験の標的細胞とした。またマイナー組

織適合抗原に対する包括的なT細胞前駆体頻

度の測定では、患者の移植前に採取した末

梢血単核球と、それより作製した活性化B細

胞およびLCLを用いた。これら２つの評価

を同時に行うことで、どの抗原を移植後ど

の時期に免疫標的とすると効果的かを究明

することを目標とした。 

血液系細胞にのみ発現する分化抗原上の

多形部位を含むペプチド（マイナー抗原）

がHLA上に発現されると、GVHDよりもGV

L効果を選択的に誘導できると考え、マイナ

ー抗原ペプチドをワクチンとして移植後再

発例もしくは再発ハイリスク例に治療・予

防ワクチンとして投与する臨床試験を企画

した。 

移植から長期間が経過すると、マイナー

抗原に反応するCTL前駆体が減少してしま

うため、ワクチンのみならず、養子細胞療

法的なアプローチも並行して検討を始めた。

すなわち、HA-1Hマイナー抗原ペプチド＋H

LA-A*02:01複合体を認識する“TCR様”抗体

をもとに、これにCD28-CD3ζ鎖を結合しT細

胞に導入したCAR-T細胞の機能を解析し、

その臨床応用の可能性、問題点を検討した。 

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 

(c) 担癌患者の生体内には、がん細胞に対す

る特異的免疫応答が存在する。こうした免

疫応答を強化することで、がん細胞の増殖

抑制を図るのが癌の免疫療法である。そこ

でがん細胞に特異的に発現しているがん抗

原（腫瘍特異抗原）の同定がすすんでいる。

一方で、同定したがん抗原を抗原提示する

抗原提示細胞の樹立も一つの大きな課題で

ある。 

われわれは、EBV関連腫瘍において既に

臨床応用されている免疫治療法に着目した。

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、健常成人の大多

数に潜伏持続感染している。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LCLは、EBV抗原の抗原

提示細胞として機能し、これを用いてEBV

抗原を標的とするCTLを体外において効率

良く誘導・増幅できることが報告されてい

る。LCLを抗原提示細胞として用いたCTL

誘導法は、EBV関連腫瘍の治療法として既

に臨床応用されているものであり、体外で

増幅したCTLの輸注に際しての安全確認の

プロトコールが米国において既に確立して

いる。 

したがって、LCLにがん抗原を恒常発現

すれば、LCLの持つ抗原提示能により、体

外においてがん抗原を標的とする細胞性免

疫を誘導、もしくは増幅できるのではない

かと考えられる。しかし従来の方法では

LCLにがん抗原を効率よく恒常発現させる

のは技術的に困難であった。 

そこでわれわれはBAC(Bacterial Artificial 

Chromosome)システムによる組換えEBV産生

法を開発した(Kanda et al.  J . Virol. 78:7004-

7015, 2004)。この方法においては、EBVゲ

ノム全長を保持したBACクローンを用いて、

ウイルスゲノム上へ任意の外来遺伝子を迅

速・かつ確実に挿入できる。こうしてあら

かじめEBVゲノム上にがん抗原遺伝子を組

み込んだ組換えEBVを用いてLCLの樹立を

行うと、不死化する細胞はほぼ100%がん抗

原を発現すると期待される。しかもLCLに
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おいては活性化Bリンパ球特有の表面マーカ

ー、共刺激分子が発現するため、抗原提示

能を保持しつつ増殖することが保証されて

いる。 

本研究では、研究対象とするがん抗原と

して、固形癌、造血器腫瘍を問わず幅広く

高発現している癌抗原であるWT1(Wilms’ 

tumor 1, ウィルムス腫瘍原因遺伝子)を選択

した。すなわち1)WT1遺伝子組込み組み換

えEBVによる健常人ドナー由来LCL樹立、2)

樹立したLCLにおけるWT1抗原提示の確認、

3)WT1発現LCLの抗原提示細胞としての有

効性の検証を目的として研究を行なった。 

こうした手法を様々ながん抗原について

応用していく上で障壁になるのは、組換

EBV産生細胞を樹立する過程において、得

られる細胞クローンごとにウイルス産生能

が異なるという点が挙げられる。すなわち

BACクローンをHEK293細胞に導入後、ハイ

グロマイシン選択して得られる薬剤耐性ク

ローンのうち、ごく一部の細胞クローンが

高力価組換えウイルスを産生するため、こ

うした細胞クローンを多くの薬剤耐性クロ

ーンの中から選別することが必要である。

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。そこで最終年度には、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
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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。 

 

B. 研究方法 

(a) 人工抗原提示細胞(aAPC)を使った新規

腫瘍抗原の同定： 

1) 人工抗原提示細胞（aAPC）の作製： 

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。 

 卵巣がん明細胞株TOV21GのHLA改変は

以下の方法で行った。まず、HLA class-I遺

伝子のエクソン部位の中で、HLA-A、Bお

よびCw座に共通な配列部位に結合する3個

のsiRNAを作製した。この内、2個は既に報

告されている配列を使用した (Transplant 

Proc 2007, Molecular therapy 2005)。１個は、

我々で独自に同定した配列を用いた（未発

表）。これらのsiRNA結合部位のコドンを

変換したHLA-A*24:02 cDNAを、レンチウイ

ルスベクターを用いてHLA-A24陰性の卵巣

がん明細胞株TOV21Gに導入した。コドン

を変換したHLA-A*24:02 cDNAとCD86分子

をレンチウイルスベクターで導入した

TOV21G細胞に、内在HLAの発現を抑制す

る３個のsiRNAを一過性にトランスフェク

ションしてaAPCを作製した。CTLの誘導を

助けるためにCD86分子もレンチウイルスベ

クターで導入した。細胞表面のHLAおよび

CD86分子の発現は蛍光色素ラベル抗体で染

色後、フローサイトメーターで解析した。  

2) CTLの誘導： 

HLA-A*24:02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。TOV21G細胞、コドン変換していない

HLA-A*24:02を導入したTOV21G細胞への反

応性をIFN-γキャッチ法にて測定した。 

 CTLクローンは限界希釈培養法にて樹立

した。クローンの傷害性および特異性の判

定は、TOV21G細胞およびHLA-A*24:02導入

TOV21G細胞に加え他の卵巣がん細胞株、

およびHLA-A*24:02陽性の線維芽細胞や

LCLおよび正常気管支上皮から樹立された

細胞株NHBEなどを標的としたクロム放出試

験にて検討した。 

3) CTLが認識する抗原をコードする遺伝子

の同定： 

 K562細胞あるいはTOV21G細胞のmRNA

からcDNAライブラリーを作製した。HLA-

A*24:02を発現するHEK293T細胞にcDNAラ

イブラリーのプラスミッドを一過性に導入

し、CTLと24時間培養した。CTLから分泌

された上清中の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。 

4) 標的細胞のオートファジー誘導とCTLク

ローン16F3の認識との関係の検討： 

 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IFN-γを指標にした。 

5) CTLクローン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、
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HLA-A*24:02陽性の線維芽細胞や正常ヒト

気管支上皮細胞、LCL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) マイナー抗原ワクチンの臨床試験： 

HLA-A*24:02、HLA-A*02:01、HLA-A*02:

06、HLA-B*44:03拘束性の５種類のエピト

ープペプチド（ACC-1Y、ACC-1C、HA-1H、

ACC-2、ACC-6）がワクチンとして準備さ

れている。少なくともこれらHLAアリルを

ドナー、患者間で共有し、マイナー抗原が

成立するGVL方向の不適合移植を受けた患

者で適格基準を満たすものをリクルートし

て、説明と同意の後、５回ワクチン接種す

ることを目標とした。３回以上ワクチンが

接種できた症例を評価可能とした。 

2) 腫瘍抗原ミニジーン発現ベクターおよび

抗原提示細胞の構築： 

 造血器腫瘍で発現が亢進し、免疫標的と

なることが報告されているHLA-A*24:02お

よびHLA-A*02:01拘束性のエピトープを対

象とした。これらのC末端にはオリジナルの

アミノ酸を最低５残基残した状態で、全て

の拡大エピトープをコードする塩基配列をi

n frameで生化学的にタンデムに結合した。

シーケンスにて配列を確認後、さらにNGFR

を共発現できるようなレトロウイルスベク

ターに組み込み、GALV-Phoenixパッケージ

ング細胞にトランスフェクションし、プロ

デューサーとした。 

 CD40Lを恒常的に発現するマウスNIH-3T3

細胞を移植ドナーおよび患者末梢血B細胞培

養のフィーダー細胞とした。照射したフィ

ーダー細胞上に末梢血単核球を蒔き、IL-4

を添加し、B細胞が集塊を形成して増えて来

るまで反復刺激した。患者移植前B細胞はこ

の段階で一旦凍結保存した。ドナーB細胞は、

先に用意した腫瘍抗原ミニジーンレトロウ

イルスベクターをレトロネクチン法にて感

染し、必要に応じてNGFR発現細胞をポジテ

ィブセレクションし濃縮し、その後凍結保

存した。 

3) 前駆体頻度解析と細胞傷害性試験： 

 移植後に試験計画に沿って凍結保存され

た末梢血単核球を解凍し、MACSシステム

によってCD8+T細胞を純化した。次いで96

ウェル丸底プレートのA行12ウェルに均等に

CD8+T細胞を蒔き、B→H行まで２倍ずつ段

階希釈した。これを２枚ペアで作成した。

片方のプレートの全ウェルには移植前の患

者末梢血単核球細胞または活性化B細胞（33

Gy照射）、もう１つのプレートにはミニジ

ーンを導入したドナー活性化B細胞（33Gy

照射）を刺激細胞として添加した。ミニジ

ーン導入が不十分な場合は、該当するHLA

型に拘束される腫瘍抗原ペプチドを活性化B

細胞にパルスしてから用いた。 

 培養液は3-4日おきに半量交換し、IL-2を

添加した。解析に十分な細胞が得られるま

で7～10日おきに反復抗原刺激を同様に行っ

た。 

 患者移植前末梢血由来のPHA活性化T細胞、

ドナーミニジーン導入LCLをそれぞれマイ

ナー組織適合抗原、腫瘍抗原を提示する標

的細胞として用いた。陰性コントロールと

してドナー由来細胞を用いた。細胞は3.7KB

qの51Crにより標識した。培養プレートはマ

ルチチャンネルピペットにて４つのレプリ

カを作成し、ここにそれぞれ陰性コントロ
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ールおよび評価する抗原提示標的細胞を蒔

き、４時間後に上清に遊離する51Crを測定し

た。T細胞前駆体頻度の測定にはL-Calc soft

ware (StemCell Technologies)を用いた。 

4) HLA-A*02:01/HA-1H複合体を認識する単

鎖 抗 体 の 樹 立 と こ の Chimeric Antigen 

Receptor（CAR）を遺伝子導入したT細胞の

作製： 

HLA-A*02:01/HA-1H-テトラマーと陰性コ

ントロールとしてHLA-A*02:01/MAGEA3-テ

トラマーを使用した。HLA-A*02:01/HA-1H-

テトラマーはMontanideアジュバントとエマ

ルジョンを形成後、B6マウス皮下に投与し

た。３回免疫後に脾細胞を取り出し、研究

協力者の赤堀らがpharge display システムを

用いてHLA-A*02:01/HA-1H複合体に特異的

な単鎖抗体として樹立した。この抗体をビ

オチン化し、ストレプトアビジン-PEを用い

てテトラマーとした。HLA-A2陽性、TAP欠

損T2細胞にHA-1H、その抗原陰性カウンタ

ーパートのHA-1R、その他のペプチドを添

加し、抗体との反応性を評価した。これの

単鎖抗体のうちKD値が最も低いクローン

#131の他、異なったKDをもつ単鎖抗体（ク

ローン#4, #9）の単鎖部分のcDNAに、CD28

の細胞膜貫通領域、CD3ζ鎖のITAMドメイ

ンを結合し、CARのコンストラクトを作製

した。ベクターはLZRSpBMNZを基本骨格

に用いた。パッケージング細胞として

FHCRCのToppらが作製したPhoenix-Galvを

用いた。 

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ないしはCD8に純

化した。これを当初はCD3抗体単独、つい

でCD3-CD28コーティングビーズを用いて刺

激した。ウイルスベクターの感染は刺激後

48, 72時間後の２回を基本に行い、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日目に機能解析を行った。

標的としてHLA-A*02:01陽性のT2細胞、

HLA-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、Flu-A（インフルエンザA

由来）、HA-1Q（マウスのHA-1カウンター

パート）ペプチドをさまざまな濃度で添加

しタイトレーションを行った。 

5) 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。 

6) 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
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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LCLの抗原提示細胞としての有

用性の検証： 

1) WT1抗原発現LCLの樹立： 

WT1発現LCLの樹立は、最近確立した新

しい組換えEBV産生システムにより行った。

すなわちEBV(B95-8株)ゲノム全長（約175 

kb）を、BACベクターにクローン化して、

これを大腸菌内相同組換え法により改変し

てWT1遺伝子の発現カセットを組み込んだ。

得られたBACクローンDNAをヒト293細胞に

導入して、WT1遺伝子組込みEBVを産生し

た。この組換えEBVを、インフォームドコ

ンセントを得た上で採取した健常人ドナー

２名(HLA型 A24：１名、A26/A33：１名)由

来の末梢血単核球 (PBMC)に感染させるこ

とで、LCLの樹立を行なった。 

2) WT1抗原発現LCLにおけるWT1抗原提示

およびHLA拘束性の確認： 

 ドナー１名（HLA型 A*24:02）から樹立

したWT1発現LCLについて、WT1抗原がプ

ロセシングされて提示されているか否かを

確認した。エフェクター細胞として、WT1

特異的CTL（HLA型A*24:02拘束性WT1抗原

特異的T細胞受容体をTリンパ球に遺伝子導

入して作製したもの愛媛大学・タカラバイ

オ㈱との共同研究）を用いた。 

一方で別のドナー(HLA型 A26/33)から樹

立したWT1発現LCLをターゲット細胞とし

て、同様のアッセイを行ない、HLA拘束性

の有無を調べた。 

3) WT1発現LCLを用いたCTL誘導の試み： 

WT1発現LCLの抗原提示細胞としての有

用性を以下の二つの方法により調べた第一

の方法として、健常人ドナー(A*24:02)由来

のWT1発現LCLと同一人由来のPBMCの共培

養を３週間行なった。そこで第二の方法と

して、以下を行なった。すなわち健常人ド

ナー (A*24:02)由来CD8+T細胞に対して、

WT1235-243(CMTWNQMNL)ペプチドをパルス

した同一ドナー由来の成熟樹状細胞による

前刺激を２回加えた後に、抗原提示細胞を

WT1発現LCLに変えて、さらに１週間培養

した。1) WT1抗原発現LCLの樹立： 

インフォームドコンセントを得た上で採

取したEBV未感染健常人ドナー1名(HLA型 

A24/11)由来のPBMCにWT1遺伝子組込み

EBVを感染させることで、WT1発現LCLの

樹立を行なった。コントロールとして

GFP(green fluorescent protein)遺伝子組込み

EBVを同様に感染させることで、GFP発現

LCLを樹立した。 

4) 欠失領域を修復したEBVの作製およびウ

イルスマイクロRNAと細胞性遺伝子発現解

析： 

プロトタイプウイルスとして汎用されて

いる B95-8 株 EBV 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。こ

の領域をAkata株ゲノム断片で修復したBAC

クローンを作製した。このDNAをHEK293細

胞へ導入し、ハイグロマイシン選択した。

得られた複数の薬剤耐性細胞クローンに対

して、ウイルス産生のスイッチ遺伝子であ

るBZLF1遺伝子を導入し、ウイルスの初期

遺伝子、後期遺伝子の発現を調べた。また

得られた細胞上清を用いて、Bリンパ球系細

胞への感染実験を行った。さらに末梢血Bリ

ンパ球へ感染させて、トランスフォーム活

性を調べた。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差異をマイクロ

アレイ法により調べた。 

5) 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、
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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。 

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 

(a) 人工抗原提示細胞を使った新規腫瘍抗

原の同定： 

1) 人工抗原提示細胞（aAPC）の作製： 

 TOV21G細胞にHLAクラスI分子に特異的

な3種のsiRNAを導入すると、3から5日後に

は、表面のHLAクラスI分子の発現はほぼ完

全に消失した。siRNA結合部位のコドンを

変 換 し た HLA-A*2402cDNA を 導 入 し た

TOV21G細胞に、これらのsiRNAを導入する

と、HLA-A*24:02分子の発現は低下するこ

となく、むしろ増強した。 

2) CTLの誘導： 

K562から作成したaAPCを使用して、CTL

クローン16F3とD12を樹立した。両者とも、

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NHBEおよびLCL

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、D12

はHLA-A*24:02を導入した大腸がん細胞株

OUMS23とPMF-ko14を認識した。 

 コドンを変換したHLA-A*24:02及びCD86 

を導入したTOV21G細胞を用いて刺激した

CD8+T細胞株は、野生型HLA-A*24:02を導入

したTOV21G細胞に対してIFN-を産生した

が、元のTOV21G細胞、HLA-A*24:02陽性の
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線維芽細胞およびLCLに対してはIFN-を産

生しなかった。このCD8+T細胞株を限界希

釈培養し、CTLクローンD2を樹立した。D2

は、HLA-A*24:02導入TOV21G細胞のみなら

ず、HLA-A*24:02陽性の卵巣明細胞がん細

胞株、RMGIと IIおよびHLA-A*24:02導入

KOC7C 細胞 を強く傷 害したが 、 HLA-

A*24:02陽性の線維芽細胞およびLCLは傷害

しなかった。NHBEは、弱いながらクローン

D2に傷害を受けた。 

3) CTLが認識する抗原をコードする遺伝子

の同定： 

ク ロ ー ン 16F3 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。 

 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。 

 クローンD2はclaudin-1がコードする遺伝

子産物を認識していた。5’および3’側から短

縮したcDNA発現プラスミッドと合成ペプチ

ドを用いた検討により、CTLエピトープの

アミノ酸配列をRYEFGQALFと決定した。

合成ペプチドは数nMの濃度までD2に認識さ

れた。 

4) 標的細胞のオートファジー誘導とCTLク

ローン16F3の認識との関係の検討： 

 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

性型K-ras導入法を用いた場合のみ上清中に

IFN-γ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。 

5) CTLクローン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。

LCLも認識しなかった。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。処理をしていない親株細胞

はいずれも認識されなかった。 

 (b) 同種造血細胞移植後の再発予防のため

の免疫療法の開発に関する研究： 

1) マイナー抗原ワクチンの臨床試験： 

 マイナー抗原ペプチドを用いた移植後再

発造血器腫瘍に対するワクチン療法臨床研

究については、平成25年3月末の時点で90症

例のリクルートを終え、内14例がマイナー

抗原ミスマッチ適応であった。悪性リンパ

腫の移植後再発例１例に対しペプチドワク

チン(300μg)を投与した。有害事象は認めな

かったものの、接種途中でProgressive diseas

eとなり、試験の中断を余儀なくされた。適

格基準は満たされていたものの、腫瘍の急

速な進展が予想される症例のリクルートに

ついて課題を残した。  

2) 腫瘍抗原ミニジーン発現ベクターおよび

抗原提示細胞の構築： 

 ミニジーンはタンデムに結合されており、
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プロテアソームに正しく認識されC末端が切

り出されるように５アミノ酸残基を付加し

た。しかし、このような複雑なミニジーン

はこれまで報告がないため、エピトープが

正しく産生されHLA分子に提示されている

かをまず確認した。 

 過去に当研究室で樹立されたtelomerase re

verse transcriptase (hTERT) 由来のHLA-A*2

4:02拘束性CTLクローン（Int J  Cancer. 110

:403-12, 2004.）およびepithelial cell adhesio

n molecule (Ep-CAM) 由来のHLA-A*24:02

拘束性CTLクローン（Tissue Antigens. 64:65

0-9, 2004.）、他を用いた細胞傷害性試験を

行った。HLA-A*24:02陽性のLCL#2は傷害

を受けなかったが、ミニジーン発現ベクタ

ー（以下、TAA）を感染させたLCL#2/TAA

は２つのCTLで良好に認識された。しかしH

LA-A*24:02拘束性WT-1エピトープ特異的T

AK-1 CTLはLCL#2/TAAを傷害出来なかっ

た。この原因としてTAK-1が長期培養の結

果senescence状態であったこと、エフェクタ

ー／標的比率が高く取れなかったこと、WT

-1エピトープが改変型でなく、天然型（第

２番目のアミノ酸がMet）であったことが考

えられた。他のエピトープについては良好

なCTLクローンがなく検討が出来なかった。 

 以上から、タンデムに結合したミニジー

ンは機能しているものと考え以下の実験に

進んだ。 

3) 前駆体頻度解析と細胞傷害性試験： 

  予後不良悪性リンパ腫に対してHLA一致

（A*24:02/31:01, B*40:07/56:01, Cw*04:01/-

）、性不一致同胞より骨髄移植を受けた患

者末梢血（移植前、移植後 105日目、180日

目）のCD8+細胞について限界希釈を行い、

それぞれ患者の移植前末梢血単核球細胞

（マイナー組織適合抗原刺激）、ドナーミ

ニジーン導入活性化B細胞で３回刺激後、51

Cr遊離試験を行った。その結果、既知の腫

瘍抗原に対するCTL反応は移植ドナーにつ

いては認められた（1/123,315）ものの、移

植後は検出されなかったのに対し、マイナ

ー抗原に対するCTL前駆体頻度は、移植後1

05日目で1/47,883、180日目で1/45,500の頻度

であった。 

 ２例目（Ph陽性ALL, HLA同胞肝移植、H

LA-A*02:01/02:10, B*35:01/40:06,  C*03:03 

/08:01）においても移植後１年目まで同様な

傾向を認めたが、ドナーにおいても既知の

腫瘍抗原に反応するCTL前駆体は検出でき

なかった。 

4) HLA-A2/HA-1H複合体を認識する単鎖抗

体の樹立とこのChimeric Antigen Receptor

（CAR）を遺伝子導入したT細胞の作製： 

 単鎖抗体（クローン#131）をビオチン化

した後streptavidin-PEを用いてテトラマー抗

体化した。T2細胞にHA-1H、陰性コントロ

ールとしてFlu-Aを10倍希釈しつつ添加し、

抗体での染色性を目安にMean fluorescence i

ntensity（MFI）で検討した。HA-1Hはペプ

チド濃度100nM以上で濃度依存性に検出さ

れたが、Flu-Aは1,000倍の100μMでも全く染

色されなかった。HA-1Rペプチドの場合も1

00μMでの若干の染色以外、Flu-Aと同様な

結果であった。以上より、#131抗体はHLA-

A*02:01に反応するのではなく、HLA-A*02:

01に結合したペプチドとの複合体に反応し

ていると考えられた。 

第2世代のCARは、臨床試験でcytokine sy

ndromeを誘導し死亡例も報告されていたた

め、現在の主流である第2世代のCARを樹立

することとした。すなわち、#131のC末端の

IgG4定状領域を除去し、CD28膜貫通領域と

CD3-ζのITAM領域をPCR法にて合成し、構

築したレトロベクターに組み込んだ。レト

ロベクターはPhoenix-GPパッケージング細

胞にGalvのエンベロープを導入したPhoenix-

Glavパッケージング細胞導入し、puromycin

で選択後、その上清をCD3/28で刺激したpri

mary CD8+T細胞に感染し、さらに増殖させ
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た（CD8/#131-28zと命名）。２週間に約90

倍増幅した。並行してHLA-A*02:01/HA-1H-

テトラマーで染色される遺伝子導入細胞の

割合を測定したが、導入効率はほぼ95％以

上、感染細胞の増幅は非導入細胞と差はな

かった。 

 ついでT2にペプチドを各パルスして、細

胞傷害性試験を行った。エフェクター／タ

ーゲット比は10前後であった。陽性コント

ロールCTL として、HA-1H陰性健常人から

過去に樹立したEH6-CTLを用いた。EH6-CT

LはHA-1Hを10pMまで認識したが、CD8/#13

1-28zは1nM以下では細胞傷害性が検出され

なくなり、100倍程度のavidityの差があった。

面白いことにCD8/#131-28zはHA-1Qに対し

てHA-1Hよりも強く反応した。しかし、B6

由来EL4にHLA-A*02:01を導入した細胞には

傷害性を与えなかった。 

上記は、KD値の低かった単鎖抗体（クロ

ーン#131）を用いた結果であるが、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K

D値をもつクローン#4で同様なCAR-T細胞を

作製してCARの発現と機能を検討した。 

 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。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。 

5) 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。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。細胞傷害性試験の結果と比較

すると、CAR-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。その結果、ペプチド100 nM

パルスで約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100

nM以下となったが、10nMが限界であった。 

6) 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
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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。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。IFN-は#131 scF

V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#131に劣るか（CD4分

画）、産生出来なかった（CD8分画）。 

(c) WT1発現LCLの抗原提示細胞としての有

用性の検証： 

1) WT1抗原発現LCLの樹立： 

2名いずれのドナー由来のリンパ球に感染

させた場合も、約４週間後に複数のLCLが

樹立された。ウエスタンブロット解析によ

りWT1蛋白質の発現が確認できた。また樹

立したLCLにおけるWT1の発現レベルは、

WT1高発現細胞として知られるK562細胞よ

りも高かった。蛍光免疫染色法によりWT1

蛋白質の発現を確認したところ、LCLごと

にWT1発現率に差が見られたものの、約60

～80％の細胞で、細胞核内にWT1蛋白質の

発現を確認した。WT1発現LCLは、長期間

培養しても、安定にWT1蛋白質を発現しつ

つ、大量増殖可能であった。 

2) WT1抗原発現LCLにおけるWT1抗原提示

およびHLA拘束性の確認： 

エフェクター細胞との共培養により、

WT1発現LCLでは細胞溶解が起きたが、コ

ントロールのWT1非発現LCLでは細胞溶解

が起こらなかった。よってWT1発現LCL内

で発現するWT1蛋白質は、ペプチドへとプ

ロセシングされてHLA分子上に抗原提示さ

れていることが確認された。 

一方で、別のドナー(HLA型 A26/33)から

樹立したWT1発現LCLをターゲット細胞と

して、同様のアッセイを行なったところ、

特異的な細胞溶解はほとんど認められなか

ったことから、CTLによる細胞溶解はHLA

拘束性であることが確認された。 

3) WT1発現LCLを用いたCTL誘導の試み： 

 第一の方法を用いた場合、テトラマー解

析の結果、WT1抗原特異的CTLよりもEBV

抗原特異的CTLの方が優位に増幅すること

が判明した。一方、第二の方法を用いた場

合は、WT1特異的テトラマー陽性細胞が出

現し(0.43%)、しかもこの時点ではEBV抗原

特異的CTLは認めなかった。その後、WT1

発現LCLとの共培養を継続したものの、

WT1特異的テトラマー陽性細胞の増幅は起

こらなかった。 

4) 欠失領域を修復したEBVの作製およびウ

イルスマイクロRNAと細胞性遺伝子発現解

析： 

 大腸菌内相同組換えにより、B95-8株で欠

損している約12キロベースの領域を修復し

たBACクローンのDNAを調製し、制限酵素

解析およびサザンブロット法により、目的

とする領域が修復されていることを確認し

た。修復したBACクローンを用いることで、

修復前のBACクローンを用いた場合と比較

して、より効率良くウイルス産生細胞が得

られた。二つの細胞クローンから得られた

細胞上清をBリンパ球系細胞株へ感染させた

ところ、いずれも30%以上の細胞に感染し

た 。 末 梢 血 B リ ン パ 球 感 染 に よ り 、

TD50(50%トランスフォーム濃度)を決定した

ところ、親株であるB95-8株ウイルスと同等

の値(1×105/ml程度)を示した。 

修復したBACクローンを導入したHEK293

細胞において、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。 

5) 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： 
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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

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) 人工抗原提示細胞を使った新規腫瘍抗

原の同定： 

CTLクローン16F3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。 

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
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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。 

 CTLクローンD2が認識する抗原遺伝子

claudin-1は、タイトジャンクションを構成

する蛋白である。このため正常細胞にも発

現している。大腸がん細胞では、過剰に発

現が見られ、増殖能や転移能など悪性形質

の獲得との関連が報告されている(Dhawan P, 

et al., J Clin Invest, 115(7):1765, 2005)。今回、

HLA-A*24:02を保有する成人のナイーブ

CD8+T細胞に、claudin-1を認識するCTLの前

駆細胞が含まれていることが明らかとなっ

た。このことから、今回同定したエピトー

プに対するT細胞応答が、肺がん患者や自己

免疫性肺傷害患者において惹起されている

可能性が示唆された。 

(b) 同種造血細胞移植後の再発予防のため

の免疫療法の開発に関する研究： 

 マイナー抗原ワクチン臨床試験について

は、当初は3mgまでの４コホートを予定し

ていたが、他のペプチドワクチンでは概ね

1mgを上限としており、本臨床試験も1mgの

コホートで試験を終了する予定である。た

だし、HLA-B44拘束性のACC-6は適格例が

なく、現状ではデータを得られていない。

対象症例検索のための候補者が80例を超え

たが、GVL方向のマイナー抗原不適合が必

要という条件があるため、適格例が見つか

る可能性が高くない。しかし現在得られて

いる16％の適格例は、理論値に近い。従っ

て、臨床試験の完遂にはさらに対象をリク

ルートする努力を継続する必要がある。 

 同種造血細胞移植後の免疫反応の標的抗

原が同種抗原であるマイナー組織適合抗原

であるか、腫瘍抗原であるかを２例につい

て解析した。まだ予備的実験のレベルであ

るが、過去に過剰発現する腫瘍抗原として

報告のあるWT1, hTERTなどに対する反応

は移植後早期では検出できなかった。１例

目のドナーT細胞にはこれらの腫瘍抗原に対

するCTL前駆体が存在しており、移植後の

免疫抑制状態や、寛解期移植のために腫瘍

が存在しなかったことがCTL前駆体の誘導

されなかった原因と考えられた。 

 対してマイナー組織適合抗原組織適合へ

の反応性は移植後100日目、半年の段階でC

TL前駆体が検出され、移植後早期の免疫反

応はマイナー組織適合抗原に向けられてい

ると考えられた。これは移植時に残存する

患者の血液系細胞がマイナー組織適合抗原

の抗原提示細胞として機能するため、想定

される結果であった。ただし、以上は限ら

れた症例での検討であり、今後さらに症例

の蓄積が必要である。特に寛解期移植と非

寛解期移植では上述のごとく、腫瘍抗原に

対するCTL前駆体の誘導効率は異なってく

ると予想される。 

 本研究で腫瘍抗原ミニジーンを用いた理

由は、endogenousに発現される抗原レベル

に近づくことであった。すなわちペプチド

パルス抗原提示細胞で刺激し、細胞傷害性

試験もペプチドパルス標的細胞を用いるこ

れまでの研究では、ペプチド依存性の反応

を見ているに過ぎない可能性があったこと

による。本研究でも反応性が不十分か、腫

瘍抗原ミニジーン導入活性化B細胞の数が不

十分な場合はペプチドパルス抗原提示細胞

を要したが、細胞傷害性試験の標的細胞は

ミニジーン導入細胞を用いることにより、

ペプチド依存性の傷害活性はある程度回避

できたと考える。今後、活性化B細胞をさら

に効率よく増やせる方法の開発（NIH-3T3に

代えてK562ベースのシステムの利用）とレ

トロウイルスベクターの感染効率を向上さ

せていく。 

 なお、マイナー組織適合抗原ペプチドを

用いた移植後再発予防ワクチンの臨床試験

が進行中であり、ワクチン後の患者体内に
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おける免疫反応を解析中である。 

 HLA-A*02:01に提示されたHA-1Hを認識

する抗体は、Biscoreデータは示さなかった

が10-9MオーダーのKD値を示し、抗体として

非常に良好なAffinityを得た。この10-9MはT

CRの平均10-5～-7Mに比較して100倍以上高

く、CAR-Tでの良好な細胞傷害性の発揮が

期待された。データは示さなかったが、少

なくともHLA-A*02:01/HA-1H-テトラマーで

の染色性はEH6-CTLと遜色のないものであ

った。にもかかわらずT2細胞を用いたペプ

チドタイトレーションで10～100分の１程度

のAvidityしか示されなかった理由として、

通常のCTLのようにCD8をCo-receptorとして

使用できないような立体構造が抗体：抗原

シナプス部分に存在する可能性がある。こ

の部分については抗体を用いたブロッキン

グ試験を実施し原因を究明中である。 

 CD8/#131-28zが予想外にマウス由来のHA-

1Q（VLQDDLLEA）をより強く認識した理

由は不明である。Q部分が多型であるが、

(1) HA-1RがT2細胞に結合しづらいのに対し

て、HA-1QはHA-1Hよりも結合しやすい可

能性、 (2) HA-1HとHA-1Qは同様にHLA-

A*02:01と結合するが、Qの方が#131抗体の

エピトープ認識部位に高い親和性があった

可能性が上げられる。しかし、EL4にHLA-

A*02:01を強制発現させた細胞は傷害されな

かったことより、もともとHA-1Qペプチド

は細胞内で存在しない（プロテアゾームで

破壊される）か、Endoplasmic reticulum内で

HLA-A*02:01と会合できないのかもしれな

い。これらも今後の検討課題である。さら

にHA-1HをEndogenousに発現する細胞に対

する傷害活性は、今後HLA-A*02:01陽性、

HA-1H陰性（HA-1R/R型）の健常者から末

梢血を得て検討する予定である。また、同

種造血細胞移植が本来養子免疫療法である

ことから、マイナー組織適合抗原を認識す

るT細胞のT細胞受容体cDNAを導入した遺

伝子改変T細胞も準備中であり、今後、機能

解析を行う予定である。 

 最終年度には、KD値が高すぎることがCA

R-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、

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の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
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を認識する抗体・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LCLの抗原提示細胞としての有

用性の検証： 

 WT1発現LCLには、WT1蛋白質全長が発

現しており、今回調べたエピトープ以外に

も複数のエピトープが抗原提示されている

ことが期待できる。またLCLにはHLAクラ

スI分子とクラスII分子の両者が発現してい

るため、HLAクラスI分子上のみならず、ク

ラスII分子上への抗原提示も期待できる。こ

うした可能性を考慮しつつ、今後WT1発現

LCLの有用性の検証を行なっていく必要が

あると考えられた。 

一般にEBV既感染者PBMC中にはEBV抗

原特異的メモリーT細胞が存在するため、

EBV抗原を発現するLCLを用いた刺激を行

なうと、EBV特異的CTLが増幅・誘導され

てしまう。しかしEBV未感染者のPBMCに

は、EBV抗原特異的CTLが存在しないため、

WT1発現LCLを用いて刺激しても、EBV抗

原特異的CTLの増幅が最小限に抑えられた

と考えられる。 

B95-8株で欠失が見られる12キロベースの

領域には、多数のマイクロRNAがコードさ

れていることが報告されている。この欠損

を修復したEBVを産生するHEK293細胞にお

いて、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。ま

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) 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。  

 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。 

siRNAとsiRNAに抵抗性のHLA-A24:02を
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導入した細胞を用いて、HLA-A24拘束性に

卵巣がんを傷害するCTLクローンD2を樹立

した。TOV21G細胞のmRNAからcDNAライ

ブラリーを作製し、D2が認識する抗原遺伝

子claudin-1とエピトープのアミノ酸配列、

RYEFGQALFを同定した。これらの情報は、

卵巣がんに対する免疫応答を考察する基盤

となると考えられる。また、今回開発した

siRNAによるHLA改変法は、他のがん細胞

株にも応用可能である。 

(b) 移植後の造血器腫瘍の再発予防・治療の

ための選択的GVL効果をもたらすマイナー

抗原についてワクチンの臨床試験を継続し、

投与量は最終コホートに至ったので、第１

相試験の結果を評価したいと考えている。 

移植後のGVL効果をもたらす免疫反応の

標的抗原について検討した。移植後半年～

１年までは腫瘍抗原よりマイナー組織適合

抗原が主な標的となることを示唆する予備

的な結果を得た。今後さらに症例を蓄積し、

標的となる抗原につき詳細な解析を行いた

い。 

 HLAに結合したペプチドを認識する抗体

はマウスへのHLAテトラマー免疫により可

能であった。この抗体でCAR-T細胞を作製

し、抗原特異的な細胞傷害性を得ることに

も成功した。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、TCR-like抗体を組み込んだCA

R-TがHLA/ペプチド複合体を認識すること

を示した。今後はこのCAR-T細胞をCTLと

同等な機能を発揮できるように、どのよう

なFormでCAR-T細胞にするのがよいか、さ

らに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) WT1抗原遺伝子を組み込んだ組換えEBV

の１回感染により、ドナーのHLA型によら

ず、任意の人の末梢血からWT1発現LCLを

樹立できることが明らかになった。また樹

立したLCLで発現したWT1蛋白質は、ペプ

チドへとプロセシングされて、HLAクラスI

分子上に抗原提示されていることが示され

た。一方で、WT1発現LCLを用いたWT1特

異的CTLの体外増幅のプロトコール確立に

は、さらなる条件検討が必要である。例え

ば臍帯血のようにEBV抗原特異的メモリー

T細胞が存在しない場合は、WT1抗原特異

的CTLをより効率よく増やせる可能性が示

された。 

 B95-8株で欠失が見られる12キロベースの

領域には、多数のマイクロRNAがコードさ

れていることが報告されている。実際に、

修復したBACクローンを導入したHEK293細

胞において、マイクロRNAが発現している

ことを確認した。さらに、組換えEBV産生

細胞の樹立過程において、ウイルスのコー

ドするマイクロRNAが細胞性遺伝子の発現

を制御している可能性が示された。 

組換えEBVを用いて樹立できるLCLは、

各種免疫学的解析において非常に有用な研

究ツールである。より効率良く組換えEBV

を産生可能な新規BACクローンを取得した。

今後この新規BACクローンを用いた組換え

ウイルス産生を採用することで、がん抗原

等を発現するLCLの樹立が、より迅速化、

効率化すると期待された。 

(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。 

 

F. 健康危険情報 

 無し。 
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