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研究成果の概要（和文）：本研究では標準化可能な抗原提示細胞作製を目指した。HLA分子を欠損するK562をベースと
し、自然な内在性抗原量に近づけるために転写量の調整ができるようにした。HLA-A24拘束性CMV由来ペプチドをモデル
抗原とし、GFPやNGFRを共発現させて間接的に抗原量を推定した。当初のKozak配列による発現量調整は困難で、テトラ
サイクリン誘導型プロモーターにて広いレンジで発現量が調製できたが、キラーT細胞による認識は非常に高感度で抗
原認識程度を調整できなかった。最終的にHLA発現量そのものを調整することで抗原発現量を調整する方法を選択し、
収集した臨床検体の解析を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：We sought to generate antigen presenting cells (APCs) that can be used for 
standardization when assessing immune responses following immunotherapies. HLA-deficient K562 was mainly 
tested using various types of approaches to control antigen expression level. Antigenic peptides were 
co-expressed with GFP or NGFR to estimate antigen expression levels indirectly. Because modification of 
Kozak sequence was incapable for the purpose, tetracycline-inducible system was incorporated. The latter 
could control cell surface GFP/NGFR expression level in a wide range from null to around several hundred 
times when assessed by flow cytometry, however the cognate CTLs was sensitive enough to recognize target 
cells without any GFP/NGFR expression. To this end, we are currently modifying the APC system so as to 
control the cell surface HLA expression level, which will be suitable APCs expressing natural level of 
antigenic peptide internally for testing clinical samples.

研究分野： 血液免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 同種造血細胞移植後の再発血液腫瘍の予
後は不良で、再移植が唯一の救命法であるが
合併症がきわめて多く、より疾患特異的な免
疫療法が必要と考えられている。申請者らは
自ら同定したアロ抗原であるマイナー抗原
(mHAg)ペプチドを用いた能動免疫療法の早
期臨床試験を実施していたが、治療後に誘導
されてくるキラーT 細胞（CTL）の in vitro
での誘導は症例間だけでなく同一症例でも
一定せず、培養液にペプチドを非生理的濃度
で加えることが問題と考えた。そこで拘束性
HLA 分子・副刺激分子と、発現量が調節で
きる方法で標的抗原ペプチド配列を遺伝子
発現させることでより自然な近い状態で抗
原を提示可能な細胞を作成し、これらを免疫
療法後の免疫機能評価の標準化に応用でき
ないか検討することとした。 
 
２．研究の目的 
 まず HLA 分子を欠損する（K562 など）か
HSV の ICP47 やゲノム修飾で除去可能でか
つ、副刺激分子を高発現し抗原提示能が良好
な細胞株を検索し、妥当な抗原提示細胞を決
定し、標準化用の細胞株とする。 
 ついで目的とする抗原エピトープ（mHAg、
主要関連抗原、ポジティブコントロール用の
CMV pp65）、β２ミクログロブリン、拘束性
HLA 分子をシングルチェインで発現するベ
クターの開発を行う。 
 さらに内在性の形で抗原エピトープを発
現させつつ、その抗原発現量を自然なレベル
に近づけることができるようなプロモータ
ー活性の選定とベクターを作成する。最後に
以上を用いて、臨床検体（凍結試料）を同一
条件下で包括的なアッセイを実施する。また、
本邦を他の癌関連抗原（WT1 など）へ応用す
る研究を展開することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
  初めにエピトープの安定発現目的で、mHAg
エピトープ・β2 ミクログロブリン・拘束性
HLA を１本鎖として発現するプラスミドを構
築した。すなわち N 末端から、β2 ミクログ
ロブリン（β2m）のリーダー配列→mHAg の最
小エピトープ配→リンカー→β2m コード配
列→リンカー→拘束性 HLAクラス I分子のコ
ード配列をタンデムに結合し単鎖化したレ
トロウイルスベクターを作成した。 エピト
ープは HLA-A*24:02 拘束性の ACC-1Y mHAg、
ACC-1C, WT-1, hTERT, EpCAM (HLA-A*24:02), 
HA-1H (HLA-A*02:01) を作成する。以上をそ
れぞれパッケージング細胞に組み込み、K562, 
Daudi(以上は HLA欠損)や HL60 白血病細胞株
に組み込み発現を確認した。 
  以上の方法はレトロウイルスのLTRをプロ
モーターとして用いており非生理学的に高
い抗原発現量を来たすので、次いでより生理
学的濃度もしくは、それ以下の濃度で抗原エ
ピトープが発現できるようにプロモーター

もしくはリボゾーム結合配列（Kozak 配列）
を改変し、抗原・β2m・HLA コンストラクト
の細胞表面発現量、もしくは抗原のみの発現
量をコントロールできないか検討した。制御
不十分な結果が出た場合、テトラサイクリン
やタモキシフェン等の薬剤で発現量が調節
できるプロモーターを持つベクターの使用
を検討することとした。また、これらを K562
等の細胞株に遺伝子導入する際、レトロウイ
ルスの組み込まれたゲノムの位置やコピー
数で発現量が一定しないと考えられるため、
必要に応じて限界希釈法でクローニングし
て、生育良好で抗原発現量のコントロールが
容易なクローンを樹立し、以降の機能解析に
用いる。抗原発現量は上記コンストラクトに
手足口病のF2A配列を用いてタンデムに結合
したGFPやΔNGFRの発現量をフローサイトメ
トリーにて解析することで推測した。 
  同種骨髄移植もしくは免疫療法を受けた
患者の末梢血に於ける特異的CTL前駆体の頻
度・機能解析を最終目標とするが、その前に
既報のCTLクローンを用いて作成した抗原提
示細胞が認識されるか、また薬剤等による抗
原量の変化を細胞傷害性などの機能面で検
出可能かを検討した。 
  さらに作成した人工抗原提示細胞が HA-1H 
mHAg 特異的 T細胞受容体（TCR）-様抗体を組
み込んだキメラ抗原受容体T細胞によって認
識される動態を付随研究として実施した。 
    
４．研究成果 
  単鎖化したペプチド/HLA 発現系について
は既に作成済みの ACC-1Y に加えて ACC-1C 
(HLA-A24 拘束性)、HA-1H(HLA-A2 拘束性)を
作成し、レトロウイルスパッケージング細胞
に導入した。そのレトロウイルス上清を HLA
欠損の K562 細胞株等に感染し表面での発現
を確認した。単鎖化 ACC-1C/HLA-A24 発現細
胞はこの mHAg に対応する CTL-1B9 によって
認識され、良好に傷害された。次に Kozak 配
列をすることにより発現量のコントロール
を試みた。ACC-1C ではこのエピトープをコー
ドする BCL2A1 遺伝子の Kozak 配列、最もリ
ボゾームが結合しやすい CCGCC、結合しにく
いCCTCCを組み込んだ３種類のベクターを作
成したが、K562 細胞上の発現量はフローサイ
トメトリーで差を認めず、CTL-1B9 を用いた
細胞傷害試験でも E:T 比 30:1 から 1:1 の範
囲で認識に有意差を認めなかった。単鎖化は
細胞内の他のペプチドとHLAを奪い合わない
という点で標準化しやすいと考えたが、発現
量の調節が困難という点でKozakを改変する
だけでは不十分と判明した。この原因として
遺伝子導入に用いたレトロウイルスのLTRプ
ロモーターそのものが強力であったため
mRNA が大量に作られ、単鎖化ペプチド/HLA
分子も過剰であったと考えられた。以上より、
単鎖化を行うより、HLA は定常量で発現させ、
抗原ペプチドの発現量のみを調節する系の
開発が必要と考えるに至った。 



ペプチドのみを発現させる場合、内在性ペ
プチドとの競合が問題となる。これを克服す
るために、Transporter associated with 
antigen processing (TAP)欠損で、発現させ
たい抗原ペプチドのみ TAP 非依存性に
Endoplasmic reticulum (ER)に導入できる系
を検討した。K562 細胞株の HLA 遺伝子は欠損
しているとされているが、同じ領域にコード
される TAP遺伝子は PCRで検出されたため残
存していることが判明した。このため TAP の
ノックダウンおよび単純疱疹ウイルス（HSV）
由来の ICP47 遺伝子導入による TAP 阻害①を
検討した。Zinc finger nuclease を用いた既
報の方法②および同じ標的配列を用いた
CRISPR-Cas9法ではTAP2欠損株は得られなか
った。遺伝子導入効率の良い 293T 細胞株を
用いても欠損株は作成出来なかったため、配
列に問題があった可能性がある。他方、ICP47
では HLA 陽性 HL60 への遺伝子導入でフロー
サイトメトリーでは検出出来ない程度まで
HLA の発現を低下させることが可能であった
が、10nM 程度のペプチドを細胞外から添加す
ることで、対応する CTL により HLA60/ICP47
は認識・傷害された。以上より、TAP 機能の
完全な阻害は困難であり、また微量の HLA 分
子が発現していてもCTLは効率良く標的を認
識しうることが判った。親和性の良好な TCR
を持つ CTLでは１細胞あたり数コピーのエピ
トープペプチドでも認識しうるとの報告も
あるため、細胞表面上のエピトープペプチド
/HLA 複合体数を定量する方法について検討
した。 
TCR の１量体ではエピトープペプチド/HLA

複合体に安定的に結合できないため、HLA テ
トラマー試薬のように４量体とするか、別途
TCR 様の特異性をもつ抗体を作成する必要が
あった。過去に HLA-A2 トランスジェニック
マウスに HA-1H/HLA-A2 テトラマーを接種し
免疫したのち採取した脾細胞からPCRにてイ
ムノグロブリンの軽鎖と重鎖 cDNA を PCR で
増幅しファージライブラリを作成した。これ
を ス ク リ ー ニ ン グ し て 特 異 的 に
HA-1H/HLA-A2 を認識する単鎖抗体を樹立し
た。これに蛍光を標識し、T2（HLA-A2 陽性、
HA-1H mHAg は陰性）細胞に HA-1H ペプチドを
段階的に濃度を変えてパルスし、単鎖抗体に
よる染色程度を定量キット(QIFIKIT)にて計

測した。 
その結果、上表に示すように 10nM のペプ

チド添加が１細胞あたり約300抗原複合体数
（表の SABC）に相当した。この複合体数がフ

ローサイトメトリーでシフトを検出できる
下限値であった。さらに陰性コントロールか
ら２倍程度の蛍光強度のシフトを得るため
には 100nM（約 2000 複合体相当）が必要であ
ることが分かった。同時に行った HLA-A2 拘
束性 HA-1H 特異的 CTLである EH6-CTL を用い
たタイトレーションでは0.1nMのペプチド濃
度でも 60％程度の細胞傷害活性を示した。 
以上の結果から、CTL による認識を回避す

るにはエピトープ抗原の発現をほとんどシ
ャットダウンできるほどの発現ベクターが
必要と推測された。 
Kozak 配列改変だけではエピトープ抗原発

現量のコントロールが出来なかったため
tetracycline (Tet)-On/Off システムを検討
した。K562 に Tet 制御性トランス活性化因子
を導入しクローニングを行った。各クローン
に Tet 応答因子（TRE）の下流に GFP を発現
させるベクターを導入、tetracycline で GFP
発現コントロールが最も良好なクローンを
確定した。この K562 クローン（3B10 と命名）
に HLA-A24 cDNA および、TRE 下流に NGFR-2A
配列-CMV pp65 エピトープ、NGFR-ACC-1Y マ
イナー抗原をコードするベクターを導入し
評価した。NGFR の発現で間接的に細胞内抗原
の発現量を推定した。NGFR の発現が全く確認
出来ない状態でもこれらの細胞はCTLで傷害
された。細胞表面 HLA にエピトープが残って
いるのが原因と考え、酸性下(pH 2.9)で HLA
結合ペプチドを一旦剥がした後に2日間培養
して HLA-A24 を再発現させたが、K562 は CTL
に傷害された。以上の結果から、新規に合成
されたHLA-A24に微量ながら発現された抗原
ペプチドが結合し細胞表面に到達していた
と推定された。１つの原因として、K562 は
TAP機能が弱く内在性ペプチドがERでHLA分
子に導入されにくいところに、NGFR とエピト
ープを同時発現させるために用いた手足口
病ウイルス由来の 2A配列が ERエントリー機
能を持つために、内在性ペプチドと TAP を競
合することなく効率良くERに入り込んでHLA
に結合・提示された可能性がある。また、改
良されたとはいえ Tet-On システムはたとえ
テトラサイクリン不含の牛血清を用いても
若干 leaky であると報告があったので、これ
もコントロールが十分できなかった理由と
考えられた。 
他方、K562 のような HLA 欠損株でない通常

の HLA 発現を有する細胞では、HLA の発現が
低下するだけでCTLに認識されなくなる現象
がしばしば観察され、実際がんの免疫監視か
らの逃避機構として複数の報告がある。この
ため、HLA 分子と抗原エピトープを同時に
Tet-On システムでコントロールするレトロ
ウイルスベクターを構築した。この系で HLA
を低下させて提示できるペプチドの絶対数
を減らす方法の有用性を確認し、CTL での認
識がでないほどまでコントロール幅が確保
出来れば、他の抗原系にも同法を拡大する。
さらに別々に（別々の場合は Tet-On とタモ



キシフェン誘導システム）でコントロールす
ることも考慮する。 
これ以外の研究として、先に樹立した K562

に HLA-A2 と HA-1H mHAg を導入した細胞株と
EH6-CTL をコントロールとして用いて、
HLA-B*40:02 拘束性に造血幹細胞を傷害し再
生不良性貧血を来すCTLクローンの機能評価
を行うことができた。また、当初の予定であ
った腫瘍関連抗原については、現在国内外で
臨床試験が行われている WT-1 ペプチドワク
チン試験や養子免疫療法試験に応用可能な
標準化細胞株を準備中である。mHAg 試験を実
施した患者からの末梢血試料数は限られて
おり、人工抗原提示細胞の開発途上で使うこ
とは困難であった。上述の HLA、抗原同時に
コントロールが出来る系の完成を待って、検
討を行う予定である。 
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