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研究成果の概要（和文）：骨悪性線維性組織球腫(MFH)より樹立した細胞株MFH2003より肉腫幹細胞(SSC)を分離してSSC
特異的な自家CTLクローンTc 4c-6を誘導し，T細胞受容体(TCR) cDNAをクローニグした．そしてTCR cDNA( A5B, A7B)を
TCR欠損58α-β-細胞(58A5B, 58A7B)に移植した．58A7BがSSCをわずかに認識した．続いて NFAT-luciferase導入細胞
株(Jrk/MA)にA7Bを導入し，より高くTCRを発現する株(J-A7B)を樹立した．現在J-A7Bの拘束HLAを決定している．これ
らの成果は自家CTLに認識される肉腫幹細胞抗原の同定に有用である．

研究成果の概要（英文）：We isolated sarcoma stem-like cells (SSC) from the malignant fibrous histiocytoma 
cell line, MFH2003. After autologous PBMC was stimulated with SSC, we established CTL clone Tc4c-6 
recognizing SSC in the context of HLA class I. Next, we isolated cDNA of T cell receptor (TCR) alpha (A) 
& beta (B) chains. Two TCRAs were isolated (A5 and A7). Each cDNA of TCRA5B and TCRA7B was transfected 
into 58a-b- cells lacking TCR (58A5B and 58A7B). 58A7B cells could specifically recognize SSCs, however, 
the response was weak. Next, we transfected TCRA7B into the Jurkat cell line expressing NFAT-luciferase 
(Jrt/MA). The resultant cell line (J-A7B) recognized autologous SSCs but not non-SSCs. Moreover, J-A7B 
also recognized allogeneic osteosarcoma cell line KIKU in the context of HLA class I. Now we are trying 
to determine the HLA class I allele that presents the CTL epitope peptide derived from SSC antigen. These 
findings are useful for cDNA expression cloning of autologous CTL-defined SSC antigen.

研究分野：骨軟部腫瘍学・腫瘍免疫学・癌幹細胞

キーワード： sarcoma stem cell　CTL clone　immunotherapy
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１．研究開始当初の背景 
骨肉腫に代表される高悪性度骨軟部悪性腫
瘍は予後不良であり，新しい治療法が強く求
められている．我々は骨肉腫抗原を標的とし
たペプチドワクチンを目指した研究を行っ
てきた．まず骨肉腫細胞株と自家 CTL クロ
ーンを樹立し，cDNAライブラリ発現クロー
ニング法により世界で初めての骨肉腫抗原
PBFを同定した．PBFは Zn finger domain
を持つ転写調節因子であり，結合蛋白
Scythe/BAT3 と共に骨肉腫細胞のアポトー
シスを制御している．PBF mRNAの発現は
骨軟部肉腫の 80%で見られ，上皮系癌でも
70%に発現が見られた．また骨軟部肉腫パラ
フィン包埋切片における PBF の発現を免疫
染色で解析したところ，PBF 蛋白は約 80%
で発現が見られた．また PBF 陽性の骨肉腫
患者の予後は，PBF陰性患者に比べて有意に
不良であった．以上より，PBFは予後不良骨
肉腫患者における治療標的分子となり得る
と考えた．そこで我々は HLA-A24 及び
HLA-A2 拘束性 PBF ペプチドの一次構造を
設計し，これらのペプチド(PBF A24.2，PBF 
A2.2)に対する骨肉腫患者の免疫応答を詳細
に解析した．その結果，患者末梢血における
PBF A24.2および PBF A2.2ペプチド特異的
細胞傷害性 Tリンパ球(CTL)の存在頻度はそ
れぞれ平均 3x10-6，2x10-6であった．これは
代表的なメラノーマ抗原 MAGE3.A1 特異的
CTL の存在頻度 (10-7 以下)と比べて同等の
結果であった．そして HLA-A24/PBF	
 
A24.2 及び HLA-A2/PBF	
 A2.2 ペプチドテ
トラマー特異的 CTL クローンを作製してそ
の機能を解析した．現在，これらのペプチド
を用いた骨肉腫患者に対すペプチドワクチ
ン療法第１相臨床試験を行っている．しかし，
ペプチドワクチンの効果をより高めるため
には，さらなる新規腫瘍抗原の探索が必要で
あると考えている． 
 
２．研究の目的 
自家 CTL クローンに認識される肉腫幹細胞
抗原の同定：癌幹細胞は自己複製能，分化能，
造腫瘍能を持つ細胞と定義されている．また
癌幹細胞は化学療法および放射線療法に耐
性であり，癌の再発・転移を引き起こすと考
えられている．近年，白血病，乳癌や消化器
癌など多くの腫瘍で癌幹細胞の存在と癌幹
細胞マーカーが報告されており，癌幹細胞を
標的とした治療戦略が注目されている．しか
し骨軟部肉腫における癌幹細胞の解析をし
た報告は少なく，その免疫原性も明らかでは
ない．今回我々は骨軟部肉腫癌幹細胞の免疫
療法による制御を目指して，自家 CTL クロ
ーンに認識される骨軟部肉腫癌幹細胞の同
定を cDNA ライブラリ発現クローニング法
で行うことを目的とする． 
 
３．研究の方法 

（１）Hoechst 染色を行った MFH2003 細胞よ
り Side	
 population お よ び main	
 
population を FACS	
 AriaII でソーティング
して SP 細胞を分離した．	
 	
 
（２）SP 細胞特異的自家 CTL クローンの
樹立	
 
	
 MFH2003の由来する患者より末梢血50mLを
採血し，比重遠心分離により末梢血単核球
(PBMC)を得る．PBMC は MACS システムによっ
て CD8 陽性細胞と CD8 陰性細胞に分離する．
分離した SP 細胞(1x105)および CD8 陰性細胞
(1x106)に放射線照射(100Gy)を行い，CD8 陽
性細胞(5x105)と mixed	
 lymphocyte-tumor	
 
cell	
 culture	
 (MLTC)を行い CO2インキュベー
ターで 37℃にて培養する．MLTC の２日後，
IL-2 と 10%ヒト AB 血清を加える．１週ごと
に放射線照射 SP 細胞を用いた MLTC を計４回
行う．そして得られた CD8 陽性細胞を限界希
釈法により 96-well	
 plate4 枚に 1well 当た
り 10,	
 3,	
 1,	
 0.3 個の割合で撒く．Feeder 細
胞 と し て 放 射 線 照 射 し た 他 家
PBMC(1x105/well) と LG-2	
 EBV 細 胞
(2x104/well)を加え，IL-2(200U/mL),	
 PHA	
 
(5μg/mL)，10%ヒト AB 血清含有 AIM-V にて
培養した．	
 
（３）SP 特異的 CTL クローンの T 細胞受
容体 αβ 鎖のクローニング	
 
Tc4c-6 より RNA を抽出して GeneRacer	
 
(Invitrogen)を用いて 5'RACE を行った．
5'RACE-oligo	
 RNA を 5'cap 構造を持つ mRNA
に ligation して，oligo-dT プライマーを用
いて逆転写することで full	
 length	
 cDNA を
得た．5'RACE-oligo 配列を含むプライマーと
T細胞受容体(TCR)α鎖およびβ鎖の定常領
域(Cα，Cβ1，Cβ2)特異的プライマーを用
いて，touch-down	
 PCR および nested	
 PCR を
行い，PCR 産物をアガロース電気泳動で
900-1000bps のバンドとして分離し，ゲル精
製することで TCRα 鎖(TCRA)および β 鎖
(TCRB)の cDNA を得た．得られた cDNA を TA
クローニングベクター(pCR4)に subcloning
してコンピテントセル(TOP10)を形質転換し
た．TCRA および TCRB より各 10 クローンをシ
ークエンスして，TCRA および TCRB 可変領域
の遺伝子配列を決定した．これらの配列をも
とに必要な制限酵素認識部位を導入した人
工遺伝子を作成し，すでに定常領域を含むベ
クター(pRSVhygro，pRSVneo)にクローニング
した．	
 
（４）人工 CTL の樹立と反応性の検討  
得られた TCRA および TCRB プラスミドを
58α-β-T	
 cell	
 hybridoma に電気穿孔法を用
いて遺伝子導入した．そしてレトロウイルス
ベクターを用いてヒト CD8αβを遺伝子導入
し，人工 CTL(58-A5B,	
 58-A7B)を得た．標的
細胞に対する反応性を IL-2	
 ELISA で検討し
た．	
 
（５）新たな人工 CTL の樹立と反応性の検討	
 



 

 

TCR 遺伝子 A7B を Powerexpression	
 vector に
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て ， CD8 お よ び
NFAT-luciferase を導入した Jurkat 細胞
(Jrt/MA)に遺伝子導入した．	
 
  
４．研究成果 
（１）Side	
 population 法による癌幹細
胞の分離	
 
	
 我々は当教室で樹立した骨原発悪性線維
性組織球腫(MFH)細胞株(MFH2003)に薬剤耐
性形質を示す side	
 population（SP）細胞が
約 7％含まれることを明らかにした．そして
MFH2003 の SP 細 胞 は 他 の main	
 
population(MP)細胞より in	
 vitro および in	
 
vivo での造腫瘍能が高く，SP 細胞は癌幹細
胞の cancer-initiating	
 cell としての性質
をもつと考えた．	
 
	
 
（２）SP 細胞特異的自家 CTL クローンの
樹立	
 
	
 SP細胞特異的CTLクローンTc-4c6を得た．
Tc4c-6 は MFH2003	
 SP 細胞を MP 細胞より高く
認識傷害した．また細胞傷害活性はHLA	
 class	
 
I 拘束性を示した．	
 
	
 
（３）SP 特異的 CTL クローンの T 細胞受
容体 αβ 鎖のクローニング	
 
	
 Tc-4c6 を発現クローニングに十分な数に
増殖させることは困難であった．そのため
Tc-4c6よりTCRαβ鎖をクローニングして人
工 CTL を樹立した．Tc4c-6 は異なる２つの
TCRA 配列(A5 および A7)をもつ dual	
 TCR	
 CTL
クローンであった．なお TCRB は単一のクロ
ーンであった．	
 	
 
	
 
（４）人工 CTL の樹立と反応性の検討	
 
	
 ２種のいずれかの TCRA と１種の TCRB を発
現させた２つの人工 CTL クローン（58-A5B，
58-A7B）を作成した．これらの人工 CTL クロ
ーンは CD3e を細胞表面に発現していた（図
１上段左および中央）．これは TCRA および
TCRB がヘテロ二量体を形成して細胞表面に
提示されていることを示している．そして
CD3e抗体を用いたTCR刺激により人工CTLは
IL-2 を多量に産生した（図１下段）．	
 
	
 次にレトロウイルスベクターによりヒト
CD8αβ 遺伝子を導入した人工	
 CTL は CD8
を高発現していた．続いて人工 CTL の腫瘍細
胞に対する反応性を自家 MFH2003 および
MFH2003	
 SP 細胞，MP 細胞，autologous	
 EBV
細胞と反応させ，反応特異性をオリジナルの
CTL クローン Tc-4c6 と比較した．人工 CTL ク
ローン58-α7βはMFH2003およびMFH2003	
 SP
細胞を特異的に認識した（図２）．人工 CTL
クローン 58-α7βは Tc-4c6 と同様の抗原認
識特異性をもっていると考えられた．	
 
	
 しかしその反応性は弱く，今後の肉腫幹細
胞抗原のクローニングに向けて，まず人工
CTL クローンの反応性の増強が課題と考えら
れた．	
 

	
 
図１．(上段)人工 CTL クローン 58-A5B
および 58-A7B の樹立（左，右）.	
 
人工 CTL クローンは mCD3e を表面に発現して
いた．（下段）人工 CTL クローンは mCD3e 抗
体刺激により，特異的に IL-2 を産生した．	
 

	
 
図２．人工 CTL クローンの自家細胞株に
対する反応性．人工 CTL クローン 58-A7B は
自家 SP 細胞を特異的に認識した．	
 
	
 
（５）新たな人工 CTL の樹立と反応性の検討	
 
TCR 遺伝子 A7B を	
 Jrt/MA 細胞に遺伝子導入
した J-A7B は 58-A7B より高く TCR を発現し
た．そして J-A7B は自家 SSC を特異的に認識
した．また J-A7B は骨肉腫細胞株 KIKU を認
識した．現在 HLA	
 class	
 I 分子の拘束性を検
討している．	
 
	
 これらの知見は自家 CTL クローンに認識さ
れる肉腫幹細胞抗原の同定に有用と考える．	
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