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研究成果の概要（和文）：1個のアミノ酸置換 (H74L) を持つHLA-A2変異分子HLA-A2-H74Lが、細胞傷害性T細胞 
(CTL) へ抗原提示できない現象を発見した。これは、未知の小胞体分子シャペロンが、HLA-A2-H74Lとうまく相
互作用できないためだと推測された。最近同定された分子TAPBPRが、その特性から、この現象に関与している可
能性が高いと考え解析を行なった。TAPBPRをノックアウトしたヒト細胞株を作製し、HLA-A2の抗原提示を解析し
た結果、抗原提示能が若干ながら低下していることが明らかになった。従って、TAPBPRがHLA-A2の抗原提示に重
要な役割をしているということが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The HLA-A2 mutant molecule HLA-A2-H74L with one amino acid substitution from
 Histidine to Leucine at position 74 fails to present antigen to cytotoxic T cells because it does 
not bind to endogenously processed antigenic peptides. This phenomenon is thought to be due to the 
lack of the interaction between HLA-A2-H74L and an unknown molecular chaperone in the ER, which may 
assist to exchange from self-peptides to antigenic peptides. 
  We attempted to identify this molecule using immunoprecipitation and mass spectrometry, but we 
failed. At that time, a new molecular chaperone, TABPPR, was identified. Due to its properties, it 
is highly possible that the molecular chaperone in question is TABPPR. The analysis of a human cell 
line in which TABPPR was knocked out by the CRISPR/Cas9 method revealed the antigen-presenting 
ability of the cell line was slightly reduced, suggesting a critical role of TAPBPR in the antigen 
presentation associated with HLA class I.

研究分野：免疫学　ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞傷害性T細胞 (CTL)は、がん細胞やウイルス感染細胞の排除に極めて重要な役割を果たしている。従って、
その誘導を行う抗原提示機構を理解する事は重要である。本研究では、新規小胞体分子シャペロン、TAPBPRの抗
原提示における重要性が示唆された。この分子シャペロンは抗原提示能を促進すると考えられるので、がんやウ
イルス感染症に対する新しいCTL誘導型ワクチンに利用できるであろう。さらに、治療薬・治療法の標的分子と
なりえる。このように、本研究結果は学術的に高い意味を持つとともに、ワクチンなど臨床応用も期待でき、社
会的に大きな意義を持つと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、がん免疫療法は、第 4のがん治療法として大いに期待されている。その中心は、が

ん細胞を攻撃する細胞傷害性 T細胞(CTL)である。また、ウイルス感染症においても、感染細胞

を排除する CTL の重要性はよく知られている。 

 

(2) CTL の誘導機構を研究するには、HLA クラス I分子 (HLA-I)による抗原提示機構の詳細を理

解する事が重要である。抗原提示の過程では、細胞質内のがん抗原やウイルス由来抗原がプロ

テアソームによって抗原ペプチドに分解され小胞体に輸送される。小胞体内では、さまざまな

分子シャペロンの助けにより、HLA-I がペプチドと結合して HLA-I・ペプチド複合体となり、細

胞表面に移動してペプチド特異的 CTL に認識され、標的細胞が破壊される。 

 

(3) 私は、HLA-I で最もポピュラーな HLA-A2 で、構成アミノ酸の 74番目をヒスチジンからロ

イシンに変えた分子 (HLA-A2-H74L) をヒト細胞株に発現させて比較検討したところ、以下の特

徴があることを見出した (引用文献 ① & ②)。 

 HLA-A2-H74Lは、細胞内の抗原ペプチドを CTLに抗原提示できない。 
 HLA-A2-H74Lは、HLA-A2と同じく細胞表面上に高発現する。 
 

(4) 以上から、細胞表面上の HLA-A2-H74L には、自己ペプチドが結合しているが抗原ペプチド

は結合していないので CTL に認識されないと考えられる。即ち、小胞体内で、HLA-A2-H74L・自

己ペプチド複合体は形成できるが、HLA-A2-H74L・抗原ペプチド複合体は形成できない。その原

因が H74L への変異であると思われる。 

 
 
２．研究の目的 
(1) HLA-A2-H74L を解析することにより、小胞体内の HLA-I・ペプチド複合体形成過程で、自己

ペプチドから抗原ペプチドに置き換える未知の分子シャペロンを同定する。 

 

(2) 同定した分子シャペロンを利用した新しいがんワクチンアジュバントの開発へと展開する

ための研究基盤を確立する。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞株の作製 

FLAG タグ遺伝子を融合させた HLA-A2 または HLA-A2-H74L 遺伝子を作製し、発現ベクターに

組み込んだ。その遺伝子をそれぞれヒト細胞株である C1R 細胞にトランスフェクションし、細

胞表面に発現 (C1R-A2, C1R-H74L)させた。発現の確認には、抗 HLA-A2 抗体、BB7.2 を使用

し、フローサイトメトリーで検出した。 

 

(2) 免疫沈降 

C1R-A2 および C1R-H74L 細胞を培養して一定数増やし、NP40 を含んだ lysis buffer で溶かし

てそれぞれの細胞溶解液を調整した。そして、抗 FLAG 抗体を結合したアフィニティーゲルを用

いて共免疫沈降を行った。 

 



(3) ポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE) 

12%のポリアクリルアミドゲルを作製し、C1R-A2 および C1R-H74L 細胞からの抗 FLAG 抗体に

よる免疫沈降物を電気泳動した。泳動したゲルは銀染色をして、C1R-A2 および C1R-H74L から

の電気泳動像を比較、検討した。 

 

(4) 質量分析 

SDS-PAGE 電気泳動像において、C1R-A2 か C1R-H74L の片方にしか見られないバンドを切り出

し、プロテオーム解析サービスを行っている会社（Medical ProteoScope）に、質量分析を依頼

した。 

 

(5) CRISPR/Cas9 

TAPBPR ゲノム遺伝子の sgRNA を CRISPR/Cas9 発現ベクター (pCas-Guide-EF1a-GFP, 

OriGene) に組み込んだ。作製したプラスミドを、HLA-A2 発現細胞 (C1R-A2)に遺伝子導入して

クローニングし、T7E1 アッセイ、DNA シーケンス、ウエスタンブロット等で、TAPBPR タンパク

質が発現していないことを確認した。 

 

(6) CTL 活性の測定 

TAPBPR を発現していない C1R-A2 細胞およびコントロールの細胞を、in vitro で Influenza A 

virus を感染させ、内在性にウイルスタンパク質を発現させて標的細胞とした。Influenza A 

virus matrix peptide (FMP)特異的 CTL は, HLA-A2 トランスジェニックマウスを免疫して作製

した。この FMP 特異的 CTL がこの標的細胞を溶解するかどうかを、CD107 分子の一時的発現をフ

ローサイトメトリーで測定することによって確認した。 

 
４．研究成果 

(1) SDS-PAGE による解析 

 FLAG タグを融合させた HLA-A2 または HLA-A2-H74L を発現する C1R-A2 細胞、 C1R-H74L 細

胞、それぞれの細胞溶解液を調整し、抗 FLAG 抗体で共免疫沈降を行った。 

当初の研究計画では、免疫沈降物を全自動２次元電気泳動装置(Auto2D, SHARP)にかけ、２次

元的に分離したパターンを比較することにしていた。しかし、Auto2D が予想以上に不安定で少

し濃いサンプルをかけるとすぐに止まってしまった。また、質量分析をお願いした会社から１

次元の分離で十分であるとのアドバイスをいただいた。そこで、１次元の SDS-PAGE で、免疫沈

降物を分離し比較したところ、HLA-A2 と HLA-A2-H74L の片方にしか見られないバンドが複数個

検出された。 

 

(2) 質量分析 

 HLA-A2 と HLA-A2-H74L の片方にしか見られないバンドを切り出し、プロテオーム解析サービ

スを行っている会社（Medical ProteoScope）に、質量分析を依頼した。その結果、HLA-A2 

alpha chain と Actin であるとのことで、質量分析による分子シャペロンの同定に成功しなか

った。 

2013 年に、抗原提示機構に関わる新しい小胞体分子シャペロンである、Tapasin binding 

protein (TAPBPR) (引用文献 ③)が発見された。当初はあまり話題にならなかったが、2017 年

に X線構造解析がされてその特徴が明らかにされ (引用文献 ④ & ⑤)、MHC-I による抗原提示

に極めて重要な役割をすることが推測された。その特徴が類似していることから、本研究で



我々が探し求めている分子シャペロン自身かそれに類似の分子シャペロンであると考えられ

た。そこで、TAPBPR に焦点を当てて、解析することにした。 

 まず、GFP 融合 TAPBPR 遺伝子を作製し、C1R-A2 細胞と C1R-H74L 細胞にそれぞれ発現させて

クローニングし、クローン細胞を樹立した。それらの細胞の細胞溶解液を作製し、抗 GFP 抗体

で免疫沈降を行った。その分離パターンを比較したところ、明らかに HLA-A2 発現細胞にのみ見

られるバンドが存在した。すなわち、TAPBPR-HLA-A2-ペプチド複合体に新たなタンパク分子が

結合しており、HLA-A2-H74L では 1つのアミノ酸変異(H74L)のためにその分子が結合できない

と予想できる。この分子は、我々が求めている分子シャペロンである可能性があるため、この

バンドに相当するタンパク質の質量分析（Medical ProteoScope）を行った。しかし、HLA-A2

の一部の分子であることがわかり、分子シャペロンを見つけることはできなかった。 

 

(3) TAPBPR 欠損細胞株の樹立 

求めようとしている分子シャペロンが TAPBPR となんらかの関係があると考えられたため、

CRISPR/Cas9 法で、C1R-A2 細胞の TAPBPR をノックアウトした C1R-A2-TAPBPR-KO 細胞を作製し、

C1R-A2-H74L 細胞と比較検討することにした。TAPBPRgRNA を CRISPR/Cas9 ベクターに挿入し、

C1R-A2 細胞にトランスフェクションしてクローニングした。増殖したクローンに TAPBPR が発現

しているかどうか、Western blot で検出することを試みたが、市販の抗体を複数試しても良い

抗体がみつからなかったた。そこで、Western blot の代わりに RT-PCR を使うことによって、

C1R-A2-TAPBPR-KO クローンを複数作製することに成功した。フローサイトメトリーで測定した

ところ、C1R-A2-TAPBPR-KO の細胞表面における HLA-A2 発現量は、C1R-A2 細胞における場合と変

わらなかった。従って、C1R-A2-TAPBPR-KO 細胞では、自己抗原が小胞体内で正常にプロセッシ

ングされ HLA-A2 に結合していることが明らかになった。 

 

(4) CTL 活性の測定 

 次に抗原特異的 CTL が、内在性抗原を発現する C1R-A2-TAPBPR-KO 細胞を認識するかどうかを

解析することにした。 

HLA-A2 トランスジェニックマウスに、インフルエンザウイルスマトリックスタンパク質(FMP)

を発現するアデノウイルスで免疫し、FMP 特異的 CTL を誘導した。一方、標的細胞として、C1R-

A2-TAPBPR-KO 細胞、および C1R-A2 および C1R-A2-H74L 細胞を使用した。これらの細胞を in 

vitro でインフルエンザウイルスに感染させ、内在性 FMP を発現させた。そして、こられの標的

細胞が、FMP 特異的 CTL によって認識されるかどうかを、CD107 分子の一時的発現をフローサイ

トメトリーで測定することによって測定した。その結果、C1R-A2-TAPBPR-KO 細胞の抗原提示能

は、C1R-A2-H74L 細胞ほどでないが、C1R-A2 細胞よりも若干ながら低下していることを明らかに

なった。従って、HLA-A2-H74L が内在性抗原を CTL へ抗原提示できないのは、一つのアミノ酸置

換 (H74L)によって TAPBPR との相互作用ができないことが原因の一つであるということが示唆

された。 
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