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研究成果の概要（和文）：HLA Ligandome解析法を改良し、de novoシークエンス法によって野生型タンパク由来
スプライスペプチドの同定に成功した。健常人末梢血T細胞を刺激したところ、スプライスペプチド特異的CTLが
誘導され、2種類のCTLクローンを樹立した。野生型タンパク由来スプライスペプチドは、高い免疫原性を有して
いることが証明された。
スプライスペプチドの産生機序を解析するために、minigeneを遺伝子導入してスプライスペプチドの産生を検証
した。また、プロテアソーム阻害剤を用いてスプライスペプチドの産生を解析した。その結果、スプライスペプ
チドはプロテアソーム依存性に産生されているとの結論を得た。

研究成果の概要（英文）：We could successfully develop the de novo sequencing technology for HLA 
ligandome analysis, and discovered three spliced peptides derived from wild-type proteins in HCT15 
colon cancer cells. Spliced peptide-specific cytotoxic T-cells (CTLs) were induced from peripheral 
blood lymphocytes of healthy donors by mixed lymphocyte-peptide culture. Two CTL clones were 
established and analyzed for the cytotoxic potentials, indicating that the novel spliced peptides 
were highly immunogenic. Then, we analyzed the mechanism of peptide splicing, indicating that the 
splicing was dependent on the activity of proteasome in the cells. Our data revealed the novel 
category of neoantigens, which might contribute to the development of a prophylactic cancer vaccine 
as well as a therapeutic cancer vaccine.

研究分野： 分子免疫病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で最大の学術的意義は、ヒト大腸がん細胞から新規スプライスペプチドを同定し、抗原特異的CTLクロー
ンの樹立に成功した点にある。親タンパクはがん細胞だけでなく、正常組織にも発現しているハウスキーピング
分子である。それにも関わらず、スプライスペプチドの高い免疫原性が確認されたことは、この分子のスプライ
スががん細胞特異的に生じている可能性を示唆する結果であり、遺伝子変異に依存しない新しいネオアンチゲン
の産生メカニズムとして大きな細胞生物学的意義がある。また、患者に共通して適応されるネオアンチゲンワク
チン創薬に貢献することが期待され、今後がん予防ワクチンの実用化にも道が拓かれる可能性もある。

※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 

がん細胞が有するゲノム遺伝子に非同義変異があり、それにコードされた変異タンパク由来

の変異ペプチドが抗原提示されると、極めて高い免疫原性を発揮することが知られている。こ

のような遺伝子変異によって生じる変異抗原はネオアンチゲンと呼ばれ、正常細胞にはなく、

がん細胞でしか発現しないため、「非自己」を排除する免疫システムにとって最適の標的抗原と

なる。がん細胞が発現する変異タンパクは、プロテアソームを介してペプチドに断片化され、

抗原提示分子 HLA と複合体を形成し、細胞表面上に提示される。T 細胞はこのペプチド・HLA

複合体を認識して、標的がん細胞を識別する。近年、プロテアソームで断片化された 2 つの連

続しないペプチド断片が癒合し、ひとつのペプチドを形成する、いわゆるスプライスペプチド

が細胞表面上に提示されることが報告されているが、ヒトのがん細胞からがん抗原として直接

的に証明された報告は極めて少ない。がん細胞に特異的なスプライスペプチドを同定すること

ができれば、異なるがん種に共通して発現するネオアンチゲンとなり得る可能性があり、がん

抗原特異的免疫療法の開発に大きく貢献することが期待される。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、がん細胞表面上に提示される遺伝子変異由来のスプライスペプチドを同定

し、免疫治療の標的として広く利用できることを証明することである。 

具体的には、以下の４項目を証明・検証することを目標とする。 

（１）がん細胞表面上に提示されるがん特異的なスプライスペプチドを同定。 

（２）スプライスペプチド特異的な細胞障害性 T 細胞（CTL）が誘導され、がん細胞を特異的 

に障害することを証明。 

（３）抗原特異的免疫療法の標的抗原としての有用性を検証。 

（４）スプライスペプチドが産生されるメカニズムの解析。 
 
３．研究の方法 

（１）スプライスペプチド探索用レファレンスデータベースの作成 

がん細胞が細胞表面に提示するペプチドを網羅的に同定するには、抗原提示分子を免疫沈降

し、提示されるペプチドを抽出・ 回収し、質量分析によってその配列を検出する HLA Ligandome

解析が有用である。しかしながら質量分析において、その配列が正しいかどうかを判定するた

めに、予想されるアミノ酸配列を網羅したレファレンスデータベースの作成が必須である。従

来のデータベースにはスプライスペプチドのアミノ酸配列は含まれないため、新たなスプライ

スペプチドデータベースを作成する必要がある。 本研究のために申請者は、独自に遺伝子変異

由来スプライスペプチド検出用レファレンスデータベースを作成する。 

具体的には、がん細胞株あるいはがん患者から得られた手術材料を用いて正常組織とがん組

織の全エクソームシークエンスを行い、がんゲノムの遺伝子変異を解析。ミスセンス変異およ

びフレームシフト変異由来スプライスペプチド検出用データベースを作成する。 

（２）HLA Ligandome 解析によるスプライスペプチドの同定 

がん細胞株あるいは患者がん組織から、イムノアフィニティーカラム法によって HLA class I

結合ペプチドを抽出し、LC-MS-MS 法による質量分析を行って、HLA 結合ナチュラルペプチ

ドの網羅的探索を行う。（１）で作成する遺伝子変異由来スプライスペプチド検出用データベー

スを用いて HLA 結合ペプチドのスクリーニングを実施。 

（３）スプライスペプチドの免疫原性評価 

以上によって同定されたスプライスペプチドを用いて、CTL の誘導試験（MLPC）と CTL ク

ローンの樹立を行ない、免疫原性の評価を実施する。ELISPOT アッセイやテトラマーアッセイ

などの T 細胞抗原特異性試験によって、ペプチド特異的 CTL 誘導効果を検証する。その後、標

的がん細胞を認識・傷害することを細胞障害アッセイにて確認し、がんワクチンの治療標的と



して適しているかどうかを検証する。 

（４）スプライスペプチドが産生されるメカニズムの解析 

プロテアソーム依存性にスプライスペプチドが産生されるかどうかを検証するために、

minigene construct 発現実験とプロテアゾーム阻害実験を実施する。スプライペプチドの産生と

HLA 提示については、（３）において樹立されるペプチド特異的 CTL クローンをプローブとし

て用いて検出する。 
 
４．研究成果 

（1）遺伝子変異由来スプライスペプチドの同定 

遺伝子変異由来スプライスペプチド・レファレンスデータベースを作成し、DNA ミスマッチ

修復機構欠損のある大腸がん細胞株 HCT15 細胞を用いて HLA Ligandome 解析を実施。スクリ

ーニングの結果、２種類の遺伝子変異型スプライスペプチドの同定に成功した（図１、図２）。

CTL 誘導試験によって、それらの免疫原性を評価したが、スプライスペプチド特異的な CTL

誘導は確認されなかったため、がん抗原としての意義は不明のままであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 変異型 POLR1C 由来 splice peptide       図２ 変異型 KIAA0415 由来 splice peptide 

 

（2）野生型タンパク由来スプライスペプチドの同定 

次に、HLA Ligandome 解析法を改良し、レファレンスデータベースを用いることなく HLA 

Ligand を同定できる de novo シークエンス法を確立したことによって、野生型タンパク由来ス

プライスペプチドのスクリーニングが可能となった（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         図３ 野生型タンパク由来 splice peptide の探索法 

 

 

 



HCT15 細胞株を用いた HLA Ligandome 解析の結果、３種類の野生型タンパク由来スプライ

スペプチドの同定に成功した。うち 2 種類のペプチドは、同一の親タンパク由来のスプライス

ペプチドであった（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       図４ 野生型 SF3B5 由来 splice peptides（2 種類） 

 

（3）スプライスペプチドの免疫原性評価 

HLA-A*2402 陽性の健常人末梢血 T 細胞を合成ペプチドとともに共培養する MLPC 法を用い

て、スプライスペプチド特異的 CTL の誘導を証明し、さらに 2 種類の CTL クローンを樹立し

て（図５）、スプライスペプチドの抗原提示を検出するプローブとした。2 種類の野生型 SF3B5

由来スプライスペプチドは、高い免疫原性を有していることが証明された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  図５ 野生型 SF3B5 由来 splice peptide に特異的な HLA-A24 拘束性 CTL クローンの樹立 

 

（4）スプライスペプチド産生のメカニズム解析 

プロテアソーム依存性にスプライスペプチドが産生されるかどうかを検証するために、まず

6 種類の minigene construct を作成し、293T-A24 細胞に遺伝子導入して、スプライスペプチドの

抗原提示を検証した。スプライスされたペプチドを強制的に小胞体内に送達した場合にはスプ

ライスペプチドの強い抗原提示が確認されたが、野生型非スプライスペプチドを強制的に小胞

体内に送達した場合には抗原提示は認められなかった（図６）。したがって、スプライスペプチ

ドの産生には細胞質プロテアソーム・TAP 経路の関与が示唆された。 

次にプロテアソーム阻害剤の有無でスプライスペプチドの産生を解析したところ、阻害剤に



よって抗原提示が阻害された。以上の結果から、スプライスペプチドはプロテアソーム依存性

に産生されているとの結論を得た（図７）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ Minigene 発現実験          図７ プロテアソーム阻害実験 

 

(5) 考察と今後の展開：抗原特異的がん免疫療法に向けて 

本研究成果として、我々は野生型タンパク由来のスプライスペプチドを同定することに成功

し、ペプチドががん細胞の HLA-A24 分子に提示され、健常人の CTL に対して強い免疫原性を

発揮することを証明した。親タンパク SF3B5 は Pre-mRNA splicing factor で、がん細胞だけでな

く、正常組織にも発現しているハウスキーピング分子である。それにも関わらず、スプライス

ペプチドの高い免疫原性が確認されたことは、この分子のスプライスががん細胞特異的に生じ

ている可能性を示唆する結果であり、遺伝子変異に依存しない新しいネオアンチゲンの産生メ

カニズムとして極めて興味深い。実際に、正常組織の HLA Ligandome 解析からは、今回の 2 種

類のスプライスペプチドは検出されていない。新規ネオアンチゲンとして確立するためには、

がん細胞特異的なペプチドスプライス機序を解明する必要がある。また、pHLA テトラマーを

用いて健常人およびがん患者末梢血中T細胞におけるペプチド特異的CTL precursor頻度を詳細

に解析する必要もある。 

本研究の限界は、1 種類の大腸がん細胞株 HCT15 の解析に留まっている点である。したがっ

て、他の細胞株や新鮮手術材料を用いた検証を実施することは最重要課題である。必須である。 

次世代のがん免疫療法を展望する上で、本研究成果の意義は大きい。従来知られている遺伝

子変異に伴うネオアンチゲンは患者一人一人で異なる究極の private antigen であったために、多

数の患者で有効なネオアンチゲンワクチンを創成することは不可能出会った。しかし、野生型

タンパク由来のスプライスペプチドが新たなネオアンチゲンとなるならば、患者に共通して適

応されるネオアンチゲンワクチン創薬が可能となる。また、がん治療ワクチンだけでなく、が

ん予防ワクチンの実用化に道が拓かれる可能性がある。 

本研究成果の知財については、がん免疫療法への応用を目指した特許出願を準備中である。

また、研究成果は国際医学雑誌に投稿中である。 
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