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【緒言】 

進行性膀胱癌は、再発や浸潤・転移をきたし最終的に化学療法や放射線療法への治療抵抗

性を示すことが多く、依然として予後不良の疾患である。癌は heterogenous な細胞集団か

ら成り立ち、自己複製能、造腫瘍能、分化能を持つ細胞群は癌幹細胞様細胞（Cancer 

stem-like cells/Cancer initiating cells; CSCs）と呼ばれる。CSCs は化学療法や放射

線療法などの治療に対し抵抗性を示すことが知られており、進行性膀胱癌の病態に関与す

る可能性が考えられる。近年になり膀胱癌に対して免疫チェックポイント阻害薬が臨床使

用されるようになったが、その奏効率は 20-30%と幅広く有効であるとは言い難い。進行性

膀胱癌においては体内に莫大な数の腫瘍細胞が存在している一方で、腫瘍免疫の要となる

細胞障害性 Tリンパ球（Cytotoxic T lymphocyte; CTL）の数は体内において限定的である

ことから攻撃が追い付かない状態となることが、免疫療法が無効となる一つの要因と推測

される。CSCsは腫瘍細胞の中のごく少数のポピュレーションかつ癌の再発や治療抵抗性の

要となる細胞であり、CSCs に標的を絞った治療は効率的な方法と考えられる。化学療法や

放射線療法への抵抗性を持つとされる CSCs に対し、免疫療法が有効か否かについて近年検

証が進められているが、他癌において CSCs は CTL の攻撃対象となりうることが報告され始

めており、膀胱癌においても CSCsへの免疫療法の樹立が期待される。CTL が癌細胞を認識

するためには human leukocyte antigen(HLA)上に提示される癌抗原が必要であり、膀胱癌

においても複数の癌抗原が報告されているが、CSCs に特異的に提示される癌抗原について

の報告はない。上記の背景を踏まえ、本研究は膀胱癌 CSCsに発現する癌抗原を同定するこ

とを目的として行った。今回、膀胱癌 CSCsに提示される癌抗原を HLA リガンドーム解析の

手法により同定することに成功したため、報告する。 

 

【方法】 

CSCs は aldehyde dehydrogenase(ALDH)1 が高発現であることを踏まえ、膀胱癌 CSCs株を

樹立する目的で膀胱癌細胞株 UM-UC3 から ALDEFLUOR kit を用いて ALDH 活性が上位 0.9%, 

下位 0.9%の細胞をフローサイトメーターにより単細胞ソーティングした。ALDH高活性の細

胞が CSCsとしての性質を有しているかを確認する目的で、まず in vitro で Sphere 

formation assay を施行し、ELDA software を用いて CSCs frequency を算出した。また vivo

での造腫瘍能を検証するため BALB/c-nu/nu マウス皮下に ALDH 高活性細胞、ALDH 低活性細

胞を 103ずつ皮下投与し、1 週間毎の腫瘍サイズを測定した。ALDH高活性細胞の治療抵抗

性については、Cisplatin 0-3.2µg/ml 投与、もしくは放射線 0-16Gy 照射後 72hr 培養後の

生細胞率を WST-8 assay で測定した。ALDH高活性細胞 H-10、ALDH 低活性細胞 L-3, 野生型

(wild type; WT)は HLA-A2発現をフローサイトメトリーにより確認ののち、それぞれ 109

細胞ずつ大量培養し、HLA-A2 に対するモノクローナル抗体 BB7.2 を用いた HLA リガンドー

ム解析を施行し、各々に提示されるペプチド配列を同定した。更に ALDH 高活性の 3 クロー

ン、ALDH 低活性の 3 クローン、WT について Cap analysis gene expression(CAGE) analysis

を行い、各クローンの遺伝子発現を網羅的に解析した。CSCs 特異的抗原の候補と考えられ

た分子に関しては、reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR), 

quantitative-reverse transcription-polymerase chain reaction(qRT-PCR)により正常組

織と UM-UC3 各クローンでの遺伝子発現を確認した。また健常人由来の peripheral blood 

mononuclear cells(PBMC)を CSCs 特異的抗原の候補であるペプチドにより 1 週間毎に 3 回

刺激し、ペプチド特異的な CTLの誘導が可能か interferon(IFN)-γ ELISPOT assay を用い

て検証した。ELISPOT assay で反応が見られた PBMC bulk はテトラマーソーティングを行

い、テトラマーに親和性を示す CTL を単細胞ソーティングした。得られた CTL クローンに

ついて、ペプチド添加された T2 細胞、過剰発現株、ALDH 高活性細胞（H-10）を標的とし

た ELISPOT assay を施行し、特異的な反応が得られるか検証した。 

 



【結果】 

UM-UC3 を ADLEFLUOR assay により単細胞ソーティングし、ALDH高活性の 3 クローン(H-1, 

H-6, H-10)と ALDH低活性の 3 クローン(L-1, L-3, L-8)を樹立した。ALDH 高活性の細胞は

長期培養において ALDH 低活性の細胞に一定の分化傾向を示すものの、1 か月超の培養を経

てその性質は安定していた。Sphere formation assay において、H-10 は L-3,WT に比して

高い sphere 形成能を示した。また BALB/c-nu/nu マウスに皮下投与した結果 H-10 は L-3

に比して有意に高い造腫瘍能を示した。更に、H-10は L-3 に比して cisplatin,放射線に対

する有意な治療抵抗性を示した。以上の結果から H-10 は膀胱癌 CSCs を高濃度に含む細胞

集団と考えられた。 

H-10,L-3, WT はいずれも HLA-A2 発現が認められることをフローサイトメトリーにより確

認した。HLA-A2 リガンドーム解析を施行した結果、H-10 で 848個、L-3 で 1832 個、WT で

1073 個のペプチドが検出された。そのうち H-10 で検出されるが L-3では検出されず、か

つ正常組織での発現が低いペプチドは 8 種同定され、そのうち偽遺伝子の産物である

putative PIP5K1A and PSMD4-like protein（PIPSL）、未知の分子である C17orf112、他癌

において CSCsとの関連が報告されている CLSPN に着目した。また CAGE analysis において

ALDH 高活性細胞で発現が高く、かつ HLA リガンドーム解析において H-10 のみで HLA 上に

提示されているペプチドを絞り込んだところ、過去に膀胱癌 CSCsとの関連が報告されてい

る分子 glutamate ionotropic receptor kainite type subunit 2(GRIK2)に由来するペプ

チドが検出された。健常人ドナーの PBMC を PIPSL, C17orf112, CLSPN, GRIK2 由来のペプ

チドで刺激し、その後に施行した IFN-γ ELISPOT assay において、PIPSL, C17orf112 に

関しては反応の見られる PBMC bulk はなく、ペプチド特異的 CTL の誘導はできなかった。

一方、CLSPN, GRIK2 においては一部の PBMC bulk において反応が見られ、ペプチド-HLA A2

テトラマーPE染色陽性の細胞を単細胞ソーティングした。結果、GRIK2 ペプチドに特異的

に反応する CTL クローンを樹立することに成功した。この CTLクローン(9G23)は、ペプチ

ドを添加した T2 細胞のみならず、UM-UC3 GRIK2 過剰発現株にも ELISPOT assay において

有意な反応を示し、内因性の抗原提示機構を経て提示された GRIK2 ペプチドにも反応する

ことが明らかとなった。更に、H-10 細胞に対しても ELISPOT assay にて有意な反応を見せ

た。以上から GRIK2 は膀胱癌 CSCsの癌抗原であると考えられた。 

 

【考察】 

本研究では ALDEFLUOR 法を用いた単ソーティングにより長期培養においての安定した性質

を示す膀胱癌 CSCs クローンを樹立できた。このことは、癌細胞のうち少数のポピュレーシ

ョンのみを占める CSCs に関して今後研究を進展させる好材料となると考えられる。CSCs

は HLA発現を低下させることで免疫から逃れることがあるという報告もあるが、今回分離

した膀胱癌 CSCs クローンは HLA-A2発現が認められ、HLAリガンドーム解析で HLA上に提

示されるペプチドを多数同定できたことから、この CSCs クローンは免疫原性を保持してい

ると考えられた。GRIK2 ペプチドは膀胱癌 CSCs で遺伝子発現が高く HLA 上にも提示され、

ペプチド特異的 CTL を誘導することが可能であったという結果から、GRIK2 は有用な CSCs

抗原と考えられた。GRIK2は正常な中枢神経組織の一部のニューロンにおいても発現が見

られるが、本研究にて健常人ドナーの PBMC から GRIK2 ペプチド特異的 CTL を誘導できたと

いう結果は、GRIK2 ペプチド特異的 CTL が病原性を持たないことを証明する。これには中

枢神経組織のニューロンでは HLA は発現しないことが関与している可能性があるが、IFN-

γの刺激にてニューロンにも HLA 発現が見られるという近年の報告もある。よって今後

GRIK2を標的とした免疫療法を臨床応用するためには、GRIK2 ペプチド特異的 CTLの生体内

における安全性について更なる慎重な検証が必要であると考える。また今回の検証にて

CSCs の候補として挙がった PIPSL,C17orf112, CLSPN については 、ペプチド特異的な CTL

の獲得に至らなかったが、それらの免疫原性につき今後更なる検討が望まれる。 



 

【結論】 

膀胱癌細胞株 UM-UC3 から ALDEFLUOR assay により安定した膀胱癌 CSCs クローンの樹立に

成功した。この細胞の HLA-A2 リガンドーム解析と、CAGE analysis により膀胱癌 CSCs に

提示される抗原を数種同定することができた。その中でも GRIK2 ペプチドは、その特異的

CTL が CSCs へ反応することを確認でき、膀胱癌 CSCs 抗原として今後免疫療法に応用でき

る可能性があると考えられた。 


