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要旨 

【背景と目的】 

癌は heterogenous な細胞集団から構成されており、自己複製能、造腫瘍能、

分化能を持つ癌細胞亜集団は、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

など従来の治療に抵抗性を示すことが知られている。進行性膀胱癌は、依然と

して予後不良の疾患である。治療の主軸となるのは Cisplatin を中心とした化

学療法だが、多くの症例で最終的に治療抵抗性となり再発や転移を起こし、そ

の病態には CSCs の存在が関与する可能性がある。CSCs に対する免疫療法の有

効性については近年議論が進められているが、CSCs が cytotoxic T-lymphocyte

（CTL）の標的となりうるという研究結果が複数の癌腫において見受けられる。

CSCs に対する CTL の免疫を惹起するためには CSCs の human leukocyte 

antigen(HLA)上に提示される癌抗原を認識することが必要となるが、これまで

膀胱癌 CSCs に発現する癌抗原についての明確な報告はない。HLA に提示される

抗原を解析する手段として HLA リガンドーム解析という方法があり、遺伝子配

列から抗原を予測する従来の方法とは異なり実際に HLA に提示されているペプ

チドを免疫沈降の原理を用いて網羅的に解析する方法であるが、解析には大量

の培養細胞が必要となる。今回我々は、膀胱癌 CSCs の HLA 上に提示される癌抗

原を同定する目的で膀胱癌 CSCs クローンの樹立とそのリガンドーム解析を施

行し検討を行った。 

【材料と方法】 

膀胱癌細胞株 UM-UC3 を ALDELUOR kit を用いて aldehyde dehydrogenase (ALDH)

活性の高い 0.9%の細胞、ALDH 活性の低い 0.9%の細胞を各々フローサイトメー

ター を使用して単細胞ソーティングし、ALDH 活性の高いクローン（H-1, H-6, 

H-10）と ALDH 活性の低いクローン（L-1, L-3. L-8）を樹立した。H-10, L-3 ,WT

細胞を用いて Sphere formation assay を施行し、ELDA software を用いて CSCs 

frequency を算出した。また BALB/c-nu/nu マウス皮下に H-10, L-3 細胞を 103

ずつ皮下投与し、1 週間毎に in vivo での腫瘍増生能を調べた。H-10, L-3 細胞

において Cisplatin0-3.2µg/ml 投与,放射線 0-16Gy 後 72 時間での生存率を

WST-8 assay で測定し、治療抵抗性について検証した。フローサイトメトリー

で H-10, L-3, WT の HLA-A2 発現を確認ののち、各 109細胞ずつ大量培養を行い、

HLA-A2 リガンドーム解析を施行して各々に提示されるペプチド配列を同定し

た。更に 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。H-10 に特異的に発現する CSCs 抗原の候補

として絞り込んだ分子 Putative PIP5K1A and PSMD4-like protein(PIPSL), 
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C17orf112, Claspin(CLPSN), glutamate ionotropic receptor kainite type 

subunit 2(GRIK2）に関しては、RT-PCR、qRT-PCR を施行し正常組織と UM-UC3 各

クローンでの遺伝子発現を確認した。また、得られた配列のペプチドを健常人

由来の peripheral blood mononuclear cells (PBMC)を 1 週間おきに 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。ELSPOT assay で反応の見られた CLSPN,GRIK2 ペプチド刺激

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リンパ球を

単細胞ソーティングした。成長したクローンについてはペプチドを添加された

T2 細胞、過剰発現細胞、H-10 細胞をターゲットとした ELISPOT assay を施行し

て特異的な反応が得られるかを検証した。 

【結果】 

UM-UC3 を ALDEFLUOR 法により単細胞ソーティングし、ALDH 活性の高い細胞株

(H-1,H-6, H-10)と ALDH 活性の低い細胞株(L-1、L-3, L-8)を樹立した。ALDH

活性の高い細胞は長期培養にて ALDH 活性の低い細胞に一定の分化傾向は示す

ものの、1 か月超の培養を経てその性質は比較的安定していた。H-10 は L-3 に

比して高い sphere 形成能と、ヌードマウス xenograft モデルにおける高い造腫

瘍能、さらに cisplatin,放射線療法への有意に高い抵抗性を示し、H-10 は膀胱

癌CSCsを高濃度に含む細胞集団と考えられた。HLAリガンドーム解析にて、CSCs

特異的な癌抗原の候補となるペプチドを検索したところ、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8種のペプチドが同定され、

そのうち偽遺伝子の産物である PIPSL、未知の分子である C17orf112、そして他

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(Cap 

analysis gene expression)法により各クローンの遺伝子発現を網羅的に解析し、

H-10 で有意に発現が高く、かつ HLA 上に提示される分子を絞り込んだ。結果、

過去に膀胱癌CSCsにて発現が報告されている分子GRIK2に由来するペプチドが

検出された。健常人ドナーの末梢血単核細胞を 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 にて PIPSL, 

C17orf112 は反応の見られる bulk は見られなかったが、CLSPN, GRIK2 はペプチ

ドを添加した T2 細胞に反応が見られた bulk があり、ペプチド-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。その結果、GRIK2 ペプチドに特異

的に反応する均一な CTL クローンを誘導することに成功した。この CTL クロー

ン(9G23)は、IFN-γ ELISPOT assayにてペプチド添加T2細胞のみならず、UM-UC3 

GRIK2 過剰発現株,そして H-10 に対しても有意な反応を見せた。 

【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
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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が近年なされているが、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 クローンは免疫療法のタ

ーゲットとなりえると考えられた。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だった。

この結果から GRIK2 は有用な CSCs 抗原と考えられたが、正常な中枢神経組織の

一部のニューロンにおいても GRIK2 は発現が見られる。中枢神経組織のニュー

ロンでは HLA は発現しないと言われ、本研究においても健常人ドナーの PBMC

から GRIK2 ペプチド特異的 CTL を誘導できたという結果が得られたことは

GRIK2 ペプチド特異的 CTL が病原性ではないことを証明している。しかし 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り、今

後 GRIK2 を標的とした免疫療法を臨床応用するためには、GRIK 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。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 ALDH 活性により安定した CSCs クローンの樹

立に成功した。その細胞の 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

のペプチド特異的 CTL は CSCs への反応を確認することができ、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。 
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略語表 

 

ALDH: aldehyde dehydrogenase 

BCG: Bacillus Calmette-Guerin 

CAGE: Cap analysis gene expression 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 

CLSPN: Claspin 

CPM: counts per million 

CSCs: Cancer stem-like cells / Cancer initiating cells  

CTL: cytotoxic T-lymphocyte 

DMEM: Dulbecco Modified Eagle Medium 

DNA: deoxyribonucleic acid 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid) 

ERCC6：excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 6 

FBS: fetal bovine serum 

FSHR: Isoform 4 of Follicle-stimulating hormone receptor  

GRIK2: glutamate ionotropic receptor kainite type subunit 2 

HEPES: hydroxyethylpiperazineethanesulfonic acid 

HLA: human leukocyte antigen 

HS: human serum 

IFN-γ: interferon-gamma 

IL-2: interleukin-2 

ME: mercaptoethanol 

mRNA: messenger ribonucleic acid 

P/S: penicillin-streptomycin 

PBMC: peripheral blood mononuclear cells 

PBS: phosphate-buffered saline 

PD-1: programmed cell death protein 1 

PD-L1: programmed cell death protein ligand 1 

PHA: phyto-hemagglutinin 

PIP5K1A: Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 alpha 

PIPSL: Putative PIP5K1A and PSMD4-like protein 

PSMD4: Proteasome 26S subunit, Non-ATPase 4 

qRT-PCR: Quantitative-Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
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RIN: RNA integrity number  

RNA: ribonucleic acid 

rpm: Revolution per minute 

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute medium - 1640  

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 

SCN10A: Sodium channel protein type 10 subunit alpha 

SP: side population 

TFA: trifluoroacetic acid 

TMB: tumor mutational burden 

TPM: transcripts per million 

WT: wild type 

ZNF: Zinc finger protein 
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緒言 

膀胱癌は尿路に発生する癌の中では最多で、全世界で年間 33 万人の新規患者が

発生し、3 万人を超える死者と出しているとされる(Witjes et al., 2014)。新

規に発生する膀胱癌のうち約 8 割は筋層非浸潤性であり、多くが経尿道的でコ

ントロール可能である反面高確率で再発をきたす。新規膀胱癌のうち残りの 2

割は筋層浸潤癌であり、遠隔転移を伴うものも多い。長年にわたり局所浸潤や

遠隔転移を伴う膀胱癌に対する治療の主軸は cisplatin を中心とした化学療法

であり、その奏効率はさほど悪くないものの多くが最終的には治療抵抗性を示

すようになることから、進行性膀胱癌の予後は依然として不良である(Kamat et 

al., 2016; Patel et al., 2020; von der Maase et al., 2005)。 

 

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

という性質を持つ細胞群は Cancer stem-like cells / Cancer initiating cells 

(CSCs)と定義される。(Clevers, 2011)  CSCs は高いトランスポーター遺伝子

の発現や、抗アポトーシス遺伝子の発現、細胞周期の休止などの理由から、化

学療法や放射線療法などの従来の治療に対し抵抗性を持つとされている。(Chen 

et al., 2012; Park et al., 2009; Zhu and Fan, 2018) 上述のように治療の

過程の中で再発や転移、治療への抵抗性を見せる膀胱癌は、その病態に CSCs

が関連している可能性が考えられる。実際に膀胱癌においてCSCsの存在は2009

年に細胞表面マーカーCD44 を用いた方法で同定されており、以降も継続的に報

告されている(Aghaalikhani et al., 2019; Atlasi et al., 2007; Chan et al., 

2009; Chan et al., 2010; Li et al., 2017; Su et al., 2010)。 

 

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の使用が承認され本邦

でも広く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(Bellmunt et al., 2017; Felsenstein and Theodorescu, 

2018)。膀胱癌は古くから Bacillus Calmette-Guerin(BCG)膀胱内注入療法の有

効性が確立していることや、tumor mutational burden(TMB) が高いことなどか

ら免疫療法が有効となりうる素因はある。(Alexandrov et al., 2013; Kawai et 

al., 2013) しかし進行癌においては体内に莫大な数の腫瘍細胞が存在しそれ

らが常時増殖を続けている一方で、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推測できる。CSCs は莫大な腫瘍細胞の中のごく少数のポ

ピュレーションで、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非常に効率的な方法と言える。膀胱癌において CSCs を標的



8 

 

とした免疫療法が実現可能となれば、腫瘍量の多い進行癌においても効率的に

根治を目的とした治療、あるいは再発予防を実現可能となるかもしれない。 

CSCs は上述のごとく化学療法、放射線療法に抵抗性を示すが、免疫療法への感

受性については検証が進められている。CSCs は HLA クラスⅠ発現の減少や、

IL-4, IL-10, TGF-βなど種々の免疫抑制性サイトカインの発現、また PD-L1

の発現等など、免疫を回避する機構を有することが報告されている。(Hirohashi 

et al., 2016; Lee et al., 2016) 他方で近年、複数の癌腫で CSCs は CTL の攻

撃対象となることが報告されてきている (Asano et al., 2016; Horibe et al., 

2017; Inoda et al., 2011; Miyamoto et al., 2018; Nishizawa et al., 2012)。

よって膀胱癌においても、CSCs をターゲットとした免疫療法の有効性が期待さ

れる。 

CTL が癌細胞を認識し攻撃するためには、標識となる癌抗原が human leukocyte 

antigen (HLA)上に提示されることが必要となる。癌抗原は、変異抗原、癌精巣

抗原、分化抗原、過剰発現抗原に分類される。癌精巣抗原はがん組織以外には

精巣の胚細胞のみに発現していることから免疫療法の標的としやすく、これま

で に NY-ESO-1, MAGE-A3, MAGE-A4 な ど 複 数 種 が 報 告 さ れ て い る 。

(Ghafouri-Fard, 2015; Gordeeva, 2018; Salmaninejad et al., 2016) 癌精巣

抗原の発現は尿路上皮癌の予後良好因子となることが報告され、中でも

NY-ESO-1 は膀胱癌でワクチン療法への応用が試みられてきた。(Sharma et al., 

2003; Sharma et al., 2006; Yazarlou et al., 2018) ほか膀胱癌の癌抗原に

ついては、1998 年に Gueguen らによりある膀胱がん患者において癌抗原

KIAA0205 の存在を発見し、報告された (Gueguen et al., 1998)。しかしこれ

は特定の患者においてのみ認められた変異抗原であり、汎用性のある癌抗原と

はならなかった。このように膀胱癌抗原は過去に複数報告されているが、CSCs

をターゲットとした免疫療法を行うためには CSCs に特異的に発現している抗

原の発見が必要となる。膀胱癌 CSCs に提示される癌抗原について明確に報告さ

れているものはない。 

 

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目的こ

とを目的として行った。今回、膀胱癌 CSCs に提示される抗原ペプチドを HLA

リガンドーム解析の手法により同定することを試みた。HLA リガンドーム解析

は、HLA 上に提示されるペプチドを免疫沈降を利用して回収しマススペクトロ

メトリーにより解析する方法である。(Kochin et al., 2017; Shinkawa et al., 

2021)。この方法は遺伝子配列から抗原となるペプチドを推測する従来の方法と

異なり、実際に HLA 上に提示される配列を直接調べられるという点で効率の良
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い研究手法であるが、解析に大量の細胞を必要とするため、対象となる細胞を

安定して培養できることが必要となる。本研究では安定した膀胱癌 CSCs を分離

し、HLA リガンドーム解析を行うことにより膀胱癌 CSCs に提示される癌抗原を

同定することに成功したため、報告する。  
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方法 

 

【細胞株と培養条件】 

細胞株は膀胱癌細胞株 UM-UC3, 赤白血病細胞株 K562, T2 を用いた。これらは

いずれも American Type Culture Collection(ATCC, Rockville, MD）より購入

した。細胞株は Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM、nacalai tesque), 

ま た は Roswell Park Memorial Institute medium – 1640, (RPMI-1640, 

Sigma-Aldrich ） に 10% の fetal bovine serum(FBS) と 1% の

penicillin-streptomycin(P/S)を添加したものを培養液として、37℃, 5%CO2

のインキュベーターで培養した。 

 

【ALDEFLUOR assay を用いた癌幹細胞の分離】 

原理： Aldehyde dehydrogenase  (ALDH)1 は各種組織幹細胞に広く発現してお

り、CSCs にも高発現であることが報告されている。(Ginestier, 2007; Hess et 

al., 2004; Keymoosi et al., 2014; Kuroda et al., 2013; Su et al., 2010) 

ALDEFLUOR assay kit(STEMCELL Technologies)は ALDH の蛍光基質である

BODIPY🄬-amino acetaldehyde(BAAA)を投与し、その産生物 BODIPY🄬-amino 

acetate（BAA）が産生されることで ALDH 高活性の細胞内に蛍光物質が蓄積し、

フローサイトメトリーによって ALDH 高活性の細胞を分離することができる。 

方法：UM-UC3 を 0.05%トリプシン 0.02% ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA)1xPBS で剥離し、106細胞ペレットとして回収し半数ずつ 2 本のチューブ

に分け、各々を 1.5mM の BAAA を含むバッファー1ml で希釈、37 度のインキュ

ベ ー タ ー で 60 分 間 培 養 し た 。 ALDH1 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る

diethylamino-benzaldehyde(DEAB)を 1 本のチューブのみに 10µl 投与しこれを

ネガティブコントロールとした。FACS AreaⅡ cell sorter (BD Biosciences)

を用いてフローサイトメトリーを行い ネガティブコントロールに比して

FITC 陽性となっている細胞の割合を ALDH 活性細胞の割合とした。ALDH 活性が

上位 0.9%、下位 0.9%の細胞を 96well プレート(Corning)に単細胞ソーティング

した。成長した細胞は T25 培養フラスコに移し、1 ヶ月超培養した。 

 

【Sphere formation assay】 

原理：CSCs の腫瘍形成能を利用した Sphere formation assay は、Sphere 細胞

培養用の培地を用いた培養した際に形成するコロニー（Sphere）数を持って

CSCs を定量化する方法である。 

方法： 
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 0.05%トリプシン 0.02%EDTA 1xPBS で UMUC-3 H-10, L-3, WT 細胞を剥離し細

胞をペレットにした。これに Sphere 細胞用の無血清培地（培地の組成は下記に

示す）を加え、非接着性の 96well プレート（Corning 社）に 1000 細胞/well、

100 細胞/well、10 細胞/well、1 細胞/well の well を各濃度 24well ずつ播種し

た。37℃で１週間培養し、各 well を観察し Sphere 形成を認めた陽性 well 数を

カウントした。Sphere は 100µm 以上の細胞集塊と定義した。カウントした各濃

度での Sphere 陽性 well 数より ELDA 統計サイト(ELDA web site 

(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda) Hu Y, et al. , 2009)を用いて

CSCs の頻度を統計解析した。 

無血清培地の組成： 

DMEM/F12（Thermo Fisher Scientific）  

20 ng/mL basic fibroblast growth factor (R&D Systems)  

20 ng/mL epidermal growth factor (R&D Systems)  

P/S 1% （Thermo Fisher Scientific） 

N2 supplement 1% （Thermo Fisher Scientific） 

Sodium Pyruvate 1% （Thermo Fisher Scientific） 

 

 

【マウスを使用した in vivo での造腫瘍能の検討】 

BALB/c-nu/nu マウス（メス、4−6 週齢）に対し 100%イソフルラン（関東化学株

式会社）で吸入全身麻酔にて行った。H-10 クローン細胞および L-3 クローン細

胞各1000個を、100μlのPBSおよび、100μlのマトリゲル(Corning)で懸濁し、

マウスの背部皮下に注入した。１週間ごとに腫瘍径の測定を行った。各細胞を

マウス 5 匹ずつに注入し、その腫瘍体積の平均値をグラフ化した。細胞数を多

段階に振っての造腫瘍能の検討では、H-10 は 1000 細胞,100 細胞,10 細胞,1 細

胞、L-3 は 10000 細胞,1000 細胞,100 細胞,10 細胞を同様に 100μl の PBS およ

び、100μlのマトリゲルで懸濁し、各細胞をマウス 3匹の背部左右 2か所ずつ、

計 6 か所ずつに皮下投与し、1 週間ごとに腫瘍径の測定を行った。腫瘍体積は、

腫瘍体積(mm3)＝(長径(mm)×短径(mm)2)/2 で計算しグラフ化した。 

本研究に関する実験プロトコールは札幌医科大学における動物実験規定に適合

することが倫理委員会により承認された。 

 

【Cisplatin, 放射線感受性の検討】 

原理：Cisplatin, 放射線に対する感受性の検証には WST-8 assay（Dojindo）

を用いた。WST-8 は細胞内脱水素酵素により還元され、水溶性のホルマザンを
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生成する。このホルマザンの 450nm の吸光度を測定することで、生細胞数を算

出することができる。 

方法： 

1. Cisplatin 感受性 

96 well プレート(Corning)に H-10 細胞、L-3 細胞を各 well に 104 細胞

/DMEM100µl ずつ播種し 37℃で一晩培養した。翌日 Cisplatin（Wako、0.9%NaCl

溶液に 0.5mg/ml に溶解）を 0, 0.6, 1.2, 2.4, 4.8, 9.6µg/ml となるよう調整

した DMEM を各 well に 50µl 加え、0, 0.2,0.4, 0.8, 1.6, 3.2µg/ml ととした

ものを各濃度 3well ずつ作成した。再び 37℃で 72 時間培養した後 WST-8 を各

well に 10µl ずつ加え、更に 2 時間培養後に iMark マイクロプレートリーダー

(BIO-RAD)を用いて 450nm の吸光度を測定した。検体の吸光度を As, Cisplatin

濃度が0µg/mlのwellの吸光度をAc, 培地とWST-8 のみを入れたブランクwell

の吸光度を Ab とし、細胞生存率は以下の式で求めた。 

細胞生存率(%)=((As-Ab)/(Ac-Ab))x 100 

2. 放射線感受性 

96well プレート(Corning)に H-10 細胞、L-3 細胞を各 well104個/DMEM100µl で

12well ずつ 4 枚のプレートに分けて播種し 37℃で一晩培養した。翌日 M100W

（SOFTEX  Inc., Austin, TX, USA）を用いて各プレートを 4、8、16Gy 放射線

照射した。その後 37℃で 72 時間で培養し、Cisplatin 感受性と同様に WST-8 

assay を施行した。 

 

【フローサイトメトリーによる HLA 発現の確認】 

HLA-A2, HLA-classⅠ, HLA-A24 に対する抗体を産生するハイブリドーマを

Hybridoma-SFM (Thermo Fisher Scientific)にて培養し、産生されたモノクロ

ーナル抗体 BB7.2（抗 HLA-A2 抗体）、W6/32（抗 HLA-class1 抗体）、C7709A1（抗

HLA-A24 抗体）を用意した。H-10, L-3, WT をそれぞれ 5x105ずつ回収しペレッ

トとした。BB7.2, W6/32, C7709A1 をそれぞれ 1xPBS に 100 倍希釈で加えて

suspend し、on ice で 30 分反応させた。1xPBS で洗浄ののち、二次抗体である

抗マウス IgG 抗体（FITC 標識）を 1xPBS に 200 倍希釈で加えて suspend し、遮

光 on ice で 30 分反応させた。1xPBS で 2 回洗浄し、filtration ののちフロー

サイトメーターCalibur (BD Biosciences)で解析した。 

 

【HLA リガンドーム解析】 

原理：細胞膜上に発現する HLA とそれに提示されるペプチドの複合体を HLA に

対するモノクローナル抗体との免疫沈降を用いて回収し、酸分解によってペプ
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チドのみを溶出、ペプチドのアミノ酸配列をマススペクトロメトリーにより解

析することで、HLA 上に提示されるペプチドを解析することが出来る。 

方法：H-10, L-3, W/T をそれぞれ培養、細胞をトリプシンで回収、洗浄してペ

レットにし液体窒素で凍結させることを繰り返し、各細胞 109 収集した。この

凍結細胞ペレットを、0.25％デオキシコール酸ナトリウム、0.2 mM ヨードアセ

トアミド、1 mM EDTA、プロテアーゼ阻害剤カクテル（Sigma-Aldrich） 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF)、および 1％オクチル-β-D グルコピラ

ノシド（Dojindo）を含むバッファーで融解させた。 ペプチドと HLA-A2 の複合

体は、臭化シアン活性化セファロース 4B（GE Healthcare）に結合した BB7.2

を使用しアフィニティークロマトグラフィーによって回収した。 HLA-A2 に結

合したペプチドは、弱酸（0.2％trifluoroacetic acid, TFA）で溶出し、Sep-Pak 

tC18 カートリッジ（Waters）および ZipTip U-C18（Millipore）を使用して脱

塩した。  真空遠心分離を使用してサンプルを乾燥し、0.1％TFA と 5％アセト

ニトリルを含むバッファーに再懸濁した。回収されたサンプルはナノフロー液

体クロマトグラフィー（Easy-nLC 1000 system, Thermo Fisher Scientific）

にかけられ、これに結合する Orbitrap マススペクトロメトリー装置(Thermo 

Fisher Scientific)により解析した。タンパク質のデータベースである

Swiss-Prot 上のデータと解析されたペプチド配列を照合し、ペプチドの由来と

なる分子をリスト化した。 
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図 1：HLA-A2 リガンドーム解析の模式図 

 

【Reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR)】 

・Ribonucleic acid (RNA)の抽出 

各細胞における RNA を以下の通り、RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて抽出し

た。 

１）細胞の回収：1x105〜1x107の細胞を 0.05%トリプシン 0.02%EDTA 1xPBS で回

収し、PBS で洗浄し上清を吸引し、ペレットにした。 

２）RNA 抽出：RNeasy Mini Kit (QIAGEN)のプロトコールに準じた。詳細を以

下に示す。2-mercaptoethanol(2-ME, gibco)を添加した Buffer RLT を各細胞に

600µl加えホモゲナイザーで250A,4分ホモゲナイズ。室温、15000rpm,3分遠心。

上清を1.5mlエッペンチューブに移し600µlの70%EtOHを加えピペッティング。

カラム付き 2ml チューブに検体 700µl を入れて室温、12000rpm, 15 秒遠心、こ

れを 2 回繰り返し、チューブ内廃液を破棄。Buffer RW1 を 350µl カラムに入れ

て室温、12000rpm, 15 秒遠心しチューブ内廃液を破棄。10µl DNaseⅠ stock 

solution（QIAGEN）を 70µl の Budder RDD に加え攪拌し、カラムに入れて室温、
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15 分静置。350µl の Buffer RW1 をカラムに加え、室温、12000rpm, 15 秒遠心、

チューブ内廃液を破棄。500µl の Buffer RPE を入れて室温、15000rpm, 15 秒遠

心、チューブ内廃液を破棄。500µl の Buffer RPE を入れ、室温、15000rpm, ２

分遠心、チューブ内廃液を破棄。更に室温、15000rpm, 1 分遠心。カラムを新

しい 1.5ml エッペンチューブに設置し、44 µl の RNAase-free water を入れ、1

分静置ののちに室温、12000rpm, 1 分遠心することを 2 回繰り返し、RNA 抽出完

了。得られた RNA は分光光度計濃度測定を行った。 

 

・Complementary deoxyribonucleic acid (cDNA)の合成 

抽出した RNA 1µg から cDNA を合成した。cDNA の合成には Superscript III 

Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) を使用し、本キットのプ

ロトコールに準じて以下の手順で行った。RNA は 1µg/11 µl となるように

RNase-free water で希釈。5xReaction Bufer 4µl, 10mMdNTP MIX 2µl、Random 

Hexamer primer 1µl、RiboLock RNase Inhibitor 1µl、ReverAid RT 1µl を加

えて計 20µl に調整し、サーマルサイクラーGene Amp PCR system 2700（Applied 

Biosystem）を用いて 25℃5 分、42℃60 分、70℃5 分で反応させて cDNA を得た。

cDNA のうち必要量以外は−20℃で保存し、適宜実験に使用した。なおヒト正常

組織の cDNA は Human MTCTM Panel Ⅰ(タカラバイオ)を用いた。 

 

・PCR 反応 

以上で合成した各細胞の cDNA を用いて Taq DNA polymerase kit (Qiagen)を使

用しRT-PCRし行った。サーマルサイクラーはGene Amp PCR system 2700（Applied 

Biosystem）を用い、94 ℃ 2 分 94 ℃ 15 秒、58 ℃ 30 秒、72 ℃ 30 秒を 35

サイクル行った。C17orf112 の RT-PCT に関しては、アニーリングの温度を

55-62℃で微調整し反復して実験を行った。内在性コントロールとして

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)を使用した。 

PCR に使用したプライマー情報は下記表に記載する。 

 

表 1：プライマー配列 
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【Quantitative-Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction(qRT−PCR)】 

GRIK2 probe は Thermo Fisher Scientific 社より購入した（TaqMan Gene 

expression assays）。cDNA は RT-PCR と同様のものを使用した。ABI PRISM 7000 

Sequence Detection System (Thermo Fisher Scientific 社)を使用し、PCR 反

応は 95 ℃ 15 秒、60 ℃ 1 分を 45 サイクル行った。各サンプルは triplicate

で PCR を行い、内在性コントロールとして GAPDH を使用した。 

 

【Cap analysis of gene expression (CAGE) analysis】 

癌幹細胞で特異的に発現が亢進している分子の候補を更に見つけ出すため、

CAGE 法を利用して ALDHhigh クローンと ALDHlow クローンにおける messenger 

ribonucleic acid(mRNA)発現の網羅的解析を施行した。 

原理：CAGE は、RNA ポリメラーゼⅡ産物の 5’キャップ構造をビオチン化し、

遺伝子名 プライマー長

PIPSL 186 fw tgaccccagtttctcacctc

rv gtgataaggcccacgttgtt

PSMD4 162 fw caagatggtgttggaaagca

rv gtgataaggcccacgttgtt

PIP5K1A 209 fw tcttcggtcggtttttcatc

rv aactggatggcacctttcaa

C17orf112(1) 217 fw gaatcagctgggaaacatgc

rv actgagcaaaagggatggtg

C17orf112(2) 200 fw cagcttcagatggtcaagca

rv gggccccaatctcatattct

C17orf112(3) 166 fw ttggcaatggtagaacagaagc

rv catcacctccatctgtaacagc

CLSPN 265 fw ctcaggctcttttcccacag

rv atcttcgcttcccacatcac

FSHR 214 fw agcctctggaccagtcattc

rv ctcagagatttgccgtctcc

SCN10A 260 fw ctcttcgcagggaagttttg

rv cacttgggttgcatgttgac

GAPDH 452 fw accacagtccatgccatcac

rv tccaccaccctgttgctgta
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ビオチン化した 5’末端を含む RNA のみをストレプトアビジンで回収、５‘末

端側の配列のみをシークエンスし、得られた配列がゲノム上のどこの位置に由

来するかをマッピングすることによって、転写開始点ごとの発現量を調べるこ

とが可能となる。 

方法：RNA 抽出は RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて上述の RT-PCR と同様に施

行した。抽出した RNA は Bioanalyzer(Agilent)を用いて RNA integrity number 

(RIN)が 7.0 超、A260/280, A260/230 比が 1.7 超であることを確認した。CAGE

解析はDNAFORM社に依頼した。クラスターマップはseaborn モジュール（Python）

を用いて描出した。CAGE 解析で得られた counts per million (CPM)値から各ク

ローン間のユークリッド距離を Ward 法を用いて計算し、樹状図を作成した。各

遺伝子の発現量を緑色の濃淡で示した。ボルケーノプロットは解析ソフト R を

用いて作成した。点は一つの遺伝子を示し、ALDHhigh細胞 3 群（H-1, H-6,H-10）、

ALDHlow細胞 3 群（L-1,L-3,L-8）の CPM 値の差を横軸 log2fold change, 縦軸を

有意差-log10 P value で示した。 

 

 

【GRIK2 過剰発現株の作成】 

原理：GRIK2 遺伝子をレトロウイルスベクターpMXs-puro に組み込み PLAT-A 細

胞に transfection してウィルス液を産生させ、これを目標とする細胞に

transfection することで、GRIK2 過剰発現株を作成することができる。 

方法：今回の実験では当研究室に過去に在籍していた井上医師が過去に作成し

保存されていた GRIK2 過剰発現 UM-UC3（WT）を使用した。作成方法は以下であ

る。(Inoue et al., 2017) 

1. PLAT-A 細胞(Dr.T.Kitamura, Tokyo, JAPAN より寄贈)を細胞密度 50%程度に

な る よ う に 播 種 し 、 FuGene HD transfection 

reagent(Promega)15µl+Opti-MEM(Gibco)に pMXs-puro-GRIK2 を加え PLAT-A

細胞に投与する。48 時間の培養後に上清を回収し filtration してウィルス

液を回収する。 

2. UM-UC3 細胞 5x105に対しウィルス液 1ml とポリブレン（Sigma-Aldrich）を

8µg/ml 加え、over night 培養する。 

3. 翌日 1µg/ml の puromycin(Sigma-Aldrich 社)を加え transfection 細胞をセ

レクションする。以降、puromycin1µg/ml 添加下に培養継続する。 

 

【CTL 刺激、ELISPOT assay】 

原理：健常人末梢血単核細胞（PBMC）には少数のナイーブ T 細胞が含まれる。
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免疫原性のあるペプチドを抗原提示されると、ナイーブ T 細胞はそのペプチド

に特異的に反応する CTL に分化する。実際にペプチド特異的 CTL が得られたか

どうかは IFN-γ ELISPOT assay によって確認した。IFN-γ ELISPOT assay は

CTL が抗原攻撃の際に IFN-γ を分泌するという現象を利用している。抗 IFN-γ

抗体でコートされたウェル上で CTL と対象細胞を培養し、細胞を除去後に検出

用のサイトカイン抗体を添加することで、IFN-γ 分泌細胞数をスポットとして

検出することができ、対象細胞に反応する CTL を定量化する。 

方法： 

 健常人検体からの採血は、「人を対象とした医学系研究に関する倫理指針」、「ヒ

トゲノム・遺伝子組換え実験等安全管理規定」に従って実験を行い、札幌医科

大学の倫理委員会の承認を得て施行した（承認番号 29-2-69）。HLA-A*02:01 を

有する健常人ドナー2 名より静脈血 50ml を採取し、LeucoSep リンパ球分離チュ

ーブ（グライナー）にリンパ球分離溶液（リンフォプレップ、コスモ・バイオ）

15ml を入れ遠心にかけたもの 2 本に均等に血液を注ぎ、1000g, 30min, 室温で

遠心分離をかけた。血漿成分の下の層に浮遊する PBMC を回収し、1xPBS で計 4

回洗浄した。培地は下に示した組成の添加物を加えた AIM-V を用い、PBMC を約

4x106/ml/well となるように 24well プレートに播いて 37℃で培養した。 

1. 刺激に用いたペプチドはコスモ・バイオ社より購入した。使用したペプチド

のアミノ酸配列は以下に記す。PBMCに 20µg/mlの濃度でペプチドを投与し、

1 週間毎に 3 回投与を繰り返した。 

2. ELISPOT assay は最終のペプチド投与から 1 週間後に、Human IFN- gamma 

ELISPOT set（BD Biosciences ）を用いて施行した。96well メンブレンプ

レートに Capture 用の抗 IFN-γ 抗体を 200 倍希釈で播き 4℃で over night

静置した。翌日ブロッキングバッファーを 200µ/well 入れプレートをブロッ

キングした。Target 細胞を 5x105/ml に調整しペプチド 20µg/ml で刺激して

2 時間室温で静置した。その後 2 回洗浄し、AIM-V に 5x105/ml になるよう希

釈した。エフェクターCD8 細胞は 5x105/ml に調整した。target 細胞を

100µl/well 撒いて 30 分 37℃で培養ののちにエフェクターCD8 細胞を

100µl/well で投与した。37℃で over night 培養し、翌日 wash buffer で 3

回洗浄ののちビオチン標識抗体を 250 倍希釈で分注し２時間反応させた。

Wash buffer で 6 回洗浄し、HRP 標識ストレプトアビジンを 100 倍希釈で分

注し、wash buffer で 6 回、1x PBS で 1 回洗浄した。発色試薬を 100µl/well

添加し、15 分後に蒸留水を注いで乾燥させ、翌日各 well のスポット数を、

ImageJ ソフトを使用してカウントした。 
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表 2：使用したペプチドのアミノ酸配列 

アミノ酸配列 遺伝子名 

SLELDPPSL C17orf112 

TLQMLTTSV PIPSL 

SLLNQPKAV CLSPN 

LMYDAVHVV GRIK2 

 

培地組成： 

AIM-V（Thermo Fisher Scientific）  

HS 5% (biowest)  

P/S 1% （Thermo Fisher Scientific） 

HEPES 1% (Thermo Fisher Scientific) 

2-Mercaptoethanol 0.01% (Thermo Fisher Scientific) 

 

使用した試薬： 

Wash buffer:  

1xPBS 

Tween20 0.05% (Wako) 

 

Blocking Buffer: 

RPMI-1640(Sigma-Aldrich) 

FBS 10%(Sigma-Aldrich)  

P/S 1%( Thermo Fisher Scientific) 

 

【IFN-γ 刺激を加えた細胞に対する ELISPOT assay】 

原理：IFN-γ 刺激により、HLA-A2 の発現量は増加することが知られている。

(Gupta, 1990) これを利用し、ELISPOT assay の感受性を高める目的でターゲ

ット細胞に IFN-γをあらかじめ投与して実験を行った。 

方法：細胞を 105/ml で 6well プレート(Corning)に播き、IFN-γ (P&D SYSTEMS

社)を 105U/ml で添加し、48hr 培養ののちに target 細胞として使用した。ほか

の ELISPOT 工程は前述と同様に施行した。 
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【HLA-A2 テトラマーによる単細胞ソーティング】 

原理：CTL は T 細胞受容体により HLA とペプチドの複合体を特異的に認識して

活性化する。この原理を利用して、あるペプチド配列に特異的に反応する CTL

を検出することが可能であると考えられた。しかし HLA とペプチドの複合体は、

単量体の状態では T 細胞受容体に対する親和性が低く、結合は不安定である。

そこで HLA とペプチドの複合体をビオチン化し、ストレプトアビジンによりこ

れを 4 量体（テトラマー）とすることで、T 細胞受容体との安定した結合を維

持することが可能となった。テトラマーを蛍光物質で標識することで、フロー

サイトメーターにより検出し単細胞ソーティングすることができる。 

 

方法：GRIK2(LMYDAVHVV)-HLA-A2-PE テトラマー、CLSPN(SLLNQPKAV)-HLA-A2-PE

テトラマーは MBL 社に製造依頼した。 

1. 対象となるPBMCの bulkは 2x106細胞に対しPBS100µlとなるようにsuspend

し、GRIK2-HLA-A2-PE テトラマーまたは CLSPN-HLA-A2-PE テトラマーと、HIV

－HLA-A2-FITC テトラマーを各 5µlずつ投与し室温、遮光で 30分静置した。 

2. 1xPBS で 2 回洗浄し、filtration した。 

3. フィーダー細胞は、健常ドナーPBMC を先述のごとく採取し、100Gy 放射線

照射して作成した。96well プレートにあらかじめ 8 万個/well でフィーダー

細胞を撒いておいた。 

4. FACS AreaⅡ cell sorter (BD Biosciences)を用いてフローサイトメトリー

を行い, PE 陽性かつ FITC 陰性の細胞群をあらかじめフィーダー細胞を撒い

た 96well プレートに単細胞ソーティングし、2 週間培養した。 

 

培地組成： 

AIM-V（Thermo Fisher Scientific）  

HS 5% (biowest)  

P/S 1% （Thermo Fisher Scientific） 

Hydroxyethylpiperazineethanesulfonic acid(HEPES)1% （ Thermo Fisher 

Scientific） 

2-Mercaptoethanol 0.01% (Thermo Fisher Scientific) 

PHA 0.5%(Wako) 

IL-2 0.2%(PEPRO TECH) 

 

【統計解析】  

2 群間の比較には Student’s t-test を用い、P < 0.05 を有意差とした。 
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結果 

 

1． ALDEFLUOR 法による膀胱癌 CSCs 株の樹立  

膀胱癌細胞株 UM-UC-3 の ALDEFLUOR assay を施行したところ、UM-UC3 のう

ち ALDH 活性細胞の割合は 12.4%見られた。ALDH 活性の高い 0.9%、ALDH 活性

の低い 0.9%の細胞をそれぞれ単細胞ソーティングし、培養を継続すること

で ALDH 活性の高い 3 クローン（H-1, H-6, H-10）、ALDH 活性の低い 3 クロ

ーン（L-1, L-3, L-8）を樹立した。これらの細胞株を 1 か月間以上培養し

たうえでそれぞれの ALDH 活性を ALDEFLUOR 法により再検したところ、

H-1,H-6, H-10 クローンは ALDH 活性が高い細胞の割合をある程度維持でき

ており、また L-1, L-3, L-8 クローンは ALDH 活性が低いままであった。以

上より、長期の培養でも性質の安定した ALDH 高活性(ALDHhigh)細胞株、ALDH

低活性(ALDHlow)細胞株の樹立に成功した。ただし、H-1,H-6.H-10 細胞にお

いては培養後の ALDH 高活性細胞の割合は少しずつ低下しており、経時的に

ALDH 活性の低い、非癌幹細胞への分化傾向を示すことが伺える。

 

 

図 2：ALDEFLUOR assay の結果。ALDH 活性が高い 3 クローンと ALDH 活性が

低い 3 クローンを樹立し 1 か月超培養したところ、それぞれの性質を一定以

上保持されていた。 
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次に、この ALDH 活性の高いクローンが実際に癌幹細胞を高濃度に含む細胞

集団であることを証明するための実験を行った。まずは ALDH 活性の高い 

H-10 細胞、ALDH 活性の低い L-3 細胞、に wild type（WT）を加えた 3 クロ

ーンにつき、非接着培地における培養下での sphere 形成能について比較し

たところ、ALDH 活性の高い 3 クローンにおいて sphere 形成能が高い傾向が

見られ、中でも H-10 での sphere 形成能の高さは顕著であった。 

 

表 3：WT, H-10 ,L-3 における sphere 形成数と Stem cell frequency 算出結

果 

 

 

 

この H-10 と、ALDH 活性の低いクローンの代表として L-3 を選択し、ヌード

マウスの皮下に腫瘍細胞を移植する Xenograft モデルにおける腫瘍増生能

を調べたところ、H-10 のみで著明な腫瘍増生を認めた。（図）移植する細胞

数を多段階に分けてその腫瘍増生を観察すると、ELDA software において計

算される H－10 の癌幹細胞含有率は顕著に高値であった。 

 

 

図 3：103個の細胞を皮下投与した際の H-10, L-3 腫瘍増殖曲線。H-10 で著

明な腫瘍形成が見られる一方、L-3 では腫瘍形成を認めない。 

表 4：マウス皮下に移植する細胞数と腫瘍形成割合、Stem cell frequency

算出結果 
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以上の結果から H-10 は高い腫瘍増生能、自己複製能、分化能をもち、癌幹

細胞を高濃度に含む細胞集団であることが証明された。 

 

 

2． H-10 の治療抵抗性の証明 

H-10 が化学療法や放射線治療に対して治療抵抗性を持っているかについて

検証を行った。化学療法に対する抵抗性については、膀胱癌に対して用いら

れる代表的なプラチナ系抗癌剤である cisplatin を用いた。H-10, L-3 を

cisplatin0-3.2ug/ml 投薬下に 72 時間培養したところ、H-10 で L-3 に比較

して明らかな cisplatin への抵抗性が認められた。また放射線照射について

も、同様に H-10 で L-3 に比較して明らかな治療抵抗性が認められた。 

 

 

図 4：Cisplatin と Radiation に対する H-10,L-3 の感受性。いずれも H-10

において有意な抵抗性が認められた。 

 

3． H-10 に対する HLA リガンドーム解析 

上述の 1,2 の結果より、H-10 は高い腫瘍増生能、自己複製能、分化能をも

ち、かつ化学療法、放射線療法に抵抗性を持つ癌幹細胞を高濃度に含む細胞

集団であることが確認できた。この細胞に特異的に発現するペプチドを同定

するため、HLA-A2 リガンドーム解析を施行した。あらかじめ HLA-A2 を標識

したフローサイトメトリーを施行し、H-10, L-3, WT とも HLA-A2 を発現し
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ていることを確認した（ただし、H-10 で軽度 HLA-A2 発現が低かった）。 

 

 

 図 5 ：抗 HLA クラス 1 抗体(ピンク色)、抗 HLA-A2 抗体（水色）、抗 HLA-A24

抗体（黄色）フローサイトメトリー結果。H-10, L-3, WT いずれも HLA クラス 1

と HLA-A2 が陽性で HLA-A24 は陰性である。 

 

H-10, L-3, WT の 3 つを大量培養し、HLA-A2 に提示されるペプチドを検索し

た。結果、H-10 に発現する 848 個、L-3 に発現する 1832 個、WT に発現する

1073 個のペプチドを同定した。同定されたペプチドは 8-11 アミノ酸長で占

められており、中でも 9 アミノ酸長が最も多かった。また配列は 2 番目にロ

イシンやメチオニン、4 番目にグルタミン酸やアスパラギン酸、末尾にバリ

ンやロイシンが多いという特徴的なパターンを示していた。 

 

 

図 6 ：HLA リガンドーム解析で各クローンにおいて検出されたペプチドのア

ミノ酸数。 
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図 7： HLA リガンドーム解析で各クローンにおいて検出されたペプチドの含

有アミノ酸の割合を WEB logo にて表した。第 2, 4,9 番目に配列されるアミ

ノ酸に特徴的なパターンを有することがわかる。 

 

 

図 8 ：HLA リガンドーム解析にて検出されたペプチド数の模式図。H-10 

 

これらのペプチドの中から、H-10 で発現が見られるが L-3 と WT で発現が見

られない、あるいは H-10 と WT で発現がみられるが L-3 では見られないペプ

チドが H-10 特異的な抗原となるペプチドの候補と考えられた。さらに、そ

れらのペプチドのうち正常組織での発現が低い（精巣以外の組織での発現の
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平均値 TPM≤2 である）ペプチドは 8 個みられ、これらが H-10 特異的な抗原

となりうるかについて検証した。候補となるペプチドは、Putative PIP5K1A 

and PSMD4-like protein(PIPSL), Zinc finger protein (ZNF)573, ZNF84, 

excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 6(ERCC6L), Claspin(CLSPN), Isoform 4 of 

Follicle-stimulating hormone receptor (FSHR), C17orf112, Sodium 

channel protein type 10 subunit alpha(SCN10A)の 8 種の遺伝子の由来す

るものであった。 

 

 

表 5：HLA リガンドーム解析において H-10 で発現がみられ、L-3 で発現がみ

られないペプチドのうち、精巣以外での組織での発現平均値 TPM≤2 であった

ペプチドの一覧 

 

 

5.  UM-UC3 各クローンに対する CAGE analysis による遺伝子発現解析 

HLA リガンドーム解析で CSCs 抗原の候補となった上記 8 種の遺伝子の

UM-UC3 各クローンでの発現量を検証するため、また更に別の癌幹細胞特異

抗原の候補となる分子を特定するため、UM-UC3 各クローン（H-1, H-6, H-10, 

L-1, L-3, L-8,WT）の網羅的遺伝子解析を CAGE 法により施行した。CAGE に

よる階層的クラスター解析の結果、ALDH 活性の高い 3 群と、ALDH 活性の低

い 3 群はそれぞれ遺伝子的に親和性がありクラスターを形成することが証

明された。 



27 

 

 

図 9 ：CAGE analysis における UM-UC3 各クローンのクラスター解析。

L-1,L-3,L-8 と H-1, H-6、H-10 はそれぞれ遺伝子的にクラスターを形成す

る。 

 

 

HLA リガンドーム解析で CSCs の候補となった 8 ペプチドの由来遺伝子の

CAGE での発現は以下の表の通りとなった。ZNF573、ZNF84、ERCC6L について

は ALDH high細胞と ALDH low細胞の間で発現の差は認められなかった。CLSPN

に関しては、p=0.07 と有意差は検出できないものの、H-10 と L-3 の間で CPM

値は約 3 倍の差があった。PIPSL, FSHR, C17orf112, SCN10A については、

CAGE での発現はいずれのクローンでも確認できなかった。 

 

表 6：HLA リガンドーム解析にて検出された分子の UM-UC3 各クローンにおけ

る CAGE 解析での遺伝子発現量の比較。 

 

CAGE 解析での ALDH high 細胞、ALDH low 細胞での遺伝子発現と、前述の HLA

リガンドーム解析の結果を組み合わせ、以下のボルケーノプロットを作成し

た。H-10 にて L-3 に比し有意に高発現であり、かつ HLA リガンドーム解析

H1 H6 H10 L1 L3 L8 WT p値
ENSG00000189144__ZNF573_- 2.38 2.3 3 2.44 1.65 2.4 2.24 0.30696
ENSG00000198040__ZNF84_+ 12.91 13.13 13.8 9.56 8.8 14 14.75 0.203847
ENSG00000186871__ERCC6L_- 27.74 26.68 30.4 29.32 26.52 31.88 14.99 0.638144
ENSG00000092853__CLSPN_- 56.98 91.2 98.8 49.96 33.12 56.92 24.22 0.071976



28 

 

より H-10 のみで抗原提示されている分子として GRIK2 が浮上した。 

 

 

図 10 ：CAGE analysis と HLA リガンドーム解析結果を組み合わせたボルケ

ーノプロット。横軸は発現量であり、右に行くほど ALDH high 細胞での発現

が、左に行くほど ALDH low 細胞での発現が多くなる。縦軸は統計学的有意

差を示し、上に行くほど差が統計学的に有意となる。p=0.05 を点線で示し

ている。 

HLA リガンドーム解析において H-10 のみで検出されたものを赤点、L-3 のみ

で検出されたものを青点、両者で検出されたものをオレンジ点、両者とも検

出されなかったものを灰色点で示している。ALDH high 細胞で著明に発現が

高く、H-10 細胞にて HLA 提示される分子として GRIK2 に注目された。 

 

6. HLA リガンドーム解析と CAGE 解析から検出された各分子についての検討 

6-1. PIPSL 

PIPSL は、 Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 alpha 

(PIP5K1A)と Proteasome 26S subunit, Non-ATPase 4(PSMD4)の遺伝子を基

にできた偽遺伝子であり、その産物は前半が PIP5K1A 由来、後半が PSMD4

由来であり、今回検出されたペプチド配列は、PSMD4 由来の部位の一部であ

った。CAGE 解析は転写開始点の配列を読んでマッピングする手法であるた

め、PIPSL の構造上、PIP5K1A 発現との区別が困難となり CAGE での検出は不

可と考えられる。 



29 

 

 

図 11：PIPSL のアミノ酸配列。前半部が PIP5K1A を鋳型とした配列、後半部

が PSMD4 を鋳型とした配列でできている。 

 

HLA リガンドーム解析の結果はペプチド配列をデータベースと照合し由来

の遺伝子を特定しており、このペプチド配列は PSMD4 由来の可能性も PIPSL

由来の可能性もいずれも考えられるが、偶然 PIPSL 由来として拾われたため

この偽遺伝子が検出されることになった。しかし PSMD4 は正常組織にも普遍

的に発現する物質であるため、今回提示されたペプチドも PSMD4 由来の可能

性が圧倒的に高いと考えられたが、PIPSL 独自の遺伝子配列（PIP5K1A 由来

と PSMD4 由来の配列の連結部）を増幅させるようプライマー設計して PCR

を施行したところ、ほとんどの正常細胞での発現は見られないが精巣に強発

現、また UMUC-3 すべてのクローンに弱いバンド発現が認められ、癌精巣抗

原の候補である可能性も考えられた。また、PIP5K1A 由来の配列と PSMD4 由

来の配列の連結部には HLA-A2 に親和性があると想定されるペプチド鎖

（TLQMLTTSV）がみられ、これは PIP51KA, PSMD4 いずれのアミノ酸配列とも

異なる PIPSL 独自の配列であるため、この配列は HLA リガンドーム解析で検

出された配列ではないが、癌抗原の候補として免疫原性の検証という次の段

階へ実験を進めることとした。 

 

図 12：正常組織と UM-UC3 各クローンにおける PIP5K1A, PSMD4, PIPSL の
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RT-PCR での発現。PIP5K1A, PSMD4 は正常組織で普遍的に発現が見られる。

一方で PIPSL は正常組織では精巣のみで発現が確認でき、UM-UC3 の各クロ

ーンにおいても淡いバンドが検出される。 

 

6-2. C17orf112 

C17orf112 は 17 染色体 open reading frame 112 を意味する。この分子の働

きや、そもそも翻訳されているかどうかについても不明であるが、今回 HLA

リガンドーム解析でその配列に由来するペプチドが検出されたことは非常に

興味深いと考えた。CAGE 解析においてはいずれのクローンにおいても発現が

確認できなかったが、未知の分子であるという点に注目し検証を進めた。CAGE

解析は転写開始点の配列を読むため、転写開始部付近が欠落した部分的な転

写・翻訳が行われている場合は CAGE 解析で検出できない可能性もあると考え、

RT-PCR を繰り返し施行した。正常組織では精巣のみに発現が認められ癌精巣

抗原の候補であると期待したものの、プライマーや PCR 条件を変更して複数

回の検証を施行したにも関わらず C17orf112 の遺伝子発現の証拠は検出でき

なかった。 

 

 

図 13：正常組織と UM-UC3 各クローンにおける C17orf112 発現。RT-PCR は条

件を微調整して複数回施行したが、UM-UC3 各クローンにおいて有意なバン
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ドは確認できなかった。 

 

6-3. CLSPN 

 CLSPN は、各クローン間でやや発現のばらつきが見られる影響により統計学

的に有意ではないもの、ALDH high 細胞で発現が高い傾向が見られた点、また

過去の報告にて他癌種において CSCs 機能との関連が報告されている点を重

視し更に検証を進めた。RT-PCR においては正常細胞での発現が認められず、

UM-UC3 各クローンでは発現が確認された。CSCs 抗原の候補として免疫原性の

検証に進んだ。 

 

図 14：正常組織と UM-UC3 各クローンにおける CLSPN 発現。癌特異的に発現

しており、特に H-1, H-6 で強い発現が見られた。 

6-4. GRIK2 

   GRIK2 (Glutamate ionotropic receptor kainite type subunit 2)由来のペ

プチド(LMYDAVHVV)はリガンドーム解析で H-10 のみに発現が認められた。か

つ GRIK2 は CAGE で ALDH high 細胞において著明に遺伝子発現が高かった結果

から、このペプチドは CSCs 抗原の有力候補と考えられ、免疫原性の検証に

進んだ。HLA リガンドーム解析の段階で CSCs 特異抗原の候補分子として挙

がらなかった理由は、正常組織の一部においても発現が見られ、正常組織で

の平均 TPM が≤2 とならなかった点であった。そこで正常組織も含めた発現

量を定量するためリアルタイム PCT を施行したところ、ALDH high 細胞にお

いて著明な高発現が認められ、正常組織では概して発現は低いものの脳でや

や高い発現が認められた。 
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図 15：GRIK2 の正常組織、UM-UC3 各クローンにおける発現量をリアルタイ

ム PCR で検証。脳で他の正常組織に比してやや高い発現が認められる。 

 

6-5. その他の分子 

HLA リガンドーム解析で得られた残りの分子の中で、CAGE での ALDH high 細

胞、ALDH low細胞間での発現がほぼ等しかった ZNF574, ZNF84, ERCC6L は CSCs

特異的な抗原となる可能性は低いと考えられ、候補から除外した。FSHR、

SNC10A については CAGE で発現がいずれのクローンにおいても確認できず、

RT-PCR を施行しても結果は同様であった。また THE HUMAN PROTEIN 

ATLAS(https://www.proteinatlas.org/）での検索においても尿路上皮癌で

の発現が確認できなかったため、CSCs 抗原の候補から除外した。 

 

 

7． ペプチド特異的 CTL 誘導と CTL クローンの樹立 

上記工程で膀胱癌 CSCs 特異的抗原となる分子の候補として、PIPSL 

(TLQMLTTSV) 、 C17orf112 (SLELDPPSL) 、 CLSPN(SLLNQPKAV) 、 GRIK2 

(LMYDAVHVV)の 4 つが残り、これらに対し特異的に反応する CTL を健常人ド

ナーの PBMC から誘導できるかどうかを検証した。PIPSL、C17orf112 につい

てはペプチド刺激後に ELISPOT assay で T2 細胞に提示されるペプチドへの

反応性を確認する実験を反復したが、有意な反応は得られなかった。 

CLSPN、GRIK2 に関しては、ELSPOT assay で反応の見られる bulk を確認する

ことが出来た。 

 

 

 

https://www.proteinatlas.org/
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図 16：ELISPOT assay にて T2 に CLSPN, GRIK2 ペプチドを加えた well と T2

のみの well でスポット数に差が見られた bulk。 

 

上記 5 つの bulk に対し GRIK2, CLSPN テトラマーソーティングを施行した。 

結果、bulk1 で CLSPN テトラマーに、bulk6, bulk9 で GRIK2 テトラマーに反

応する細胞が少数みられたため、この細胞を単細胞ソーティングして培養し

たところ、一部のクローンの成長が確認できた。 
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図 17：GRIK2、CLPSN HLA-A2-PE テトラマーによる単細胞ソーティング結果。

Bulk6, Bulk9 で GRIK2 テトラマー陽性の細胞、Bulk1 で CLSPN テトラマー陽

性の細胞がごく少数認められた。 

 

これらの成長したクローンが、CLSPN,GRIK2 ペプチドを提示する細胞に実際

に反応するか ELISPOT assay を行い検証したところ、bulk9 由来のクローン

の一つ9G23が GRIK2 提示細胞に有意な反応を示した。このクローンの GRIK2

テトラマーへの反応をフローサイトメトリーで確認したところ、99.62%が

GRIK2 テトラマーに親和性を示し、均一な GRIK2 特異的な CTL クローンであ

ることが確認できた。 

       

図 18:GRIK2-PE-テトラマーでソーティングした CTL クローンの一つ、9G23

は GRIK2 ペプチドを提示させた T2A24 に ELISPOT assay にて強い反応を示し

た。 
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図 19 ：CTL クローン 9G23 は 99.62%が GRIK2-PE テトラマーに反応を示す均

一なペプチド特異的 CTL 集団であることを確認した。 

 

 

CLSPN テトラマーソーティングした細胞に関しては、ELISPOT で CLSPN ペプ

チド提示細胞への有意な反応を確認できなかった。 

 

 

8． GRIK2 特異的 CTL クローンの内因性 GRIK2 への反応性の確認 

GRIK2 特異的 CTL クローン（9G23）が、添付したペプチドのみならず内因性

に提示された GRIK2 ペプチドに対しても反応できるかを検証した。GRIK2 を

過剰発現させた UM-UC3 WT に 9G23 を反応させて ELISPOT assay を施行した

ところ、GRIK2 過剰発現株に対し著明なスポットの増加を確認できた。これ

により、9G23 は内因性の経路で提示された GRIK2 ペプチドに反応すること

が証明された。 

 
図 20： UM-UC3 野生株と、UM-UC3 野生株に GRIK2 を過剰発現させた細胞に
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9G23 を反応させたところ、GRIK2 過剰発現株に著明な反応が認められた。こ

のことから、外部から添加されたペプチドのみならず内在の機構を経て HLA

上に提示された GRIK2 にも 9G23 は反応することが判明した。 

 

 

続いて、GRIK2 の発現量が多い H-10 に対し 9G23 が反応するかを検証した。 

H-10, L-3, WT それぞれに対し 9G23 を反応させて ELISPOT assay を施行し

たが、H-10 に対する有意なスポット数の増加は確認できなかった。 

一つの原因として、H-10の HLA-A2発現量が減少していることが考えられた。 

IFN-γ 刺激により、HLA-A2 の発現量は増加することが知られており、IFN-γ

刺激を加えた H-10 ,L-3 ,WT を用いて再実験を試みた。結果、H-10 におい

て L-3, WT と比して有意なスポット数の増加が認められ、9G23 の H-10 への

反応が確認できた。 

 
図21：UM-UC3 H-10, L-3,WT各クローンに対する9G23の反応を検証したところ、

9G23 は H-10 に特異的な反応を見せた 
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考察 

本研究は、膀胱癌 CSCs に対する免疫療法を可能とすべく、その特異抗原を同定

することを目的に施行した。 

CSCs は、自己複製能と造腫瘍能、分化能を備えた癌細胞の亜集団として定義さ

れる。結腸癌細胞より side population（SP）法を用いたクローンの樹立によ

り安定して CSCs クローンを得られ、その抗原を HLA リガンドーム解析により解

析した研究は過去に行われているが、今回膀胱癌細胞株 UM-UC3 から単離した

ALDH 高活性クローン H-10 が CSCs としての性質を持ち、かつその性質が比較的

長期の培養後にも保たれることが証明できた。(Miyamoto et al., 2018) 癌組

織のうちごく少数しか含まれず、非 CSCs に分化する性質のある CSCs は多量に

入手するのが難しくその実験にはハードルが多いが、本発見により今後の膀胱

癌 CSCs の実験はより容易で汎用性の高いものになると期待できる。 

 

CSCs は化学療法、放射線療法に対し抵抗性を示すことは良く知られており、本

研究でも同様の結果となった。冒頭で述べた通り CSCs に対し免疫療法が有効で

ある可能性を示唆する実験結果が近年報告されている一方で、CSCs は免疫から

逃れるための様々な分子メカニズムを有し、CSCs が免疫療法の標的になりうる

か否かについてはこれまで議論がなされてきた。過去の研究では、マウスにお

ける癌細胞からALDH活性により単離されたCSCs は非CSCsに比してtap1, tap2, 

tapbp といった抗原提示機構関連遺伝子の発現が有意に低かった。(Hirohashi 

et al., 2016) また CSCs において、HLA クラスⅠの発現が非 CSCs に比して低

下が見られているという報告もある。(Di Tomaso et al., 2010; Morrison et al., 

2018) 本研究において ALDH 活性の高い H-10 細胞は HLA クラスⅠを発現してい

るものの、L-3 に比してやや発現が低い傾向が認められた。L-3 や WT と比して

HLA リガンドーム解析において得られたペプチド数が少ないことの原因として

も HLA クラスⅠ発現の低下が考えられるが、 H-10 においても HLA 上に提示さ

れるペプチドを 848 個検出できたという結果から、本研究で使用した膀胱癌細

胞株においては CSCs の免疫原性は比較的保たれていたと言える。 

 

本研究で、そのペプチドの一部が CSCs 抗原となることが明らかとなった GRIK2

はカイニン型グルタミン酸受容体の一種である。井上らによる先行研究におい

て、膀胱癌 CSCs における GRIK2 の発現亢進が示され、その高発現が腫瘍浸潤能

に関与することが報告されていた(Inoue et al., 2017)。本研究結果において

も GRIK2 発現は膀胱癌 CSCs において非 CSCs 細胞に比し著明に発現が増加して

おり、CSCs にて GRIK2 ペプチドが抗原提示されていることが HLA リガンドーム
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解析から明らかとなった。更に GRIK2 ペプチド特異的 CTL が膀胱癌 CSCs を認識

したことから、今後膀胱癌において GRIK2 ペプチドによるワクチン療法や抗原

特異的 CTL 輸注療法などが GSCs を攻撃する有力な治療法となる可能性がある。 

今回の結果から GRIK2 は CSCs 抗原と言えるが、GRIK2 は正常組織である大脳皮

質および小脳皮質の一部のニューロンでも発現している。これまでに GRIK2 の

ノックアウトによって躁病のマウスモデルを作成した報告や、GRIK2 の変異が

記銘力障害や学習障害に関連するという報告があり、GRIK2 が免疫の標的にな

ることは神経系にダメージを与えるリスクが想定される。(Guzman et al., 

2017; Shaltiel et al., 2008) しかし中枢神経系は血液脳関門（Blood-brain 

barrier）により守られていることや、ニューロンは HLA クラス 1 を発現しない

ことから、GRIK2 特異的な CTL による攻撃を免れる可能性がある。実際に、本

研究において健常人ドナーのPBMCからGRIK2ペプチドの刺激によりCTLを誘導

できた。このことはGRIK2に特異的なCTLに病原性がないことを示唆している。

しかし、最近の研究で一部のニューロンは IFN-γ の刺激等によって MHC クラス

1 を発現することが示されており、免疫療法による影響が神経系に及ぶ可能性

は完全には排除できない(Clarkson et al., 2018; Zhang et al., 2015)。本研

究の欠点として、生体における GRIK2 ペプチド特異的 CTL の抗癌効果および副

作用を確認できていないことが挙げられ、GRIK2 ペプチドを標的とした免疫療

法を今後臨床応用に繋げるためには生体における安全性について十分かつ慎重

な検討が必須である。 

 

今回 CLSPN、C17orf112、PIPSL ペプチドに関しても膀胱癌 CSCs 特異的な癌抗原

の候補に挙がったが、残念ながらこれらの免疫原性は本研究では証明できなか

った。C17orf112 については精巣での RT-PCR にて精巣での高発現が確認できた

ことから、癌精巣抗原である可能性が考えられた。今回 HLA-リガンドーム解析

にてH-10のみにてC17orf112 ペプチドの提示が確認されたものの RT-PCR、CAGE

いずれにおいても C17orf112 の発現は確認できず、HLA リガンドーム解析での

発現がエラーであった可能性も否定はできない。PIPSL は、もともと PIP5K1A

（ Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 alpha ） と PSMD4

（Proteasome 26S subunit, Non-ATPase 4）という正常組織に普遍的に発現し

ている 2 つの遺伝子のコピーが組み合わされて出来た偽遺伝子であり、その役

割は不明である。(Babushok et al., 2007; Ohshima and Igarashi, 2010) 鋳

型となった分子の働きを考慮しても癌細胞としての機能に関与するとはあまり

考えにくいが、本研究の RT-PCR では精巣と UM-UC3 の各クローンのみにおいて

偽遺伝子 PIPSL の発現が見られた点は興味深い。本研究においては PIPSL の免
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疫原性については確認できなかったが、癌と精巣に特異的に発現する偽遺伝子

の存在が示され、新たな癌精巣抗原の発見につながることが期待される。CLSPN

は細胞周期チェックポイントに関連し、胃癌において CSCs の機能と関連するこ

とがすでに報告されている分子であり、今回膀胱癌 CSCs の HLA リガンドーム解

析においてCLSPNペプチドのHLA提示が確認できたことは意義深い。(Bianco et 

al., 2019; Kobayashi et al., 2019; Lee et al., 2003)  CSCs は上述のごと

く、免疫系からの攻撃を免れるための様々な工夫をしている。CSCs としての機

能に関連の薄い分子を免疫の標的とした場合、その分子の発現を喪失させると

いう対抗措置が可能であるが、CSCs が CSCs たる為に必要な分子の発現を喪失

させるのは難しいと思われる。CLSPN のような CSCs の機能に大きく関わる分子

をターゲットとすることが出来れば、有効性の高い治療となる可能性が高くな

る。本研究において CLSPN ペプチド特異的 CTL クローンの樹立には至らなかっ

たが、その免疫原性については今後更なる検討が望まれる。 
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結論 

【本研究から得られた新知見】 

・この研究では、ALDHELUOR 法により樹立したクローンを安定した膀胱幹細胞

モデルとして初めて確立した。 

・膀胱癌 CSCs の HLA リガンドーム解析を初めて施行し、膀胱癌 CSCs 抗原の候

補となる分子を数種同定した。 

・GRIK2 特異的な CTL は膀胱癌 CSCs に特異的な反応を示した。 

【新知見の意義】 

・膀胱癌CSCsに特異的に発現する抗原の報告は本研究が初めてであり、今後CSCs

を標的とした治療への応用が期待される。 

【今後の研究の展開】 

本研究ではGRIK2ペプチド特異的CTLが膀胱癌CSCsを認識することを発見した

が、生体内において実際の腫瘍組織に対する効果を確認すること、GRIK2 ペプ

チド特異的 CTL の生体における安全性についての実験が求められる。  
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