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要旨 

 

【背景と目的】膀胱がんは世界で 10 番目に多いがんであり、全世界で年間 55

万人が新たに罹患し、20万人以上が死亡している。膀胱がん新規症例の 30％は

筋層浸潤がんであり、遠隔転移を伴うものも多い。遠隔転移を伴う症例では極

めて予後不良であり 5 年生存率は 5％程度にとどまる。長年にわたり局所浸潤

や遠隔転移を伴う膀胱がんに対する治療の主軸は cisplatin(CDDP)を中心とし

た化学療法であるが、多くが最終的には治療抵抗性を示すようになる。ネオア

ジュバントおよびアジュバントでの CDDP ベースの化学療法は、筋層浸潤性膀

胱がんの全生存期間を改善するため、特に CDDP に対する治療抵抗性の発現が

予後に直接影響する。したがって、CDDPに対する耐性のメカニズムを解析する

ことは、現在の膀胱がん治療の成果を向上させるために不可欠である。近年に

なり膀胱がん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 30%程度と、幅広く有効であ

るとは言い難い。したがって、膀胱がんにおける抗原特異性の解析は、免疫療

法のさらなる発展に不可欠である。本研究では、新規 CDDP耐性膀胱がん細胞株

を樹立し、新規免疫療法標的である Claspin（遺伝子名：CLSPN）が CDDP 耐性

のドライバーであることおよび Claspin が免疫療法のターゲットになりうるこ

とを明らかにした。 

【材料と方法】ヒト膀胱がん細胞株 UM-UC-3親株(WT)からシスプラチン(CDDP)

の濃度を段階的に増加させながら連続的に曝露することにより、CDDP耐性細胞

株（CR）を樹立した。WT, CRにおいて CDDP 0-16 µmol/L投与後 48 時間での生

存率を WST-8 assay で測定し、抵抗性について検証した。WT、CRについて遺伝

子発現を網羅的に解析し、CRで過剰発現している遺伝子群の中から免疫療法へ

の適応を考え、正常臓器での発現が低く、HLA-A2 結合ペプチドの存在がわかっ

ているものを抽出した。WT, CRにshort interfering RNA(siRNA)を用いて CLSPN

をノックダウンし、CDDP 抵抗性について WST-8 assay で検討した。WT, CR を用

いて Sphere formation assayを施行し、がん幹細胞様細胞 (CSCs)frequency

を算出し、ALDEFLUOR kitを用いて ALDH 活性について評価した。CLSPNについ

て、定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(qPCR)で正常組織と WT, CR での遺伝

子発現を確認し、ウエスタンブロットでタンパク質の発現量を評価した。健常

人由来の末梢血単核細胞 (PBMC)に CLSPN の抗原ペプチドを 1 週間おきに 5 回

刺激し、ペプチド特異的な CTLの誘導し、interferon(IFN)-γ ELISPOT assay

を用いて検証した。ELSPOT assay で反応の見られた bulkはテトラマーに親和

性を示すリンパ球をシングルセルソーティングした。成長したクローン(yc3 と
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命名)についてはペプチドを負荷された T2, WT, CRおよび CLSPN ノックダウン

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。yc3 の細胞傷害性は Maestro Z インピーダンス assay および LDH 

cytotoxicity assayを用いて検証した。Student’s t-test(両側検定)を用い

群間に差を認めるか検討した。Sphere形成能の評価はカイ二乗検定を用いて検

討した。p < 0.05を有意差ありとした。 

【結果】樹立したCRは、WTに比べ CDDP抵抗性を得られていることを確認した。

CRは ALDEFLUOR法により ALDH 活性が高い集団を多く含み、高い sphere形成能

をもち、CSCs としての性質をもつ細胞集団であることが証明された。CAGE解析

の結果、CRでは 2284個の遺伝子が WTより発現していることがわかった。候補

遺伝子を絞り込むために、HLA リガンドーム解析と遺伝子発現の公開データベ

ース（GTExPortal: https/gtexportal.org）を参照した。そこで、CR細胞で発

現が上昇し、その産物が HLA リガンドーム解析で同定された HLA-A2 結合抗原

ペプチドをコードし、正常臓器での発現が 2 TPM以下である遺伝子をスクリー

ニングした。最終的に、CLSPNが抽出され、CLSPNがコードするペプチドの候補

配列は SLLNQPKAVであることを明らかにした。正常臓器における CLSPN mRNA の

発現を評価したところ、qPCRにより CLSPN mRNA の発現は低いか皆無であった。

また、CRでは、WTに比べて CLSPN mRNA の発現が高く、ウェスタンブロット解

析により、CLSPN タンパク質は CR で WT に比べて多く発現していることが明ら

かになった。siRNAを用いて CLSPN をノックダウンすると WT, CR共に CDDP感

受性が亢進しており、CDDP 抵抗性に関連するタンパク質と考えられた。健常人

ドナーの PBMC を CLSPN 由来のペプチドで刺激し、その後に施行した ELISPOT 

assay で CLSPN ペプチドを負荷した T2 に反応が見られた bulk があり、CLSPN-

テトラマーPE 染色陽性の細胞をシングルセルソーティングした。その結果

CLSPNペプチドに特異的に反応する均一な細胞傷害性 T細胞(CTL)クローンを誘

導することに成功した。この CTL クローン(yc3)は、IFN-γ ELISPOT assay に

て CLSPN ペプチド負荷 T2 細胞のみならず、WT および CR に対しても反応を見

せ、CLSPN ノックダウン細胞に対しては反応を示さなかった。細胞傷害性試験

においても WT, CR細胞に反応をみせた。 

【考察】本研究では、新規 CDDP 耐性 UM-UC-3(CR)を樹立し、CRは、ALDH high

細胞の割合が高く、高い sphere形成能を有する CSCs に富む表現型を示すこと

を明らかにした。CSCs は、いくつかの機序により化学療法や放射線療法に抵抗

性を示すことが報告されている。以前の研究では、化学療法抵抗性の肺がん細

胞株は、ALDH high 細胞の割合が高い CSCs様表現型を示した。このように、治

療抵抗性と CSCs は、重複して存在する可能性がある。CSCs は、抗アポトーシ
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ス蛋白やトランスポーターの発現により、治療に対して抵抗性を示す。CR もま

た、抗アポトーシス蛋白質 BIRC5 やトランスポーター蛋白質 ABCB1、ABCB9、

ABCB10、ABCC1 が高値を示していた。以前の報告では、CDDP耐性あるいはゲム

シタビン耐性の膀胱がん株は、ABCB1 の発現が高く、他の化学療法剤に対して

も交差耐性を示すことが明らかにされている。このように、CR は CDDP に耐性

であり、ABCB1 の高発現により多剤耐性である可能性があるが、CTLには感受性

であった。このことから、CRは CTLが細胞傷害に用いる granzyme B や perforin

に感受性があると考えられ、CDDPと CTLの耐性に関する分子機構が異なること

が示唆された。 CLSPN をノックダウンすると CDDPに対する感受性が上昇する

ことから、CLSPN は CDDP 抵抗性のドライバーの一つであることが示唆された。

CLSPN は胃がんの CSCs で多く発現していることが、以前の研究で明らかにさ

れている。したがって、CLSPN は CDDP 耐性と CSCs の表現型の両方に関連して

いる可能性がある。しかし、CLSPN をノックダウンしても ALDH high 細胞は減

少しなかった。 

正常組織では CLSPNタンパク質の発現は非常に低いが、がん組織では CLSPNタ

ンパク質が高レベルで検出される。これらの知見は、がん細胞における CLSPN

タンパク質が正常細胞よりも相対的に安定していることを示唆している。CLSPN 

は細胞生物学的に共通した分子機能を持つことから、CLSPN を標的とした免疫

療法は様々な悪性腫瘍に適用できる可能性がある。また、本研究では、CDDP の

刺激で CLSPN の発現が誘導されることを明らかにした。このことは、CLSPN を

標的とした免疫療法（ペプチドワクチン、mRNA ワクチン、人工 T 細胞療法）

と CDDP の併用免疫療法の可能性を示唆している。 これらの知見を総合すると、

CLSPNは CDDP耐性のドライバーであり、CLSPNは CLSPN ペプチド特異的 CTLに

よって標的とされ得ることが示唆される。これらの知見は、CDDP耐性がんを標

的とした免疫療法や、CDDPと免疫療法の併用療法への手がかりとなるものであ

る。 
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略語表 
 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

ALDH: aldehyde dehydrogenase 

CR: Cisplatin-resistant 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 

CDDP: cisplatin 

CSCs: Cancer stem-like cells / Cancer initiating cells  

CTL: cytotoxic T-lymphocyte 

DMEM: Dulbecco Modified Eagle Medium 

DNA: deoxyribonucleic acid 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS: fetal bovine serum 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

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  

qPCR: Quantitative polymerase chain reaction  

RNA: ribonucleic acid 

rpm: Revolution per minute 

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute medium - 1640  

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 

SD: standard deviation 

siRNA: short-interfering RNA 

TPM: transcripts per million 
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WT: wild type 
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緒言 

 

膀胱がんは世界で 10番目に多いがんであり、全世界で年間 55万人の新規患者

が発生し、20万人を超える死者と出している(Saginala et al., 2020)。新規

に発生する膀胱がんのうち約 7割は筋層非浸潤性であり、多くが経尿道的手術

でコントロール可能であるが高頻度で再発をきたす。新規膀胱がんのうち残り

の 3割は筋層浸潤がんであり、遠隔転移を伴うものも多い。遠隔転移を伴う症

例では極めて予後不良であり 5 年生存率は 5％程度にとどまる。長年にわたり

局所浸潤や遠隔転移を伴う膀胱がんに対する治療の主軸は cisplatin(CDDP)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、進行性膀胱がんの予後は依然とし

て不良である(Patel et al., 2020; Saginala et al., 2020)。 

近年になり膀胱がん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 30%程度と、幅広く有

効であるとは言い難い(Bellmunt et al., 2017; Powles et al., 2020)。膀胱

がんは 50年ほど前から Bacillus Calmette-Guerin 膀胱内注入療法の有効性が

確立していることや、腫瘍遺伝子変異量が高いことなどから免疫療法が奏功す

る下地はあると考えられる(Alexandrov et al., 2013; Guallar-Garrido and 

Julián, 2020)。  

細胞傷害性 T 細胞(CTL)ががん細胞を認識し攻撃するためには、標識となるが

ん抗原が human leukocyte antigen (HLA)上に提示されることが必要となる。

がん抗原は、変異抗原(neoantigen)、がん精巣抗原、分化抗原、過剰発現抗原

に分類される。がん精巣抗原はがん組織および精巣の胚細胞のみに発現するた

め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)。 がん精巣抗原の発現は尿路上皮がんの予後良

好因子となることが報告され、中でも NY-ESO-1 は膀胱がんでワクチン療法へ

の応用が試みられてきた(Sharma et al., 2003; Sharma et al., 2006; 

Yazarlou et al., 2018)。 膀胱がんのがん抗原については、1998年に膀胱が

ん患者においてがん抗原 KIAA0205（変異抗原）の存在が報告された (Gueguen 

et al., 1998)。このように膀胱がんにおけるがん抗原は過去に複数報告され

ているが、膀胱がん CR に提示されるがん抗原について明確に報告されている

ものはない。 

CRに対する免疫学的標的を明らかにするために、CR細胞で WT細胞に比べて過

剰発現している遺伝子を網羅的遺伝子解析を行った。以前、当教室で UM-UC-3
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細胞を用いて HLAリガンドーム解析を行い、HLA-A2 結合抗原性ペプチドを同定

している(Miyata et al., 2022)。そのデータおよび遺伝子発現の公開データ

ベース（GTExPortal: https/gtexportal.org）を参照し候補遺伝子を絞り込ん

だ。そこで、CR細胞で発現が上昇し、その産物が HLAリガンドーム解析で同定

された HLA-A2 結合抗原ペプチドをコードし、正常臓器での発現が 2 TPM 以下

である遺伝子を抽出し、CDDP耐性のメカニズム分子として Claspin（遺伝子名：

CLSPN）に着目した。 

Claspin は DNA損傷・DNA複製ストレスに関与する蛋白質であり、Claspin の過

剰発現細胞株の異種移植モデルにおいて放射線耐性を獲得し、Claspin のノッ

クダウンにより異種移植モデルにおいて放射線後の生存期間が延長したと報告

している(Choi et al., 2014)。そのほかに、CDDPによる DNA損傷応答に Claspin

が関与していると報告されている(Rosell and Karachaliou, 2019)。 

上記の背景を踏まえ、今回、CDDP耐性 UCモデル(CR)を樹立し、Claspinペプチ

ド特異的 CTLの CR細胞への反応を確認することができ、Claspin が免疫療法の

ターゲットとなりうることを示たため、報告する。 
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材料と方法 

 

【細胞株と培養条件】 

細胞株はヒト膀胱がん細胞株 UM-UC-3, ヒト赤白血病細胞株 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。 

 

【CDDP耐性株(CR)の樹立】 

CDDP耐性細胞株（CR）は、CDDPの濃度を段階的に増加させながら連続的に曝露

することにより、UM-UC-3親細胞株（WT）から誘導した。初めは WTが対数増殖

期に 0.5µmol/l の CDDP (Selleck) に曝露させ、10％FBS と 1％ペニシリン／ス

トレプトマイシンを添加したシスプラチン含有 DMEM で維持し、70〜80％のコ

ンフルエントに達した時点で継代した。継代後にシスプラチン濃度を約 1.5倍

に上げ、上記のプロセスを繰り返した。この樹立までの期間は約半年間であっ

た。シスプラチンの最終濃度は 5µmol/l であった。 

 

【Cap analysis of gene expression (CAGE) analysis】 

CR で発現が亢進している分子の候補を見つけ出すため、CAGE 法を利用して WT

と CRにおけるメッセンジャーRNA(mRNA)発現の網羅的解析を施行した。 

CAGE 法は、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、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

可能となる手法である。RNA抽出は RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて後述の

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。CAGE タグカウントは、

CAGEr(Haberle et al., 2015) で Paraclu アルゴリズム (Frith et al., 

2008)を用い、デフォルトのパラメータでクラスタリングした。差次的遺伝子発

現は DESeq2 パッケージ (バージョン 1.20.0) を用いて検出した。CAGEr で検

出された差次的遺伝子発現リスト（count per million(CPM) >1 かつ fold-
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change <0.25、または CPM>1かつ fold-change >4）は、clusterProfilerパッ

ケージによる遺伝子オントロジーエンリッチメント解析に使用した(Yu et al., 

2012)。 

 

【ALDEFLUOR assayを用いた ALDH 活性の評価】 

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

ん幹細胞様細胞 (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。diethylamino-benzaldehyde(DEAB)は ALDH1 阻害剤であり、

DEAB を加えた細胞を control として用いる。 

UM-UC-3 WT, CR細胞を 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、ALDH1 のイ

ンヒビターである 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。37度のインキュベーターで 30分間培養し、FACS Canto(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。 

 

【Sphere formation assay】 

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。 

0.05%トリプシン 0.02%EDTA 1xPBS で UM-UC-3 WT, CR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）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℃, 

5% CO2 のインキュベーターで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。 
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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） 

 

【CDDP感受性の検討】 

CDDP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。 

96 well プレート(Corning)に標的細胞を各 well に 1x104細胞/100µlずつ播種

し 37℃, 5% CO2 のインキュベーターで一晩培養した。翌日 CDDP (Selleck)を

最終濃度 0, 1, 2, 4, 8, 16µmol/Lとなるよう調整した DMEM を各 well に 10µl

加え、各濃度 3wellずつ作成した。再び 37℃, 5% CO2 のインキュベーターで

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, CDDP 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 

 

【ウエスタンブロット】 

ウエスタンブロットは、Target となる 5×105 細胞を 100µL の Radio-

Immunoprecipitation Assay（RIPA）バッファーを用いて on ice 10分で溶解さ

せ、15000rpm, 20分, 4℃で遠心しタンパク質を抽出した。Heat blockで 100℃, 

5 分でボイルし、サンプルを得た。10µL のサンプルをスーパーセップ TM エー

ス、5-20%ゲル(Wako)にサプライし、SDS-PAGE で分離した。分離された蛋白を 

polyvinylidene fluoride (PVDF)メンブレン(Bio-Rad, Inc.)にトランスブロ

ット Turbo(Bio-Rad, Inc.)を用いて転写した。メンブレンは、TBS-T [25 mM 

Tris (pH 7.4), 125mM NaCl, 0.05% Tween 20] に溶解した 5%スキムミルクを

用いて、1 時間室温にてブロッキングを行った。TBS-T を用いてメンブレンを

3 回洗った後に、一次抗体と 4℃でオーバーナイトで反応させた。翌日、TBS-T 

を用いてメンブレンを 3 回洗った後に、1:2000 の濃度の二次抗体と 60分反応
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させ、TBS-T を用いてメンブレンを 3 回洗った後に、Chemiluminescent HRP 

Substrate (Millipore, Billerica, MA, USA) で膜を可視化し，Odyssey Fc 

imaging System (LI-COR, Lincoln, NE, USA) で撮影した。 

一次抗体は Anti-Claspin ウサギポリクローナル抗体（Cell Signaling 

Technology, Danvers, Massachusetts, USA）または抗β-actinマウスモノク

ローナル抗体（Sigma-Aldrich）を 1000倍希釈で使用した。抗マウス IgGおよ

び抗ラビット IgG 二次抗体（KPL、Gaithersburg、MD、USA）を 2000倍希釈で使

用した。 

 

【RNA干渉を利用した Claspinノックダウン】 

RNA 干渉とは，細胞に導入された 2 本鎖 RNA が，相同な塩基配列をもつメッセ

ンジャーRNA（mRNA）を特異的に切断することによって遺伝子発現を抑制する現

象である。細胞内に導入された dsRNA は，Dicer によって 21〜23塩基対の短い

RNA（short-interfering RNA; siRNA）に分解される(Ketting et al., 2001)。

siRNA は数種類のタンパク質と複合体を形成し，この複合体が標的 mRNAを認識

し切断する．合成 siRNAを哺乳類細胞に導入することにより、標的 mRNAを認識

しそのタンパク質合成を阻害することが可能となる。 

24 well プレート(Corning)に WT、CR 細胞を各 well に 1x105細胞ずつ播種し

37℃, 5%CO2 のインキュベーターで一晩培養した。翌日 Claspin siRNA（Thermo 

Fischer Scientific）1µL を Opti-MEM(Gibco)50µL で希釈し、lipofectamine 

RNAi MAX reagent（Thermo Fischer Scientific）50µLと混合し 5分間室温で

静置後、各 well に 50µLずつ投与することでトランスフェクションした。トラ

ンスフェクション後 48時間後の細胞を各実験に使用した。非標的siRNA（Thermo 

Fischer Scientific）をネガティブコントロールとして使用した。Claspin ノ

ックダウンは、qPCRで確認した（後述）。 

 

【逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(Reverse transcription-polymerase chain 

reaction: RT-PCR)および定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(Quantitative 

polymerase chain reaction: qPCR)】 

・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。RNeasy Mini Kit (QIAGEN)のプロトコールに準じて以下の手順で行った。 

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。 
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２）RNA抽出： 2-mercaptoethanol(2-ME, gibco)を添加した Buffer RLT を各

細胞に 600µl加え 20Gの注射針中にライセートを少なくとも 5 回通してホモジ

ナイズ。室温、15000rpm で 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 で 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 で 15秒遠心しチ

ューブ内廃液を破棄。10µl DNaseⅠ stock solution（QIAGEN）を 70µl の Buffer 

RDDに加え攪拌し、カラムに入れて室温、15分静置。350µl の Buffer RW1をカ

ラムに加え、室温、12000rpm で 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 で 2分遠心、チューブ内廃液を破棄。

更に室温、15000rpm で 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 で

1分遠心することを 2 回繰り返し、RNA抽出過程終了。得られた RNA は NanoDrop 

One(Thermo Fisher Scientific)を用いて分光光度計濃度測定を行った。 

 

・相補的 DNA(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,II(タカラバイオ)を用いた。 

 

・定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (qPCR) 

以上で合成した各細胞のcDNAを用いてqPCRを行なった。PowerUp™ SYBR™ Green 

Master Mix (Thermo Fisher)、ターゲットの primer(forward, reverse)および

cDNA 1µl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 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 1 に記載する。 
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表 1：qPCRに使用したプライマー配列 

CLSPN-fw ctcaggctcttttcccacag 

CLSPN-rv atcttcgcttcccacatcac 

GAPDH-fw accacagtccatgccatcac 

GAPDH-rv tccaccaccctgttgctgta 

 

【細胞傷害性 T細胞誘導、ELISPOT assay】 

健常人の末梢血単核細胞（PBMC）には少数のナイーブ T細胞が含まれる。免疫

原性のあるペプチドを抗原提示細胞から抗原提示されると、そのペプチドに特

異的に反応するナイーブ T 細胞はそのエフェクターT 細胞に分化する。実際に

ペプチド特異的な細胞傷害性 T 細胞(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が抗原認識の

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 を定量化できる。 

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 282-134）。HLA-A*02:01を

有する健常人ドナーより静脈血 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（Lymphoprep、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, 20min, 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(Corning)に播いて 37℃で培養し

た。 

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[SLLNQPKAV]の 9mer である。PBMC に 10µg/ml の濃度でペプチド

を投与し、1週間毎に 3-5 回投与を繰り返した。人工抗原提示細胞（aAPC）は、

K562 に CD80、CD83、HLA-A*02:01 cDNAを導入して樹立したものである。 

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 1xPBSを用いて 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
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ロッキングした。Positive control として T2 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。同様に Negative contorol としてペプチド刺激

を行わない T2 細胞を用いた。T2 細胞は抗原処理関連トランスポーターを欠損

しており、内在性の抗原を提示することができないため、negative control と

してよく用いられる。また、MHC class1 は欠損していないため外因性のペプチ

ドは MHC class1 上に提示され、positive control としてもよく用いられる。

CTL 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 CTL を 100µl/well で投与した。37℃で over night 培養し、翌日

washバッファーで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 バッファーで 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 バッファーで 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洗浄して反応を停止された。

室 温 で 乾 燥 さ せ 、 翌 日 各 well の ス ポ ッ ト 数 を 、 ImageJ ソ フ ト

(https://imagej.nih.gov/ij/download.html)を使用してカウントした。 

 

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) 

IL-2 10U/mL（PeproTech, Cranbury, NJ） 

IL-15 10ng/mL（PeproTech, Cranbury, NJ） 

 

使用した試薬： 

wash バッファー:  

1xPBS 

Tween20 0.05% (Wako) 

 

ブロッキングバッファー: 

RPMI-1640(Sigma-Aldrich) 

FBS 10%(Sigma-Aldrich)  

P/S 1%( Thermo Fisher Scientific) 
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【HLA-A2テトラマーによるシングルセルソーティング】 

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。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

より検出しシングルセルソーティングすることができる。 

 

Claspin(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となるように調整し、

Claspin-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、フィルターを通した。 

3. フィーダー細胞は、健常ドナー3名の 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 10万個/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 プレートにシングルセルソーティングし、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) 

 

【細胞傷害性試験：インピーダンス assay および LDH cytotoxicity assay】 

・インピーダンス assay 

Maestro Z(Axion BioSystems, Atlanta, GA, USA)は well 表面に細胞が接着す
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ることでインピーダンスが変化することを感知し、細胞が障害を受けて wellか

ら剥がれた際のインピーダンスの変化で細胞傷害性を評価することができる。 

細胞を播種する前に、CytoView-Z 96 ウェル電極プレート（Axion BioSystems）

を 1µg/mL ヒトフィブロネクチン（Corning）で 37℃、1 時間コートした。コー

ティング後、フィブロネクチンを除去し、10％FBSを含む 100µLの DMEM を各ウ

ェルに添加した。その後、プレートを Maestro Z装置にドッキングさせ、イン

ピーダンス電極のベースラインを測定した。次に、WTおよびCR細胞を CytoView-

Zプレート（1 x 105 cells/well）に播種し、室温で 1 時間放置して 37℃、5% 

CO2 の Maestro Zで 24時間インキューベーションさせて細胞を付着させて安定

化させた。その後、CTL クローン yc3をエフェクター：ターゲット比 9，3また

は 1：1 で加え、WTおよび CR細胞と共培養を行った。その後インピーダンス測

定を連続的に記録した。培地のみ、完全溶解、未処理の UM-UC-3コントロール

の wellもインピーダンスを測定した。障害率の計算のために、各ウェルのイン

ピーダンスを以下の式を用いて計算した。障害率＝100＊（1-（1-ターゲット細

胞の平均値）／（1-未処理コントロールの平均値））。 

 

・LDH cytotoxicity assay 

LDH cytotoxicity assay は、細胞から培地中に放出された乳酸脱水素酵素（LDH）

活性を測定することにより細胞傷害を測定する。LDH は細胞質に存在する酵素

で、通常は細胞質に留まっているが、細胞膜が傷害を受けると培地中に放出さ

れる。放出された LDHは安定なので、死細胞または細胞膜に傷害を受けた細胞

数を測る指標として広く測定されている。LDHは、NAD（ニコチンアミドアデニ

ンジヌクレオチド）を補酵素として乳酸の脱水素化を触媒し、ピルビン酸と

NADH を生成する。生じた NADH は、電子メディエーターを介してテトラゾリウ

ム塩（無色）をホルマザン（橙色）に還元する。生成したホルマザンの量は、

放出された LDH 活性に比例するため、傷害を受けた細胞数の指標となる。 

CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay（Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA） 

を用いた。WTおよび CR細胞を、10% FBSを含む DMEM を用いて 2 x 104 細胞

/well の密度で 96 ウェルプレート(Corning)に播種した。37℃、5% CO2 で一晩

インキュベーションし、接着させた。その後、ウェル培地をコントロール（無

血清 AIM-V）または CTL クローン yc3をエフェクター：ターゲット比 9，3また

は 1：1 で加え、WTおよび CR細胞と共培養し、8 時間インキュベートし、LDHの

細胞放出量を測定した。ポジティブコントロールには 10x Lysis Buffer 

10uL/well加える、45分インキュベートし各 wellから 50µL回収、新しい well

に入れ、全ての well に Reaction mixture 50µL/well加え、30min室温暗闇で
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静置し Stop solution 50uL/well加え、iMark マイクロプレートリーダー(BIO-

RAD)で吸光度測定(490,680nm)を行い、細胞傷害性を評価した。 

 

【統計解析】  

CDDP 抵抗性、Claspin 発現量、ELISPOT assay における spot数、インピーダン

ス assay・LDH cytotoxicity assay における細胞傷害性の評価について、

Student’s t-test(両側検定)を用い群間に差を認めるか検討した。Sphere 形

成能の評価はカイ二乗検定を用いて検討した。統計分析は JMP Pro version16.0、

CSCs頻度は ELDA web site (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda) を

用いて解析した。p < 0.05を有意差とした。 
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結果 

 

1． 膀胱がん CDDP耐性細胞株(CR)の樹立  

膀胱がん細胞株 UM-UC-3 親株(WT)に CDDP の濃度を段階的に増加させながら連

続的に曝露することにより、CDDP 耐性細胞株（CR）を誘導した。初めは WT が

対数増殖期に 0.5µmol/l の CDDP (Selleck) に曝露させ、10％FBS と 1％ペニシ

リン／ストレプトマイシンを添加したシスプラチン含有 DMEM で維持し、70〜

80％のコンフルエントに達した時点で継代した。継代後にシスプラチン濃度を

約 1.5倍に上げ、上記のプロセスを繰り返した。この樹立までの期間は約半年

間であった。シスプラチンの最終濃度は 5µmol/l であった。ここで得られた細

胞を CR株とした。 

CRが WTに比べ CDDP 抵抗性が得られているかどうかを WST-8 assayを用いて確

認したところ、CRでは WTに比して有意に CDDP 抵抗性を示した（図 1）。この結

果から CR株が樹立できたと考えた。 

 

 

図 1：CRは WTに比べ CDDP耐性を示す 

規定量の CDDP を含む培地で 48 時間培養し、WT、CRの WST-8 assay で細胞生存

率を評価した結果を図に示す。グラフは平均値±標準偏差（SD）で示した。統

計解析は Student's t-testを用いて行った。縦軸が細胞生存率、横軸が CDDP

濃度を表している。CR では WT に比して有意に CDDP 抵抗性を示した(p<0.05)。 

 

次に、この CDDP 抵抗性を示す CR株ががん幹細胞(CSCs)を高濃度に含む細胞集

団であることを確認するための実験を行った。WT、CR細胞に ALDEFLUOR assay

を施行したところ、WTのうち ALDH 活性細胞の割合は 6.4%見られ、CRでは ALDH

活性細胞は 60%で認め差を認めた（図 2）。 
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図 2：CRでは WTに比べ ALDH 活性が高い 

WTおよび CRは BODIPY®-aminoacetaldehyde で染色し、FACS で解析した。ALDH1

阻害剤 DEAB で処理したサンプルで ALDH high 陽性ゲートを定義した。数値デ

ータは ALDH high の割合を示している。統計解析は Student's t-testを用い

て行った。CR（ALDH 陽性 60％）では WT(ALDH 陽性 6.4%)に比べ有意に ALDH 高

活性の割合が高かった(p<0.05)。 

 

次にそれぞれのクローンにつき、非接着性プレートによる培養下での sphere形

成能について比較したところ、CRでは WTに比して sphere形成能が高い傾向が

見られた（表 2）。 

 

表 2：WT, CR 細胞の sphere 形成能を評価した。1.0 × 103, 102, 101, 100 

cells/well で非接着性プレートに播種し、1 週間培養を行った。Sphere形成

し た ウ ェ ル の 数 を カ ウ ン ト し た 。 CSCs 頻 度 は 、 ELDA web site 

(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda) を用いてカイ二乗検定を用いて

解析した。CRでは WTに比して sphere形成能が有意に高かった(p<0.05)。 
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以上の結果から CRは CDDP 抵抗性を持ち、ALDEFLUOR陽性で sphere形成能も高

く、CSCs としての性質をもつ細胞集団であることが証明された。 

 

2． CLSPN は CR で発現増加 

免疫学的なターゲットとなりうる遺伝子を明らかにするために、CR で WT に比

べて発現量の多い遺伝子をスクリーニングした。CAGE解析の結果、CRでは cut 

off >1.5 で測定すると 2284個の遺伝子が WT細胞に比べ過剰発現していること

がわかった。候補遺伝子を絞り込むために、HLA リガンドーム解析と遺伝子発

現の公開データベース（GTExPortal: https/gtexportal.org）を参照した。以

前、UM-UC-3 細胞を用いて HLAリガンドーム解析を行い、HLA-A2 結合抗原性ペ

プチドを同定した(Miyata et al., 2022)。そこで、CR細胞で発現が上昇し、

その産物が HLA リガンドーム解析で同定された HLA-A2 結合抗原ペプチドをコ

ードし、正常臓器での発現が 2 TPM以下である遺伝子をスクリーニングした。

最終的に、3つの条件を満たすものとして CLSPN遺伝子を同定し、CLSPNがコー

ドするペプチドの候補配列は SLLNQPKAVであることを明らかにした（図 3）。 

 

 

図 3： UM-UC-3 WT と CR の CAGE 解析 

CR細胞における遺伝子発現を CAGE法により評価した。WTと CRの mRNA 発現を

二重解析し、その倍率変化を散布図にプロットし（左図）、CLSPNプロットを示

す。候補遺伝子の絞り込みには、(1)CRで過剰発現している遺伝子、(2)正常臓

器での発現＜2 (TPM)、(3)HLA-A2 結合ペプチドの存在をフィルターとして使用
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した。最終的に、CLSPNとそのコード抗原ペプチド SLLNQPKAVが挙がった。 

 

3． Claspin 発現量 

まずは正常組織の CLSPN発現量を qPCR を用いて評価した。正常組織の cDNA は

Human MTCTM Panel I, II(タカラバイオ)を用いた。WTでは高発現している一方

で、正常組織にはほとんど発現していないことが示された（図 4）。これは免疫

療法のターゲットとしては都合の良い条件である。 
 

 

図 4：正常組織での CLSPN発現は低い 

WTの cDNA と正常臓器での CLSPN発現を Human MTC Panel 由来の cDNAを用いて

qPCRで評価した。内在性コントロールとして GAPDH を用いた。グラフは UM-UC-

3 の WTの発現量を 1 とした相対発現量を平均値±標準偏差（SD）で示した。統

計解析は Student's t-testを用いて行った。正常臓器では WTに比して CLSPN

発現量が低かった。 

 

また、WTと CRでの CLSPN発現量を同様に qPCRで評価すると、CRで有意に高発

現であった（図 5）。タンパク質レベルでの発現をウエスタンブロットで評価し

た。CR では WT より濃いバンドが得られておりタンパク質レベルでも Claspin

が高発現していた（図 6）。ウエスタンブロットは当初はなかなかうまく Claspin

のバンドがみえず、gel の平衡化時間の延長や抗体濃度の optimizationを行い

最終的に図のバンドを得ることができた。 
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図 5：CRでは WTに比べ CLSPNが高発現 

WT, CRでの CLSPNの mRNA 発現を qPCRで評価した図を示す。内在性コントロー

ルとして GAPDH を用いた。グラフは WT の発現量を 1 とした相対発現量を平均

値±標準偏差（SD）で示した。統計解析は Student's t-testを用いて行った。

CRでは WTに比べ CLSPNが高発現していた(p<0.01)。 

 

 

図 6：CRでは WTに比べ Claspin タンパク質が高発現 

WT, CRでの Claspin タンパク質発現量をウエスタンブロットで評価した図を示

す。内在性コントロールとしてβ-actinを用いた。CRでは WTに比べタンパク

質レベルでも Claspin が高発現していた。 

 

CDDP 耐性に Claspin が関与しているのであれば、CDDP 投与に伴い Claspin 発

現は上昇すると仮説をたて、検証した。6 well plate に WT, CR細胞を 2x105細

胞を播種し、37℃, 5%CO2 のインキュベーターで一晩培養、翌日最終濃度 0-

16µmol/l となるよう CDDP (Selleck)を加え、37℃, 5%CO2 のインキュベーター

で 48 時間培養した。48 時間経過した段階で RNA抽出、cDNA合成を行い qPCR を

行なった。CDDP 濃度依存的に Claspin の発現が上昇しており、その程度は CR

に比べ WTでより大きかった（図 7）。 
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図 7: WT, CRでの CDDP暴露後 48 時間後における CLSPNの mRNA 発現を qPCRで

評価した図を示す。内在性コントロールとして GAPDH を用いた。グラフは平均

値±標準偏差（SD）で示している。統計解析は Student's t-testを用いて行っ

た。縦軸が CLSPN発現量(CDDP 0 との比較)、横軸が CDDP 濃度を表している。

WT、CR 両群とも CDDP 濃度依存的に CLSPN 発現量が増加した(p<0.05 または

p<0.01)。 

 

4． Claspinノックダウン 

Claspin siRNA(siCLSPN)を用いて Claspinを WT, CR細胞からノックダウンし

た。ノックダウンの確認は qPCR を用いて行なった(図 8)。ノックダウンした各

細胞群で CDDP 感受性の変化を WST-8 assay を用いて確認した。両群でノック

ダウン細胞では有意に CDDP感受性が亢進しており（図 9）、Claspin は CDDP 抵

抗性メカニズムに寄与している可能性が示唆された。WT、WT ノックダウン細胞

の ALDH 活性は ALDEFLUOR assay を用いて評価したが、両者に差を認めなかっ

た（図 10）。 

 

 
図 8：siRNA により CLSPNはノックダウンされている 
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WT と WT に対して siCLSPN（siRNA による CLSPN ノックダウン）処理後

(WT+siCLSPN)の CLSPNの mRNA 発現を qPCRで評価した図を示す。内在性コント

ロールとして GAPDH を用いた。グラフは平均値±標準偏差（SD）で示した。統

計解析は Student's t-testを用いて行った。WT+siRNA 細胞では WT細胞に比べ

Claspin が 1.7%まで有意に低下していることを確認した(p<0.01)。 

 

 

 

図 9：CLSPN ノックダウンにより CDDP感受性が亢進 

WT, CRおよび、siRNA による CLSPN ノックダウン処理した WT, CR(WT+siCLSPN, 

CR+siCLSPN)に規定量の CDDP を含む培地で 48 時間培養し、WST-8 assay で細胞

生存率を評価した結果を示す。グラフは平均値±標準偏差（SD）で示した。統

計解析は Student's t-testを用いて行った。縦軸が細胞生存率、横軸が CDDP

濃度を表している。WT, CR両群ともに CLSPN ノックダウン細胞で CDDP感受性

が有意に亢進した(p<0.05)。 
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図 10：CLSPN ノックダウンでは ALDH 活性に差を認めなかった 

WT および WT に siRNA による CLSPN ノックダウン(WT+siCLSPN)をそれぞれ

BODIPY®-aminoacetaldehyde で染色し、FACS で解析した。ALDH1阻害剤 DEABで

処理したサンプルで ALDH high陽性ゲートを定義した。数値データは ALDH high

の割合を示している。WT(ALDH陽性 16.4%)および WT+siCLSPN(ALDH陽性 19.2%)

の両群で ALDH 活性に差を認めなかった。 

 

5． Claspinペプチド特異的 CTL 誘導と CTL クローンの樹立 

Claspin ペプチド(SLLNQPKAV)に対し特異的に反応する CTL を健常人 HLA-

A*02:01 ドナーの PBMC から誘導できるかどうかを検証した。当初はなかなか

ELISPOT assay で反応のみられる bulk を得ることができなかったが、Hiranoら

の報告(Hirano et al., 2006)を参考にぺプチド刺激の回数を 3 回から 5 回に

増やしたところ、ELISPOT assay で反応の見られる bulk を確認することが出来

た（図 11）。上記 bulk に対し Claspin テトラマーソーティングを施行した。

Claspin テトラマー陽性細胞が少数みられたため、この細胞をシングルセルソ

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。 

これらの成長したクローンが、Claspin 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、クローンの一つが Claspin提示

細胞に有意な反応を示した。このクローンの Claspin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、99.4%が Claspinテトラマーに親和性を
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示し、均一な Claspin 特異的な CTL クローンであることが確認できこれを”yc3”

と命名した(図 12,13)。 

 

 

図 11：Claspinペプチド刺激により反応のある CTL を誘導できた 

Claspin ペプチドで 5 回刺激した後の CTL が Claspin ペプチドを認識するか

ELISPOT assay にて評価した。ペプチド刺激後の CTL をエフェクターとし、タ

ーゲットに Claspin ペプチドを加えた T2 細胞(T2 + Claspin ペプチド)と

negative controlとしてペプチド負荷なしの T2細胞(T2単独)で ELISPOT assay

を行なった。グラフ下方の円が実際の well であり、これを ImageJソフトを用

いてスポットを定量化し、カウントしたものが上の棒グラフである。T2 + 

Claspin peptide で negative control に比べスポット数に差があるように見え

た（それぞれ 1検体のみであり有意差検定は未試行）。 
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図 12：Claspinテトラマー陽性細胞を同定し、シングルセルソーティングに成

功 

A：Claspin HLA-A2-PE テトラマーによる FACS 解析結果を図に示す。CD8陽性細

胞でゲーティングしている。Negative control はペプチド刺激をしていない

CTLであり、Claspinペプチドで 5 回刺激した後の CTL(ペプチド刺激 CTL)を評

価した。FACS解析では、横軸に HIV-A2-FITCテトラマーの FITC、縦軸にClaspin-

A2-PE テトラマーの PE を表記している。HIVに反応せず Claspin に反応する左

上の細胞集団が目的の CTL 細胞群である。Claspin ペプチド刺激をうけた CTL

は、目的の細胞集団がごく少数(0.02%)認められた。この細胞集団をシングルセ

ルソーティングし、培養した。 

 

B：シングルセルソーティング後に培養できた CTLの FACS で Claspinテトラマ

ー陽性率 99.4%の CTL クローンを確認し、yc3 と命名した。 
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図 13：yc3(claspin テトラマー陽性 CTL)は Claspin ペプチド負荷した T2 細胞

を認識した 

yc3 が Claspin ペプチドを認識するか ELISPOT assay にて評価した。yc3 をエ

フェクターとし、ターゲットにClaspinペプチドを加えた T2細胞(T2 + Claspin

ペプチド)と negative control としてペプチド負荷なしの T2 細胞(T2単独)で

ELISPOT assayを行なった。グラフ下方の円が実際の wellであり、これを ImageJ

ソフトを用いてスポットを定量化し、カウントしたものが上の棒グラフである。

T2 + Claspin peptide で negative control に比べスポット数に差を認めた（そ

れぞれ 1検体のみであり有意差検定は未試行）。 

 

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

Claspin 特異的 CTL クローン（yc3）が、負荷したペプチドのみならず内因性に

提示された Claspinペプチドに対しても反応できるかを検証した。 

WT, CR細胞それぞれに対し yc3を反応させて ELISPOT assayを施行し、WT, CR

ともに T2 細胞に比して有意なスポットの増加を認めた(図 14)。これにより、

yc3 は内因性の経路で提示された Claspin ペプチドに反応することが証明され

た。 
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図 14：yc3(claspinテトラマー陽性 CTL)は WT, CR を認識した 

yc3 が WT,CR を認識するか ELISPOT assay にて評価した。yc3 をエフェクター

とし、positive contorol として Claspin ペプチドを加えた T2 細胞(T2 + 

Claspinペプチド)、negative controlとしてペプチド負荷なしの T2細胞(T2)、

ターゲットとして WT, CR を用いて ELISPOT assayを行なった。グラフ下方の

円が実際の well であり、これを ImageJソフトを用いてスポットを定量化し、

カウントしたものが上の棒グラフである。グラフは平均値±標準偏差（SD）で

示した。統計解析は Student's t-testを用いて行った。T2 に比べ、WT, CRで

それぞれ有意にスポット数の増加を認め、yc3 は WT, CRに反応していることが

わかった。WT に比べ CR でスポットの増加している印象はあったが、有意差は

認めなかった（p=0.101）。 

 

CDDP 暴露により Claspin 発現が亢進することが予備実験で確認できたため、

CDDP暴露により yc3 の反応性が亢進するかと検証した。 

6 well plate に WT細胞を 2x105細胞を播種し、37℃, 5%CO2 のインキュベータ

ーで一晩培養、翌日最終濃度 0または 5µmol/l となるよう CDDP (Selleck)を加

え、37℃, 5%CO2 のインキュベーターで 48 時間培養した。48 時間経過した段階

で ELISPOT assayを行なった。WTに比べ CDDP暴露した WTが有意なスポットの
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増加を認めた(図 15)。 

 

 

図 15：yc3(claspinテトラマー陽性 CTL)は CDDP処理後の WT を強く認識した 

yc3 が WTに CDDP を暴露させた細胞をより強く認識するか ELISPOT assay にて

評価した。yc3をエフェクターとし、negative control としてペプチド負荷な

しの T2 細胞(T2)、ターゲットとして WTおよび WTに CDDP 5µmol/Lで 48 時間

培養後の細胞(WT+CDDP)を用いて ELISPOT assay を行なった。グラフ下方の円

が実際の well であり、これを ImageJソフトを用いてスポットを定量化し、カ

ウントしたものが上の棒グラフである。グラフは平均値±標準偏差（SD）で示

した。統計解析は Student's t-testを用いて行った。WTに比べ、WT+CDDPで有

意にスポット数の増加を認め(p<0.05)、yc3 は WT+CDDP により強く反応してい

ることがわかった。 

 

さらに、Claspin をノックダウンすることで yc3 からの免疫逃避を起こすか検

証した。WT の Claspin ノックダウン細胞(WT+siCLSPN)では WT 細胞に比べスポ

ット数が減少しており、yc3 は Claspin を特異的に認識していることが証明さ

れた（図 16）。 
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図 16：yc3(claspinテトラマー陽性 CTL)は Claspinノックダウン細胞を認識し

なかった 

yc3 が Claspin ノックダウンした WT を認識するか ELISPOT assay にて評価し

た。yc3をエフェクターとし、negative control としてペプチド負荷なしの T2

細胞(T2 alone)、ターゲットとして WT および siRNA を用いて Claspin をノッ

クダウンした WT(WT+siCLSPN) を用いて ELISPOT assayを行なった。グラフ下

方の円が実際の well であり、これを ImageJソフトを用いてスポットを定量化

し、カウントしたものが上の棒グラフである。グラフは平均値±標準偏差（SD）

で示した。統計解析は Student's t-testを用いて行った。T2 に比べ、WTで有

意なスポット数の増加を認め(p<0.05)た。一方 WT+siCLSPNでは有意なスポット

数の増加を認めず(p=0.286)、yc3 が Claspinを特異的に認識していることを示

唆する結果である。 

 

7． Claspin 特異的 CTL クローンの細胞傷害性の確認 

yc3 が Claspin ペプチドを同定し、IFN-γを放出することは前述の ELISPOT 

assasy で確認できた。実際に細胞傷害性を有しているかどうか、インピーダン

ス assay と LDH cytotoxicity assayを用いて評価した。 

インピーダンス assay ではエフェクター：ターゲット比(E:T 比)が 9:1 の状況

において、yc3 は CR をより強く障害することが示された（図 17）。 
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図 17：yc3(claspinテトラマー陽性 CTL)は WT, CRに対する細胞傷害性を発揮

した 

yc3 の WT,CR に対する細胞傷害性をインピーダンス assay にてを評価した。

Maestro Zは well 表面に細胞が接着することでインピーダンスが変化すること

を感知し、細胞が障害を受けて well から剥がれた際のインピーダンスの変化

で細胞傷害性を評価することができる。WTおよび CR を CytoView-Zプレート（1 

x 105 cells/well）に播種し、室温で 1 時間放置して 37℃、5% CO2 の Maestro 

Zで 24 時間インキューベーションさせて細胞を付着させて安定化させた。その

後、CTL クローン yc3をエフェクター：ターゲット比 9，3または 1：1 で加え、

WTおよびCRと共培養を行った。その後インピーダンス測定を連続的に記録し、

細胞障害率を計算のした。グラフは平均値±標準偏差（SD）で示した。統計解

析は Student's t-testを用いて行った。 

Control に比べ、yc3 と共培養した群では細胞傷害性が示されており、特にエフ

ェクター：ターゲット比(E:T比)が 9:1 の状況において、yc3 は CR をより強く

障害することが示された(p<0.05)。 

 

また、LDH cytotoxicity assay では、T2 細胞に Claspinペプチドを負荷した

ものを顕著に障害し（図 18A）、また、CR を有意に障害することが示された

（図 18B）。 
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図 18：yc3(claspinテトラマー陽性 CTL)は WT, CRに対する細胞傷害性を発揮

した 

yc3 の細胞傷害性を LDH cytotoxicity assay にてを評価した。 

A：ターゲットとして T2 細胞のみ(T2-)、T2 細胞に Claspin ペプチドを負荷し

た群(T2 CLSPN)、negative contorol として HIVペプチドを負荷した群(T2 HIV)

およびとして K562 細胞を用いた。K562 細胞は HLA を欠損しており、negative 

contorol としてしばしば用いられる。エフェクターとして CTL クローン yc3を

用いてエフェクター：ターゲット比 9，3 または 1：1 で加えて共培養し、8 時

間インキュベートし、LDH の細胞放出量を測定した。グラフは平均値±標準偏

差（SD）で示した。統計解析は Student's t-testを用いて行った。 

T2-および negative contorol には反応は認められず、yc3 は Claspinペプチド

を負荷した群のみ有意に細胞傷害性を発揮しており(p<0.05)、HLA と Claspin

ペプチド複合体を特異的に認識し、細胞傷害性を示すことが示唆された。 

   

B：ターゲットとして WT, CR を用いた。エフェクターとして CTL クローン yc3

を用いてエフェクター：ターゲット比 9，3または 1：1 で加えて共培養し、8 時

間インキュベートし、LDH の細胞放出量を測定した。グラフは平均値±標準偏

差（SD）で示した。統計解析は Student's t-testを用いて行った。 

yc3 は E/T比 1:1 では両群に差を認めないが、9:1, 3:1 では WTに比べ CRに対

して有意に細胞傷害性を発揮している(p<0.05)。 
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考察 

 

本研究では、UM-UC-3 における新規 CDDP 耐性株(CR)を樹立し、CRは、ALDH high

細胞の割合が高く、高い sphere形成能を有する CSCs に富む表現型を示すこと

を明らかにした。CSCs は、いくつかの機序により化学療法や放射線療法に抵抗

性を示すことが報告されている(Prager et al., 2019; Zhang et al., 2012)。

化学療法抵抗性の肺がんで、ALDH high 細胞の割合が高く、CSCs様表現型を示

していると報告されている(Barr et al., 2013)。このように、治療抵抗性と

CSCs は、さまざまながん種において重複して存在する可能性がある。 

CSCs は、抗アポトーシス蛋白やトランスポーターの発現により、治療に対して

抵抗性を示す(Park et al., 2009)。以前の研究では、CDDP耐性あるいはゲム

シタビン耐性の膀胱がん株は、ABCB1 の発現が高く、他の化学療法剤に対して

も交差耐性を示すことが明らかにされている(Vallo et al., 2015)。CR もま

た、抗アポトーシス蛋白質 BIRC5 やトランスポーター蛋白質 ABCB1、ABCB9、

ABCB10、ABCC1 が高値を示していた。このように、CRは ABCB1 の高発現により

多剤耐性である可能性があるが、CTL には感受性であった。このことから、CR

はCTLが細胞傷害に用いるgranzyme Bや perforinに感受性があると考えられ、

CDDPと CTLの耐性に関する分子機構が異なることが示唆された。  

抗アポトーシス蛋白やトランスポーター蛋白と CDDP 抵抗性の関係については

言及していない。しかし、CLSPN をノックダウンすると CDDPに対する感受性が

上昇することから、CLSPNは CDDP 抵抗性のドライバーの一つであることが示唆

された。CLSPN は胃がんの CSCs で優先的に発現していることが、以前の研究

で明らかにされている (Kobayashi et al., 2019)。したがって、CLSPNは CDDP

耐性と CSCs の表現型の両方に関連している可能性がある。しかし、CLSPN をノ

ックダウンしても ALDH high 細胞は減少しなかった。 

CLSPN は、ATR による CHK1 リン酸化を仲介し、細胞周期の S 期における DNA 

複製ストレス時に活性化することが報告されている(Peschiaroli et al., 

2006)。また、p38-stress activated kinase が CLSPN をリン酸化し、S期の DNA

損傷から細胞を保護することが報告されている(Ulsamer et al., 2022)。しか

し、CLSPNは DNA複製ストレスに関係し、ATR-CHK1 チェックポイントとは独立

した経路でがん細胞を保護することが報告されている(Bianco et al., 2019)。

他の研究では、CLSPN は胃がん、腎細胞がん、前立腺がん、膀胱がん、低悪性

度グリオーマで過剰発現していることが報告されている (Babasaki et al., 

2021; Jia et al., 2022; Kobayashi et al., 2022; Kobayashi et al., 2020; 

Kobayashi et al., 2019)。CLSPN の発現は S 期で最も高く、G2/M 期では PLK1 
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によってリン酸化され、ユビキチン-プロテアソーム系による蛋白分解が誘導さ

れる (Peschiaroli et al., 2006; Smits et al., 2019)。この発現制御機構

に関して、正常組織では CLSPNタンパク質の発現は非常に低いが、がん組織で

は CLSPN タンパク質が高レベルで検出される(Babasaki et al., 2021; 

Kobayashi et al., 2022; Kobayashi et al., 2020; Kobayashi et al., 2019)。

これらの知見は、がん細胞における CLSPNタンパク質が正常細胞よりも相対的

に安定していることを示唆している。CLSPN は細胞生物学的に共通した分子機

能を持つことから、CLSPN を標的とした免疫療法は様々な悪性腫瘍に適用でき

る可能性がある。 

本研究では、CDDP の刺激で CLSPN の発現が誘導されることを明らかにした。

このことは、CDDP と CLSPN を標的とした免疫療法（ペプチドワクチン、mRNA 

ワクチン、人工 T 細胞療法）の併用免疫療法の可能性を示唆している。さら

に、CDDP 刺激は口腔扁平上皮がん細胞において免疫チェックポイント分子であ

る PD-L1 の発現を誘導する(Sasaya et al., 2022)。したがって、CDDPとの併

用免疫療法には、PD-1/PD-L1遮断の併用も有効かもしれない。  

 

CLSPNは CDDP耐性のドライバー遺伝子であり、CLSPN ペプチド特異的 CTLによ

って標的とされ得ることが示唆された。これらの知見は、CDDP耐性例を標的と

した免疫療法や、CDDP と免疫療法の併用療法への手がかりとなるものである。 
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結論 

 

・本研究から得られた新知見 

CRは CSCs としての特徴を強く有していた。 

CDDP耐性メカニズムに Claspin が関与していた。 

CDDP暴露により Claspin 発現量が誘導された。 

Claspin 特異的な CTLは膀胱がん CRに強く反応を示し、CTLにより細胞障害が

誘導された。 

 

・新知見の意義 

膀胱がんCRに反応する特異的なCTLの報告、および、Claspinをターゲットとし

た免疫療法の初めての報告である。 

CDDPとClaspinに対する免疫療法の複合療法の可能性を示唆する結果となっ

た。 

今後CR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 Claspinペプチド特異的 CTLが膀胱がん CR を強く認識することを

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、

Claspin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。 

CDDP投与前後の臨床検体を用いて Claspin の発現が実際に増加しているか免

疫染色を用いて評価したい。 
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