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研究成果の概要（和文）：Tリンパ球は、体内において、がんを抑制することに重要な役割を果たす。近年、Tリ
ンパ球を用いたがんの治療が研究されている。Tリンパ球は、がんの細胞表面のHLA分子にのっているがん抗原を
認識してがん細胞を傷害する。HLA分子は人それぞれで異なるためHLAが異なる他人のTリンパ球を治療に使うこ
とはできない。日本人ではHLA-A2、A24を持っている人が多いため、HLA-A2、A24分子にのっているがん抗原を認
識するTリンパ球が研究されており、それ以外のHLA分子を認識するTリンパ球は研究されていない。我々は、本
研究において、HLAに依存せずに、がん特異的Tリンパ球を見つけ出す方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：T cells play important roles to suppress cancer generation in vivo. 
Recently, cancer therapy using T cells has been studied. T cells recognize the complex of cancer 
antigens and HLA molecules on cancer cells and kill them. The structure of HLA molecules are 
different in individual persons and T cells from a person whose HLA haplotype is different from a 
patient's HLA haplotype can not be used for the treatment of the patient. Major Japanese populations
 have HLA-A2 or A24 molecules. Thus, T cells recognizing cancer antigens in the context of HLA-A2 or
 A24 are studied, but those recognizing other HLA molecules are not. In this study, we have 
developed the method to find cancer-specific T cells independently of HLA haplotypes.

研究分野： Cancer Immunology
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１．研究開始当初の背景 
からだの中において、細胞のがん化は常に

起こっていると考えられているが、からだの

免疫機能により、発生したがん細胞がすぐに

除去されるために、がんの発生（がん細胞の

増殖）には至らない。このことは、リンパ球

を産生することのできない、免疫不全マウス

等を用いた実験により明確に示されている

（Shankaran et al. Nature, 2001; Koebel et al. 
Nature, 2007）。がん免疫を担う主要なリンパ

球は、CD8+キラーT 細胞である。CD8+ T 細

胞は主要組織適合抗原分子（MHC 分子）に

結合したがん細胞由来ペプチド（MHC／抗原

ペプチド複合体）を、その T 細胞受容体（TCR）
を用いて認識し、がん細胞を殺傷する。CD8+ 
T 細胞を応用したがんの免疫療法として、ペ

プチドワクチン療法、樹状細胞療法、T 細胞

療法、TCR 遺伝子治療などがある。MHC 分

子は個人個人で抗原ペプチドが結合する部

分および TCR と相互作用する部分のアミノ

酸配列（ハプロタイプ）が異なるため、MHC
に結合するペプチド、さらに、MHC／抗原ペ

プチド複合体を認識する TCR の構造は個人

個人で異なる。したがって、ペプチドワクチ

ンも個々の患者に適した個別のペプチドワ

クチンが必要になってくるが、全ての患者に

対応するペプチドワクチンを供給すること

は不可能である。そのため、これまでは、国

あるいは地域の住民に一番多い MHC のハプ

ロタイプを対象とした免疫療法が開発され

てきた。日本では、HLA-A*2402 を持つ人の

割合が、全国民の 36%、HLA-A*0201 を持つ

人が 12%程度いるために、これまで日本で開

発されてきた CD8+ T 細胞を標的とした免疫

療法は HLA-A24 あるいは HLA-A2 を対象と

したもので、それ以外の HLA のハプロタイ

プを持つ患者は、治療の対象から外されてい

た。 
日本で、HLA-A24 および HLA-A2 を標的

とした免疫療法が開発されてきたもうひと

つの背景として、がんなどに特異的な T 細胞

およびその TCR を取得することの困難さが

ある。がんなどに特異的な T 細胞を得るため

には、in vitro において抗原で刺激し T 細胞株

を樹立する必要がある。特に、CD8+ T 細胞は

増殖させることが困難であり、T 細胞株が樹

立できるか否かは試してみなければわから

ず、また、樹立できたとしてもその樹立に２

~３ヶ月を要していた。この T 細胞側の困難

さもあいまって、がんの免疫療法の対象は

HLA-A24 および HLA-A2 を持つ患者に限定

されてきた。 
申請者らは、最近、MHC／抗原ペプチド複

合体の TCR への結合、あるいは、抗原ペプチ

ド刺激に対するT細胞の特異的な反応を指標

に、がんなどの抗原に特異的な CD8+ T 細胞

を、単一細胞レベルで検出・分離し、取得し

た単一 T 細胞から TCR 遺伝子を取得し、そ

の抗原特異性を確認するシステムを確立し、

hTEC10 法と命名した（Kobayashi, Kishi et al. 
Nature Medicine, 2013）（図１）。hTEC10 法を

用いると、T 細胞の分取から取得した TCR の

抗原特異性の確認までを最短 10 日間で行う

ことができる。T 細胞株を樹立することが不

要であるために、hTEC10 法を用いることで、

短期間に、確実に、網羅的に抗原ペプチド特

異的な TCR を取得することが可能となった。 
しかし、hTEC10 法は抗原ペプチドが必要

であり、hTEC10 法をもってしても、HLA ハ

プロタイプの壁を乗り越えることができず、

HLA-A24 あるいは A2 以外のハプロタイプを

持つがん患者の治療に使えるような、がん特

異的 TCR を取得することはできなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、hTEC10 法を発展させ、抗原ペ

プチドを使わずに、がんなどに特異的な T 細

胞を検出し、その TCR を網羅的に取得・解析

する方法を確立することを目的とした。その

ために、以下のことを検証する。 
 

(1) 患者の腫瘍内に浸潤する T 細胞はがん免

疫の最先鋒を担っており、がんに浸潤してい

る T 細胞の主なものはがんに特異的ではない

かと考えられる。実際にがん浸潤リンパ球よ

り T 細胞株を樹立し、がんの治療に使用する

試みも行われている。しかし、上述のように

T 細胞株の樹立が困難なために、実際、腫瘍

内のどれだけの T 細胞ががん細胞に特異的か

は明らかにされていない。本研究では、腫瘍

浸潤リンパ球の TCR を単一細胞レベルで、網

羅的に解析することにより、腫瘍浸潤リンパ

球中の、どれだけの T 細胞ががん細胞に特異

的であるかを明らかにする。そのために、ま

ず、マウスの腫瘍モデルを用い、マウスの腫

瘍内に浸潤してくる T 細胞より、がん特異的

な TCR を取得できるかを検証する。 
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(2)(1)で取得したマウスのがんに特異的な

TCR を、マウス T 細胞に発現させ、その細胞

を、腫瘍細胞を移植したマウスに投与するこ

とで、がんの増殖を抑制できるか、検証する。 
 
(3) ヒト腫瘍内に浸潤している T 細胞の TCR
レパトアを解析する。また、患者腫瘍組織よ

り、がん細胞株の樹立を試みる（CTOS 法、

Kondo J. Proc Natl Acad Sci USA, 2011）。樹立

したがん細胞株に対し取得したTCRが反応す

るかを検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスがん浸潤リンパ球の TCR レパトア

解析 
マウスメラノーマ細胞株 B16F10 細胞を

C57BL/6 マウスの皮下に移植し、担がんモデ

ルマウスを作製する。移植後 7 日目、10 日目、

14 日目に腫瘍を切除し、Miltenyi Biotec 社の

gentleMACS Dissociator およびその酵素キッ

トを用いて、腫瘍よりがん浸潤リンパ球を分

離する。リンパ球を CD8 抗体および CD137
抗体で染色する。がん組織の中で、がん特異

的 T 細胞はがん細胞に反応し活性化され、活

性化マーカーである CD137 を発現する（Ye et 
al. Clin Cancer Res, 2014）。セルソータにて

CD8+CD137+がん浸潤 T リンパ球を単一細胞

ソートし、ソートした単一細胞より TCR 
cDNA を増幅・回収し、TCR レパトアを解析

する。 
 
(2) TCR の機能解析（in vitro） 
取得したTCRを発現用レトロウイルスベクタ

ーに組み込み、組換えレトロウイルスを作製

する。レトロウイルスを T 細胞に感染させ、

TCR を発現させる。TCR 発現 T 細胞を B16F10
細胞と共培養し、IFN-γの産生を測定し、腫瘍

反応性を検証する。さらに遺伝子導入により

ルシフェラーゼを発現させた B16F10 細胞を

作製する。作製した B16F10 細胞を TCR 発現

T 細胞と共培養し、ルシフェラーゼの発現を

指標に細胞の生存率を解析し、取得 TCR の細

胞傷害活性誘導能を計測する。 
 
(3) TCR の機能解析（in vivo） 
ルシフェラーゼ発現 B16F10 細胞を C57BL/6
マウスに静注し、1 日後に TCR 発現 T 細胞を

静注する。4 日目にマウスを安楽死させ、肺

を取り出し、発光イメージング装置を用いて、

B16F10 細胞の肺への転移の程度を測定し、in 
vivoにおけるTCR-T 細胞の抗腫瘍活性を解析

する。 
 
(4) ヒトがん浸潤リンパ球の TCR レパトア解

析 
ヒトサンプルを用いた解析に関しては、富山

大学倫理審査委員会の承認を得て研究を行っ

た。文書及び口頭による説明でインフォーム

ドコンセントを得た大腸癌、メラノーマ等の

患者の手術検体より、腫瘍細胞および腫瘍浸

潤リンパ球を回収し、CD8, PD-1, CD137 抗体

で染色し、PD-1+CD137+ CD8+T 細胞を単一細

胞ソートし、TCR レパトア解析を行った。 
 
４．研究成果 
(１) マウスがん浸潤リンパ球の TCR レパト
ア 
マウスに移植した B16F10 細胞により形成さ
れた腫瘍に浸潤した CD8+ T細胞のTCRレパ
トアを解析した。移植後 7 日目は CD137 陽性
の活性化 CD8+ T 細胞はほとんど観察されな
かった。移植後 10 日目、14 日目には CD137
陽性活性化CD8+ T細胞が観察され、そのTCR
レパトアを解析したところ、図 2 のように、
同じ TCR を発現している、クローナルに増殖
していると考えられるポピュレーションが
解析した CD8+CD137+ T 細胞の 6 割以上を占
めていた。一方、CD137−の活性化されていな
いポピュレーションでは、このようなクロー
ナルな増殖を示す細胞集団は観察されなか
った。 

 
(2) TCR の機能解析（in vitro） 
クローナルな増殖を示していたT細胞ポピュ
レーションの主な TCR クローンを発現ベク
ターに組み込み、脾臓T細胞に遺伝子導入し、
発現させた(TCR-T 細胞)。作製した TCR-T 細
胞と B16F10 細胞を共培養し、IFN-γの分泌を
解析した。図 3 左には、図 2 で示してある 3

図 2 

図 3 



つの TCR クローンを用いて解析した結果が
示されている。いずれの TCR も B16F10 細胞
に反応して IFN-γの分泌が誘導された。12 ク
ローンの TCR を解析し、そのうち 9 クローン
の TCR が B16F10 細胞に反応し、IFN-γ の分
泌を誘導した。また、B16F10 細胞に対する
細胞傷害活性の誘導を解析したところ、図 3
右に示すように、細胞傷害活性も誘導した。
IFN-γ の分泌と細胞傷害活性誘導能の間には
正の相関がみられた。 
 
(3) TCR の機能解析（in vivo） 
9クローンのB16F10細胞反応性TCRのうち、
反応性の高い 2 クローンを選択し、その TCR
を遺伝子導入した T 細胞を作製し、in vivo に
おける抗腫瘍効果を検証した。ルシフェラー
ゼ産生 B16F10 細胞を C57BL/6 マウスに静注
し、次の日に、TCR-T 細胞を静注した。4 日
目にマウスの肺を取り出し、発光イメージン
グシステムで、B16F10 細胞の肺への転移の
度合いを解析した（図 4）。TCR-T 細胞を移入

しなかった実験群、あるいは、陰性コントロ
ールの OT-I TCR-T 細胞を移入した実験群で
は、B16F10 細胞の肺への転移が高頻度で観
察されたが、B16F10 反応性の TCR を発現さ
せた TCR-T 細胞を移入した実験群では、肺へ
の転移が抑制されていた。 
 
(4) ヒトがん浸潤リンパ球の TCR レパトア解

析 
患者がん組織浸潤リンパ球でもクローナル
に増殖しているポピュレーションが観察さ
れるか、解析した。図 5 に示してあるように、
メラノーマ、B リンホーマ、乳癌、甲状腺癌、
大腸癌への浸潤リンパ球中の PD-1+CD137+の
活性化 CD8+ T 細胞の TCR レパトアを解析す
ると、マウスの腫瘍浸潤リンパ球と同様に、
活性化 CD8+ T 細胞中にクローナルな増殖を
示すポピュレーションが、いずれのがん組織

においても観察された。現在、これらの TCR
が腫瘍特異的か否かを解析するために、腫瘍
細胞株の作製を試みている。腫瘍細胞株が作
製できれば、TCR の腫瘍反応性を解析する予
定である。 
 
(5) まとめ 
マウスおよびヒトのがん浸潤リンパ球の
TCR レパトアを解析した。PD-1、CD137 を発
現している活性化された CD8+ T 細胞では、5
割以上のポピュレーションがクローナルな
増殖を示していた。マウスにおいては、これ
らのクローナルな増殖を示していたポピュ
レーションの TCR は in vitro および in vivo に
おいて抗腫瘍効果を示した。ヒトの腫瘍浸潤
リンパ球の TCR に関しても同様の抗腫瘍効
果を示すことが期待され、今後検証していく。
本方法では、HLA ハプロタイプや抗原に依存
せずに抗腫瘍効果を示す TCR を取得できる
ことが期待され、今後、マイナーな HLA ハ
プロタイプをもつがん患者の TCR 遺伝子治
療にも応用が期待されることから、個別化が
ん免疫治療へ道を開くものと期待される。 
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