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研究成果の概要（和文）：　本研究では、がん抗原特異的なＴ細胞受容体（TCR）遺伝子をiPS細胞の内在性TCR
β遺伝子座へノックインすることにより、活性の高いT細胞を効率よく再生することを目的とした。まずJurkat
細胞をモデルとして、ゲノム編集により薬剤耐性遺伝子カセットを内在性TCRβ遺伝子座へノックインし、次に
Cre/loxPシステムを用いたカセット交換法により、TCR遺伝子と交換させ発現させることに成功した。そこでiPS
細胞で同様の実験を行ったところ、カセット交換で問題があったが、プロモーターを改良することで再現性よく
交換ができるようになった。現在、カセット交換できたiPS細胞を用いてT細胞の再生を試みている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to efficiently regenerate highly active T cells from
 iPS cells by knocking in tumor antigen-specific T cell receptor (TCR) genes into the endogenous TCR
β locus.  First, we utilized Jurkat cells as a model system and knocked in a drug resistance gene 
cassette to the endogenous TCRβ locus by genome editing and then successfully exchanged it with the
 TCR gene by the cassette exchange method using the Cre/loxP system.  When we performed the same 
experiment in iPS cells, we had some problems with cassette exchange, but we achieved reproducible 
exchange by improvement of the promoter.  We are currently attempting to regenerate T cells from iPS
 cells in which the TCR gene was successfully knocked-in by cassette exchange.

研究分野： 分子生物学、免疫学
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交換法（RMCE）
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、がん抗原特異的なTCR遺伝子をiPS細胞の内在性TCRβ遺伝子座へノックインすることに成功し
た。このiPS細胞から活性の高いT細胞を再生することができれば、カセット交換法により未知変異抗原に反応す
るTCR遺伝子をノックインしたiPS細胞を次々に作製することも可能となり、細胞製剤として早期の治療応用も期
待できる。またレンチウイルスを用いた遺伝子挿入によるがん化のリスクも回避できることから安全性において
も有意義である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

従来のがん免疫細胞療法は、がん抗原特異的なキラーT細胞を刺激して働かせるという戦略を
取っているが、その効果は限定的であった。近年、京都大学の河本 宏教授らは、iPS細胞技術
を用いて、メラノーマ特異的がん抗原を認識するＴ細胞から iPS 細胞を作製し大量培養したの
ち、再度 T細胞へ分化誘導することにより、抗原反応性と傷害活性をもつキラーＴ細胞を再生す
ることに成功した（Cell Stem Cell 12: 31, 2013）。 

しかしながら、がん抗原特異的なＴ細胞を増やし、それから iPS細胞を樹立し（T-iPS細胞）、
再度 T 細胞へ分化させるのには時間と手間がかかることや、得られた T-iPS 細胞の品質にばら
つきが生じるといった問題があった
（図１）。そこで我々は河本教授らと共
同研究を行い、がん抗原特異的なＴ細
胞からＴ細胞受容体（TCR）遺伝子をク
ローニングし、高品質な iPS 細胞にレ
ンチウイルスを用いて直接遺伝子導入
を行い、TCR-iPS 細胞を作製した。得
られた TCR-iPS 細胞を T細胞へ分化誘
導し、機能的な TCRが発現され、キラ
ー活性を有することを確認している
（図１）。一方、TCR-iPS細胞から再生
した T 細胞では、TCR の発現がやや低
く、またウイルスを用いた遺伝子導入
では、挿入によるがん化のリスクを否
定できないという問題もあった。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究では、がん抗原特異的Ｔ細胞から iPS 細胞技術を用いてキラーＴ細胞を再生す
る方法をより発展させることを目指した。そのために本研究では、がん抗原特異的なＴ細胞受容
体（TCR）遺伝子を、ゲノム編集とカセット交換法を用いて、iPS細胞の内在性 TCRβ遺伝子座へ
ノックインすることにより、TCRの発現レベルとキラー活性の高い再生 T 細胞を、短期間で効率
よく作製することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 iPS細胞では T細胞へ分化誘導しないと TCRが発現しないので、実験系を確立するために、ま
ずヒト T細胞性白血病由来の Jurkat細胞を用いて、ゲノム編集とカセット交換法によりがん抗
原特異的な TCRα/β融合遺伝子を内在性 TCRβ遺伝子座へ以下のようにノックインした。 
①CRISPR/Cas9を用いた薬剤耐性遺伝子カセットの内在性 TCRβ遺伝子座へのノックイン 
 まず、活性の高い Vβ20-1 遺伝子
のプロモーターと Hygromycin耐性遺
伝子、Puromycin 耐性遺伝子-チミジ
ンキナーゼ（TK）融合遺伝子から構成
される薬剤耐性遺伝子カセットを作
製し、その前後に内在性 TCRβ遺伝子
の相同領域を5’アームと3’アーム
として付加したターゲティングベク
ターを構築する。次に Dβ2 遺伝子断
片の上流に DNA 切断を導入する
CRISPR ガイド RNA と Cas9n を共発現
するベクターを構築し、ターゲティ
ングベクターとともに iPS 細胞へ遺
伝子導入する。Hygromycinで選択し、
正しい相同組換えが起きたクローン
を得る。 
 
② Cre/loxPによる薬剤耐性遺伝子カセットと TCRα/β融合遺伝子の交換 
 がん抗原特異的な TCRα/β融合遺伝子の前後に lox2272と loxP配列を付加したカセット交換
用ベクターを構築し、Cre発現ベクターとともに上記の iPS細胞へ遺伝子導入する。lox2272と
loxP 配列はそれぞれの間でのみ組換えが起こるため、同様に lox2272 と loxP 配列で挟まれた
Hygromycin 耐性遺伝子と、TCRα/β遺伝子が交換されるとともに、PGK プロモーターの付加によ
り Puro-TKが発現する。Puromycin で選択しクローンを得る。 
③ FLP組換え酵素による Puro-TK遺伝子の欠失 
 正しく TCRα/β遺伝子が交換された iPS 細胞に FLP 発現ベクターを導入し、frt 配列で挟ま
れた Puro-TK遺伝子が欠失した細胞をガンシクロビルで選択する。 
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４．研究成果 
 まず Jurkat 細胞を用いて、ゲノム編集により薬剤耐性遺伝子カセットを正しく内在性 TCRβ
遺伝子座へノックインすることに成功した。次に Cre/loxP システムを用いたカセット交換法に
より、がん抗原特異的な TCR 遺伝子を薬剤耐性遺伝子カセットとカセット交換反応で挿入する
ことができた。さらに FLPの発現により、Puro-TK遺伝子を欠失させ、内在性のエンハンサーが
プロモーターに作用し外来性 TCR遺伝子を効率よく発現させることに成功した(図３)。 
 そこで iPS細胞でも同様の実験を行った
ところ、薬剤耐性遺伝子カセットのノック
インはできたが、カセット交換ができなか
った。カセット交換が起きると Puromycin
耐性遺伝子が PGKプロモーターにより発現
するが、そのプロモーター活性が iPS細胞
では低い可能性が考えられた。そこで PGK
プロモーターを、iPS 細胞で活性が高いこ
とが知られている EF-1αプロモーターと
交換したところ、再現性よくカセット交換
ができるようになった。現在、カセット交
換できた iPS細胞において Puromycin耐性
遺伝子を欠失させたのち、T 細胞へ分化誘
導することで導入した TCR遺伝子を発現さ
せることができるか、引き続き解析を行っ
ている。 
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