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研究成果の概要（和文）：TCRとadapter分子（ATAM）を１回の遺伝子導入によりT細胞内に遺伝子導入可能とす
る新規ベクターの開発を試みた。All-in-one ベクターを用いる方法 (1vv法)と先行研究で用いた二つのベクタ
ーを用いる方法 (2vv法)の比較では、ATAMの発現は約3倍程度2vv法で高かった。作成したTCR-T細胞の機能の比
較では、2vv法で作成した方が有意に抗原刺激後の増殖が良好で、刺激後の細胞内シグナルの比較では、2vv法で
作成したTCR-Tでは有意にリン酸化Erkおよびp38のシグナルの増強が見られた。TCRよりも3倍以上多くのATAMを
遺伝子導入する必要があることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop a novel vector that enables gene 
transfer of TCR and adapter molecule (ATAM) into T cells by a single gene transfer. One virus vector
 method (1vv method) using all-in-one vector and two virus vector (2vv) method using two vectors 
used in the previous study showed that the expression of ATAM was about 3 times higher in 2vv 
method. The expression of ATAM was about 3-fold higher in the 2vv method. Comparison of the function
 of the TCR-T cells generated by the 2vv method showed that the cells generated by the 2vv method 
proliferated significantly better after antigen stimulation, and the intracellular signals after 
stimulation showed that the signals of phosphorylated Erk and p38 were significantly enhanced in the
 TCR-T cells generated by the 2vv method. The results showed that it is necessary to transfer three 
times more ATAM than TCR.

研究分野： 血液学

キーワード： 遺伝子導入T細胞療法　アダプター分子　Tリンパ球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
T細胞レセプター遺伝子と新規に開発したアダプター分子を１回の遺伝子導入によりT細胞内に遺伝子導入可能と
する新規ベクターの開発を試みた。ひとつのベクターで遺伝し導入する1 virus vector法（1vv法)と二つのウイ
ルスベクターを用いる方法 (2 virus vector法, 2vv法)を比較したところ、ウェスタンブロット法でも、フロー
サイト メトリー法でも2vv法でアダプター分子の発現が約3倍程度高く、2vv法で作成したTCR-Tの方が有意に抗
原刺激後の増殖が有利であった。TCRよりも3倍以上多くのアダプター分子を遺伝子導入する必要があることが示
された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

T 細胞の抗原特異性を決定している T 細胞レセプター (TCR) は、外来性に遺伝子導入するこ
とが可能である。TCR のα鎖とβ鎖を遺伝子導入することで T 細胞に対して抗原特異性を付与
するものである (図 1 右)。この手法を用いて近年では腫瘍抗原を特異的に認識する TCR を遺伝
子導入し、T 細胞に腫瘍を攻撃させるようにする TCR 遺伝子導入 T (TCR-T)細胞療法が出現し
た。これまでいくつかの腫瘍特異的抗原を標的として臨床応用が試みられているが、一時的な臨
床効果を示すものはあるものの、長期にわたる臨床効果は見られていないのが現状である。 
 一 方 で chimeric antigen receptor 
(CAR) を遺伝子導入した T 細胞を用いる
CAR-T 療 法 は 、 CD19 に 対 す る
CD19CAR-T 療法において顕著な効果を
上げている（図 1 左）。CD19CAR-T 療法
では、細胞内ドメインとして CD3zeta の
他に CD28 や 4-1BB などの T 細胞活性化
に関わる分子の細胞内ドメインが用いら
れており、CD19CAR-T 細胞は CD19 と結
合するだけで、TCR の伝えるシグナル１
が CAR の下流の CD3zeta によって伝え
られ、また本来共刺激因子が伝えるシグナ
ル 2 が CD28/4-1BB 細胞内ドメインによ
って T 細胞内に伝えられる。これにより
CAR-T はひとつのシグナルで完全な活性化を得ることが出来る。とくに 4-1BB を細胞内ドメイ
ンに用いている場合にはヒトの体内で CAR-T 細胞は長期に生存し、臨床効果を発揮する。 
 これらの背景をもとに、我々はすでに抗原特異的 T 細胞において、アダプター分子だけを遺
伝子導入して、その反応を解析した。実際に、ある種のアダプター分子の遺伝子導入によって、
抗原刺激後の T 細胞増幅・生存が高まることが分かった 文献(1)。この報告では NY-ESO-1 TCR
と同時にこのアダプター分子 (artificial T cell activating adapter molecule, ATAM と呼ぶ)を
遺伝子導入し、効果を検証したが、TCR-T と ATAM を別々に遺伝子導入することは煩雑で、臨
床応用は困難であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究において我々は、先行研究の知見をさらに進めて TCR の遺伝子導入と同時に ATAM 分
子の遺伝子導入を行い、その反応を解析する計画を立てた。すなわち本研究の核心的問いは、
TCR-T における細胞内シグナル修飾は T 細胞機能を強化しうるかである。これを明らかにする
ために、TCRα鎖・β鎖と直列に結合した ATAM 分子、あるいは結合していない ATAM 分子を
それぞれ T 細胞に遺伝子導入し、抗原刺激後の細胞増幅・生存、その他の T 細胞機能に正の影
響を与えるかどうか調べることにした。T 細胞の活性化が想定通り得られるのであれば、その構
成においてメカニズムを調べる計画であった。 
 
３．研究の方法 
(1) All-in-one vector の作成と遺伝子導入効
果の測定 
 TCR only, CD3zeta only, CD28-ATAM, 4-
1BB-ATAM と control として遺伝子導入マーカ
ーのみのもの（細胞内ドメインを欠く EGFR, 
tEGFR）をそれぞれ T2A 配列で結合したベクタ
ーを作成し、ヒト末梢血より単離した Tリンパ
球に遺伝子導入した。培養開始から１週間の時
点で tEGFR を遺伝子導入マーカーとして、細胞を純化して以後の実験に用いた（図 2）。先行研
究において 4-1BB 細胞内ドメインを持つ ATAM だけが、刺激後の細胞増殖を促す効果があったこ
とから、刺激後の細胞増殖を含む in vitro 実験を行って遺伝子導入の効果を測定した。 
 
(2) 2 vector 法と 1 vector 法の比較 
 我々の先行研究においては、4-1BB ATAM と TCR を二つの別々のベクターで遺伝子導入してい
た。今回我々は TCR と ATAM を一つのベクターで遺伝子導入する計画であったが、期待していた
抗原刺激後増殖に対する効果が見られなかったため、その理由を検討するため 2 vector 法で作
成した TCR-T 細胞と 1 vector 法で作成した TCR-T 細胞の比較を行った。Flow cytometry 法およ
び Western blotting 法にて TCR-T 細胞における TCR および ATAM の発現を検討した。また、刺
激後細胞増殖における影響を測定した。細胞内シグナルを検討するため、Jurkat-TPR 細胞の供
与を Austria の共同研究者から受け、これに TCR を遺伝子導入して刺激後の細胞内リン酸化 Erk



およびリン酸化 p38 を染色した。 
 
４．研究成果 
(1) All-in-one vector の作成と遺伝子導入効果 
 TCR only, CD3 only, CD28-ATAM, 4-1BB-ATAM および
control として遺伝子導入マーカーのみのもの（細胞内ドメ
インを欠く EGFR, tEGFR）をそれぞれ T2A 配列で結合したベ
クターを作成した（図 2）。 
これらを遺伝子導入して作成した TCR-T 細胞を NY-ESO-1 抗
原ペプチドを添加した K562-HLA*A:0201 細胞で刺激を行っ
たが、抗原陽性細胞に対する殺細胞効果、サイトカイン産生能、刺激後細胞増殖ともに各群間に
有意差は見られなかった（図 3）。すなわち先行研究において示された 4-1BB ATAM 導入 TCR-T 細
胞の刺激後細胞増殖の優位性は再現されなかった。 
 
(2)2 vector 法および 1 vector 法で作成した TCR-T 細胞の比較 
 1 vector法で作成したTCR-T細胞と2 vector
法で作成した TCR-T 細胞を比較検討したとこ
ろ、TCR の発現割合等に差はなかったが、ATAM
の遺伝子導入効率に 3倍程度の差があることが
わかった。1 vector 法では TCR と ATAM がベク
ターの構造上 1:1 で遺伝子導入されるのに対し
て 2 vector 法では ATAM の方が約 3倍多く遺伝
子導入されていた（図 4）。 
 Jurkat-TPR 細胞に NY-ESO-1 TCR および ATAM
を遺伝子導入し、ATAM の発現量 (tEGFR)の違い
によって細胞を分取した。それらの細胞に対し
て抗原特異的刺激を行って細胞内シグナルを
検討したところ、tEGFR 発現量の多い細胞にお
いて ERK, p38 ともにリン酸化されて
いる割合が高かった（図５）。 
 ヒト Tリンパ球にそれぞれ 1 vector
法および 2 vector 法で TCR と 4-1BB 
ATAM を遺伝子導入したところ、やはり
2 vector 法(図 6 赤線)の方が ATAM の
発現量は多かった。また、これらの細
胞に対して抗原刺激を行ったところ、
やはり 2 vector 法で作成した TCR-T
細胞において抗原刺激後の細胞増殖
が改善していた。すなわち今回我々の
行ったようなアダプタータンパクの
遺伝子導入による効果を得るために
は、TCR よりもアダプター分子の数を
3 倍かそれよりも多く発現させる必
要があることがわかった。現在我々は
二つの異なるプロモーターで発現制
御を受けるベクターを用いてそれぞ
れ TCR-T と ATAM を発現させる系にお
いて、2 vector 法においてみられたような多数の ATAM の発現を得るのと同時に１回の遺伝子導
入にて簡便に TCR-T 作成と ATAM 遺伝子導入を図る系の確立に取り組んでいる。 
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