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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染細胞や、病原性微生物を貪食したマクロファージなどは、ウイルスや細
菌のタンパク質を細胞内でペプチドに分解し、細胞の主要組織適合抗原（MHC）分子に結合した形で細胞表面に
提示する。T細胞は、T細胞受容体（TCR）を用いて、標的細胞上のMHC分子／ペプチド複合体を認識し、ウイルス
や細菌を排除する。このようにTCRは異なる細胞表面上MHC分子／ペプチド複合体と相互作用する。本研究では、
T細胞内で発現した抗原分子由来ペプチドがT細胞上のMHC分子に提示され、同じ細胞表面のTCRと相互作用し、そ
のT細胞が活性化することを示した。また、その応用法につき検討した。

研究成果の概要（英文）：Macrophages that phagocytose pathogenic microorganisms, or virus-infected 
cells degrade bacterial or viral proteins into peptides and present them on the cell surface by 
binding them onto the major histocompatibility complex (MHC) molecules on the cells. T cells use the
 T cell receptors (TCR) to recognize MHC molecule/peptide complexes on the target cells and 
eliminate viruses and bacteria from the body. In this context, the TCR interacts with MHC 
molecule/peptide complexes on the surface of different cells. In this study, we showed that 
antigenic protein-derived peptides expressed in T cells is presented to the MHC molecules on the T 
cells, interacts with the same cell surface TCR (cis-interaction), and activates the T cells. 
Furthermore, the application of cis-interaction of TCR and MHC/peptide complexes was investigated.

研究分野： 免疫学

キーワード： T細胞受容体　抗原認識　シス相互作用

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、T細胞は、TCRを用いて、標的細胞上のMHC分子／ペプチド複合体を認識することが知られていた(trans相
互作用)。本研究により、T細胞上のTCRが自分自身のMHC分子／ペプチド複合体とcisの相互作用をすることで活
性化しうることが示されたことで、今後、T細胞の活性化を考える際に、transの相互作用に加えてcisの相互作
用の可能性も同時に考える必要がある。また、cisの相互作用を用いた抗原同定法や抗原特異的T細胞の同定法に
よりT細胞の解析がより進展すると期待される。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 リンパ球はからだの中で、病原性微生物やが

ん細胞などを排除し、からだの恒常性を保つた

めの重要な役割を担っている。ウイルス感染細

胞や、病原性細菌を貪食したマクロファージな

どは、ウイルスや細菌のタンパク質を細胞内で

ペプチドに分解し、細胞の主要組織適合抗原

（MHC）分子に結合した形で細胞表面に提示

する。T 細胞は、T 細胞受容体（TCR）を用い

て、標的細胞上の MHC 分子／ペプチド複合体

を認識し、ウイルスや細菌の侵入を感知する。     

この標的細胞上の MHC 分子／ペプチド複合体と、

T細胞上のTCRとの相互作用を“transの相互作用”

と呼ぶ（図１左）。この相互作用は、免疫学の基本

原理として周知されている。 

我々は、これまでに、5 万から 25 万個のリンパ

球の反応を単一細胞レベルで解析できるマイクロ

ウェルアレイチップを開発してきた(図 2)。その中

で、このチップを用いて抗原特異的抗体の分泌を

単一細胞レベルで解析し、抗原特異的抗体を世界

最速で取得できるシステムを確立した（Jin A, 

Kishi H, Nat Med. 2009）。我々は、このチップを

用いて、抗原特異的 T 細胞の反応を単一細胞レベ

ルで解析した時に、１個の T 細胞が入っているマ

イクロウェルにペプチドを添加することで T 細胞

が活性化され、サイトカインを分泌することを見

出した（図 3）。すなわち、ペプチドを添加することにより T 細胞上の MHC 分子にペプチドが

提示され、1 個の T 細胞上で、MHC 分子／ペプチド複合体と TCR が相互作用する “cis の相

互作用”が働くことを発見した（図１右）。この相互作用は免疫学の常識を覆す新知見であり、

免疫防御、免疫寛容の理解や免疫系を用いたがんやアレルギーの治療戦略にパラダイムシフト

をおこすと考えられる。 

 

２．研究の目的 

上記実験は、細胞外から人為的にペプチドを添加した系であり、この“cis の相互作用”が実際

の免疫系で働くことを示すためには、T 細胞内で発現した自己抗原タンパク質に対して TCR

と MHC 分子／ペプチド複合体との“cis の相互作用”が起こることを示す必要がある。本研究で

は、① T 細胞内で発現した自己抗原タンパク質に対して TCR と MHC 分子／ペプチド複合体

との“cis の相互作用”が起こることを実証し、② “cis の相互作用”を応用した次世代 TCR 抗原

同定法を開発すること、③“cis の相互作用”を用いて機能的 TCR を取得することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）内在性に発現する自己抗原タンパク質に対する反応の解析 

図１ 

図 2 

OT-1 peptide HY peptide 

図 3 



T 細胞内の自己抗原タンパク質

に対して TCR と MHC 分子／ペプ

チド複合体との“cis の相互作用”が

起こることを in vitroで実証するた

めに、モデルシステムとして、卵白

アルブミン（OVA）由来ペプチドを

認識する OT-I TCR トランスジェ

ニックマウスの T 細胞（OT-I T 細

胞）を用いた。すなわち、マイクロウェル

アレイチップ上に 1 個 1 個分離した状態

で配置した OT-I T 細胞に、OVA タンパ

ク質を発現させる。そのために、Clontech

社 の Retro-X Tet-One Inducible 

Expression System を用い、ドキシサイ

クリンの存在下でのみ OVA と GFP の発

現が誘導される遺伝子を作製した（図 4）。

発現した OVA タンパク質が分解され、

MHC 分子上に提示され、T 細胞を活性化

するかを検証した（図 5）。 

         

（2） “cis の相互作用”を用いた TCR の抗原同定システムの開発 

図 6 のように、試験 TCR と MHC 分子を同時に発現したレポーター細胞に、発現型 cDNA

ライブラリーを導入し、レポーター細胞の活性化を指標に目的 cDNA を濃縮・同定するシステ

ムの開発を試みた。モデルシステ

ムとして、OT-I TCR を用いた。

OVA cDNA を導入したベクター

をコントロールのベクターに希釈

し、cis の相互作用の系を使い、

OVA cDNA が濃縮されるかを検

証した。 

 

（3） “cis の相互作用”を用いた

抗原特異的 T細胞の同定、TCR の取得システムの開発 

 マイクロウェルアレイチップを用いて、腫瘍抗原である X に反応性の TCR が取得できるか検

証した。健常人ボランティア末梢血リンパ球を X ペプチドで刺激し、増殖させ、チップに播種

した。チップ上にて X ペプチドで刺激し、IFN-γ を分泌する細胞を検出した。検出した細胞を

マイクロキャピラリにて回収し、RT-PCR により TCR cDNA を増幅し、発現ベクターに組み込

んだ。TCR 発現ベクターをヒト末梢血リンパ球に遺伝子導入し、X 抗原に反応するかを検証し

た。 

 

４．研究成果 

（1）内在性に発現する自己抗原タンパク質に対する反応の解析 

図 6 

図 4 

図 5 



上記のように、OT-I T 細胞に内在性に抗原である OVA

タンパク質を発現させた。シスの反応を見るために、マイ

クロウェルアレイチップに細胞を播種し、他の細胞と相

互作用しない状態で OVA タンパク質を発現させた。発現

10 時間後に細胞を回収し、GFP および CD107a の発現

をフローサイトメトリーにより解析した（図 7）。チップ

を使わずに培養した場合（bulk）、細胞同士の trans の相

互作用が起こる。この場合、GFP を発現し OVA を発現

した T 細胞は活性化され CD107a を発現しているが、

GFP を発現しておらず、OVA が発現していない細胞も

CD107a を発現していた。この結果は、細胞同士の trans の相互作用により、OVA を発現して

いない細胞も OVA を発現した T 細胞の MHC 分子上に提示された抗原を認識し、活性化された

ものと解釈される。それに対して、チップ上で培養した場合、GFPを発現したT細胞のみCD107a

を発現していた。この結果は、内在性の OVA タンパク質が発現した T 細胞が cis の相互作用に

より活性化されたことを示している。 

 

（2） “cis の相互作用”を用いた TCR の抗原同定システムの開発 

 上記のように、OVA cDNA をコードするレトロウイル

スベクターを 10000 個に 1 個の割合になるように、コン

トロールレトロウイルスベクターに希釈したものを OT-

I TCR を発現させた T 細胞株に遺伝子導入し、IL-2 を分

泌した細胞をソーティングした。同様にさらに 2 回ソー

ティングすることで、IL-2 分泌細胞の割合が増加した（図

8）この結果は、cis の相互作用のシステムを使って、セルソーターによる抗原導入 T 細胞の濃

縮が可能なことを示している。RT-PCR にて OVA cDNA が濃縮されていることを確認した。現

在、NGS を使い、OVA cDNA が濃縮されていることを確認しようとしている。 

 

（3） “cis の相互作用”を用いた抗原特異的 T 細胞の同定、TCR の取得システムの開発 

上記のようにマイクロウェルアレイチップを用

い、末梢血 T 細胞を腫瘍抗原 X ペプチドで刺激し、

IFN-γ を分泌した細胞をチップより回収した。TCR 

cDNA を RT-PCR により増幅・回収し、末梢血 T 細

胞に発現させた。当該 T 細胞を抗原 X ペプチドで刺

激すると、IFN-γ の分泌が観察され、図 9 に示すよ

うに抗原 X 特異的に細胞傷害活性を示した。この結

果は、cis の相互作用を用いて、抗原特異的 T 細胞を

同定し、抗原特異的 TCR を取得できることを示して

いる。 

 

（4） まとめ 

これまで、細胞外から人為的にペプチドを添加した系で TCR と MHC/ペプチド複合体との

“cis の相互作用”が起こることを示してきたが、本研究では、T 細胞内で発現した自己抗原タン

図 7 

図 8 

図 9 



パク質に対して “cis の相互作用”が起こることを示すことを目的とした。本研究では、① T 細

胞内で発現した OVA タンパク質に対して TCR と MHC 分子／ペプチド複合体との“cis の相互

作用”が起こることが実証できた。② “cis の相互作用”を応用して、TCR 抗原同定を行うプロ

トコールを提案し、それが動く可能性を示すことができた。また、③“cis の相互作用”を用いて

がん抗原特異的 TCR を末梢血リンパ球の中から取得することができた。実際に“cis の相互作

用”がヒトや動物の体内で意味のある反応として起こっているかについては、さらなる解析、工

夫が必要であるが、それに至るための道筋はつけることができたと考える。また、“cis の相互

作用”の応用は今後、様々な分野で応用可能であると期待され、実質的な応用の開発を続けてい

きたい。 
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