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研究成果の概要（和文）：近年、がん抗原に特異的なT細胞受容体（TCR）を発現させた細胞傷害性T細胞が、が
ん治療に有効であることが確認されつつある。しかし、外来性にTCRを発現させたT細胞を用いた免疫療法をヒト
に用いるには、安全性などまだ克服すべき点が存在する。本研究において、非ヒト霊長類であるカニクイザルが
T細胞を用いた免疫療法研究のための動物モデルに適する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To develop effective adoptive cell transfer therapy using T cell receptor 
(TCR)-engineered T cells, it is critical to isolate tumor-reactive TCRs that have potent anti-tumor 
activity. Characterization of tumor reactivity of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) from 
non-human primate tumors could improve anti-tumor activity of TCR-engineered T cells in preclinical 
research. In this study, we isolated TCR genes from TILs in a cynomolgus macaque model of tumor 
transplantation in which the tumors were infiltrated with CD8+ T cells and were eventually rejected.
 We identified multiple TCR pairs with high frequency. We showed that the recurrent TCRs exhibited 
cytotoxic activity to tumor cells in vitro and potent anti-tumor activity in mice transplanted with 
tumor cells. These results imply that this tumor transplantation macaque model recapitulates key 
features of human TILs and can serve as a platform toward pre- clinical studies of non-human primate
 tumor models.

研究分野： がん免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、カニクイザルの腫瘍から得られた腫瘍浸潤リンパ球（TIL）の細胞表面発現分子とT細胞受容体遺伝
子を解析した。その結果、カニクイザルのTILはヒトのTILと共通の性質を有すること、外来性にTCRを発現させ
たT細胞を用いたがん免疫療法の前臨床研究においてカニクイザルが有用な動物モデルとなる可能性があること
などが示唆された。

※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 
細胞傷害性 T細胞は、がん細胞が特異的に発現するがん抗原を T細胞受容体で認識し、がん細

胞を攻撃する。近年、がん抗原に特異的な T細胞受容体を外来性に発現させた細胞傷害性 T細胞
ががん治療に有効であることが確認されつつある。実際に、摘出した腫瘍から、浸潤していた T
細胞（TIL）を分離し、個々の TIL から T細胞受容体遺伝子を単離して、その中から腫瘍に発現
するタンパク質を認識する T 細胞受容体の遺伝子を同定して T 細胞に導入する試みが行われて
いる。その一方で、T細胞を用いた免疫療法には、安全性など克服すべき点が存在する。安全性
の検証に用いる動物モデルとしてマウスなどの齧歯類では、既に実施されているヒトの免疫療
法において観察される副作用が再現されない場合があることが知られており、ヒトと近縁種の
動物モデルがより適すると考えられる。動物モデルに用いるには、その動物から腫瘍を認識する
T細胞受容体を得て T細胞に導入することなどが必要であるが、非ヒト霊長類の TIL から、ヒト
の場合と同様な方法を用いて腫瘍を認識する T 細胞受容体をもつものを同定できるかなどにつ
いては不明である。そのため、非ヒト霊長類の TIL から腫瘍を認識する T細胞受容体を得る系を
構築する必要があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
免疫療法の安全性試験のための動物モデルとしてヒトに近縁の非ヒト霊長類が適すると考え

られ、カニクイザルが動物モデルに適するか検討することを計画した。そのために、まず、カニ
クイザルの TIL がヒトの TIL と同様の性質を有するか、発現する分子を指標に調べることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒトでは、TIL の中で PD-1 陽性集団中に、腫瘍を認識する細胞傷害性 T細胞が高確率で存
在することが示されている。カニクイザルではどうか調べるため、以下のことを行った。カニク
イザル由来 iPS 細胞から人工的に作製したがん細胞を移植されたカニクイザルから、腫瘍を形
成後に摘出し、腫瘍に浸潤していた T細胞（TIL）のうち PD-1 陽性細胞をセルソーターで 1細胞
ずつ分取し、シングルセル RT-PCR 法により、T 細胞受容体遺伝子を鎖遺伝子および鎖遺伝子
のセットで単離した。単離した T細胞受容体遺伝子の配列を細胞ごとに比較し、同一配列の T細
胞受容体遺伝子を、鎖遺伝子と鎖遺伝子のセットでもつ細胞が複数個存在するか解析した。 
 
（2）複数の細胞で認められた T細胞受容体遺伝子セットをレトロウイルスベクターに組込んだ。 
 
（3）レトロウイルスベクターを用いて、ヒト iPS 細胞から分化誘導により作製された T細胞に、
カニクイザル TIL 由来の T 細胞受容体遺伝子を外来性に発現させた。その T 細胞がカニクイザ
ルに移植されたものと同じがん細胞株を認識するか、共培養を行い、T 細胞における CD107a お
よびインターフェロンの発現を指標に検討した。 
 
（4）上記（3）と同様の共培養実験を行い、TIL 由来の T細胞受容体遺伝子を外来性に発現させ
た T細胞が、カニクイザルに移植されたものと同じがん細胞株を殺傷するか検討した。 
 
（5）TIL 由来の T 細胞受容体を発現させた T 細胞が個体中において抗腫瘍効果を示すか確認し
た。NSG 免疫不全マウスに、カニクイザルに移植したものと同じがん細胞株を移植して、腫瘍化
した後に、TIL 由来の T細胞受容体発現 T細胞を移入し、腫瘍の成長およびマウスの生存率を継
時的に解析した。 
 
４．研究成果 
（1）PD-1 陽性の 108 個の TIL から T細胞受容体の鎖遺伝子、鎖遺伝子をセットで単離するこ
とに成功した。また、複数の TIL において同一の T細胞受容体遺伝子が確認された。 
 
108 個の T細胞から 
T 細胞受容体遺伝子を 
鎖遺伝子と鎖遺伝子 
のセットで単離した。 
その中から、5A9、5B1 
と名付けられたクローン 
は、108 個のうち 5個の 
T 細胞で共通であった。 

 
 
（2）T 細胞受容体遺伝子の鎖遺伝子と鎖遺伝子の両方に関して、可変領域（V）はカニクイザ



ル TIL の遺伝子、定常領域（C）にはマウスの遺伝子を用いたキメラ遺伝子を作製。鎖遺伝子と
鎖遺伝子は p2A ペプチド遺伝子を挟んで連結した。 
 
 
 
 

（3）TIL の T 細胞受容体遺伝子を発現させた T 細胞を、カニクイザルに移植したものと同じが
ん細胞株と共培養した。その結果、108 個の T細胞から 5個（5A9、5B1）や 4個（4C2、4D3）な
ど複数の TIL で認められた T 細胞受容体を発現させた T 細胞で、CD107a およびインターフェロ
ンの発現が認められた。そのことから、複数の TIL が共通に有する T 細胞受容体はがん細胞を
認識すると考えられた。それらの TIL は、腫瘍に反応してクローナルに増殖したものである可能
性が考えられる。1385_（T細胞受容体）TCR は、がん細胞を頻回移植した個体の末梢血液中の T
細胞から単離した T 細胞受容体で、5A9 や 5B1 の T 細胞受容体と同様にがん細胞を強く認識し
た。 
 
T 細胞とがん細胞株を 6時間共培養 
した後、蛍光標識された、CD107a 
あるいはインターフェロン（IFN） 
に対する特異的な抗体で処理し、 
フローサイトメーターで蛍光強度を 
指標に発現を評価した。T細胞受容体 
が抗原による刺激を受けると、細胞内 
小胞に局在していた CD107a 分子が 
細胞膜上に露出する。また、インター 
フェロン（IFN）も遺伝子発現が 
誘導される。 
 
 
（4）CD107a や IFNの発現と同様に、複数の TIL で認められた T細胞受容体よび 1385_TCR を導
入した T 細胞で、がん細胞の殺傷が強く認められた。 
 
カニクイザルに移植したものと同じがん細胞株にルシ 
フェラーゼ遺伝子を導入した。T細胞とがん細胞株を 
20 時間共培養した後、ルシフェラーゼの基質と反応させ、 
発光強度を指標にがん細胞の生存率を評価し、それに 
基づき T 細胞によるがん細胞の殺傷率を算出した。 
CD107a や IFNの発現をほとんど誘発しなかった 1D4 
（108 個中 1個の T細胞でのみ認められた T細胞受容体） 
はがん細胞を殺傷した。他の 1個の T細胞でのみ認め 
られた T 細胞受容体（1B9 および 1G9）を発現させた 
T 細胞ではがん細胞の殺傷は認められなかった。 
 
 
（5）カニクイザル iPS 細胞由来がん細胞を免疫不全マウスの皮下に移植して腫瘍形成させ、そ
のマウスに再生 T細胞を静脈注射した。その結果、共培養の実験でカニクイザルがん細胞を殺傷
することが確認された T 細胞受容体を発現させた T 細胞を移入すると、腫瘍の増殖の抑制およ
び、マウスの生存期間の延長が観察された。このことから、TIL より単離された T細胞受容体に
は、生体内で腫瘍を抑制する効果をもつものが存在することが示された。 
 
がん細胞の移植から 5日目に 
各 T細胞受容体を導入した、 
あるいは導入していない 
T 細胞を移入。T細胞移入 
から 11目に腫瘍径を測定 
し、腫瘍体積を算出した（左）。 
**は p<0.01（two-way  
ANOVA）、NSは NO significance。 
また、腫瘍を移植後のマウスの 
生存率を Log-rank test により評価（右）。**は p<0.01、NS は NO significance。 
 
以上のことなどから、PD-1 陽性の TIL はカニクイザルとヒトで類似した性質をもち、カニク

イザルは免疫療法研究の動物モデルとして適する可能性があること、人工的に作製した T 細胞
が、がん細胞を認識する T細胞受容体の選別に有効であることなどが示された。 
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