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研究成果の概要（和文）：TALENを用いたゲノム編集技術の活用により、T細胞レセプター(TCR)のα鎖とβ鎖の
ミスペアリングによる予期せぬ免疫反応のリスクを抑えるゲノム編集T細胞作出の検討を行った。内在性のTCRを
ノックアウトし目的の抗原特異的TCRをノックインする方法を確立し、作出した抗原特異的ゲノム編集T細胞の細
胞障害活性をin vitroで検討した。当初検討した方法は、in vitroでの抗原特異的な細胞傷害を確認できたが、
細胞のviabilityが悪かった。そこで細胞のダメージ軽減のために遺伝子導入のステップ数を最小化する方法を
検討し、2ステップでオンターゲットに目的の遺伝子を導入できる方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：By utilizing genome editing technology using TALEN, we investigated the 
production of genome-edited T cells that suppress the risk of unexpected immune reactions due to T 
cell receptor (TCR) mispairing between introduced and endogenous TCR α and β chains. We 
established a method for knocking out the endogenous TCR and knocking in the desired 
antigen-specific TCR, and examined the cytotoxic activity of the produced antigen-specific 
genome-edited T cells in vitro. The method initially investigated was able to confirm 
antigen-specific cytotoxicity  in vitro, but the viability of the cells was poor. Therefore, we 
investigated a method to minimize the number of gene transfer steps to reduce cell damage, and 
established a method to precisely introduce the desired gene into the targeted genomic site in two 
steps.

研究分野： 血液内科学

キーワード： T細胞受容体　ゲノム編集　養子免疫療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究をとおして、T細胞への遺伝子導入の際のダメージ軽減のために、2ステップで目的の遺伝子をゲノムの目
的の位置に遺伝子導入する方法を確立できた。本方法により、抗原特異的TCRのα鎖とβ鎖を非特異的T細胞に遺
伝子導入することにより、養子免疫T細胞療法に活用できる、安全でviabilityの高いTCR-T細胞を作成できるこ
とが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
新たながん免疫療法、造血幹細胞移植後の再発の際の治療、あるいは再発予防の手段として T

細胞受容体(T-cell receptor, TCR)導入 T 細胞（TCR-T）の開発が行われているが、より安全で有
効性の高い TCR-T の開発のためには多くの課題が残されている。その１つは、内在性の TCR
サブユニットと導入した TCR サブユニットのミスペアリングが起こることが知られており、自
己反応性 T 細胞の形成を完全に回避することが困難であることである。 
 
２．研究の目的 
ミスペアリングを回避するため内在性の TCR 遺伝子を Platinum TALEN で切断し、ドナーT

細胞に内在する TRA, TRB 遺伝子をノックアウトする技術の開発を試みた。また、実際の TCR-
T 製剤作出への応用を想定し、細胞のバイアビリティ低下を最小限に留め、できるだけ少ないス
テップ数で目的の TCR 遺伝子をノックインするための方法を検討した。 
 
３．研究の方法 
予期せぬ免疫反応を惹起する可能性のある TCR のミスペアリングを回避し、安全な養子 T細胞

免疫療法を実現するために、高機能型 TALEN である Platinum TALEN によるゲノム編集の技術を
用いて、内在性の TCR をノックアウトし、所望の抗原特異的 TCR を遺伝子導入した。当初検討し
た方法は、内在性の TCRα鎖、β鎖のノックアウト、抗原特異的 TCRα鎖、β鎖のノックインを
順次行なって行くため、多くのステップ数を要し、細胞の viabioity が低下することが問題であ
った。そのため、TAL-PITCh 法を用いて内在性の TCR 鎖のノックアウトと抗原特異的 TCR 鎖のノ
ックインを同時に行うことにより、より少ないステップ数で viability の高い目的の TCR-T 細
胞を作成する方法を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）TALEN によるプライマリーT 細胞の内在性 TCR α鎖、β鎖のノックアウト 
Platinum TALEN の標的遺伝子領域を TRA および TRB 遺伝子の C領域に設定し、Platinum Gate 

TALEN Kit(Addgene)を用いて、TRA 切断用 TALEN と TRB 切断用 TALEN 合成用のプラスミドを作製
した。TALEN プラスミド
を増幅した後、Platinum 
TALEN mRNA を合成し、
Jurkat 細胞株あるいは
健常者末梢血由来のプ
ライマリーT 細胞に電気
穿孔法で導入した。いず
れのTALENも良好な活性
を示し、106 細胞あたり
mRNA として 1-10 μgの
範囲で、用量依存的に高
い切断効率が得られた。 
 
（２）プライマリーT細胞お
よびJurkat細胞でのターゲ
ットサイトの切断確認 
Jurkat 細胞あるいは、プ

ライマリーT細胞を用いた、
T7 endonulease I assays 
（図 2(a)）、 TALEN 標的領
域のアンプリコンシーケン
シング（図 2(b)）において
も on-site の切断が確認さ
れた。Platinum TALEN を用
いた TCR 遺伝子のゲノム編
集は、ミスペアリングの発
生しないユニバーサルな抗
原特異的 T 細胞の作出を実
現するために、非常に有望
な技術と考えられた。 
 

TCRα-Cα TCRβ-Cβ TCRα-Cα TCRβ-Cβ

Jurkat cell Primary human  Tcell(a)

(b) Jurkat cell TCRα-Cα

図2 プライマリーT細胞およびJurkat細胞でのターゲットサイトの切断確認



（３）TCR ノックアウトプライマリーT細胞の細胞増殖アッセイ 
 Platinum TALENで内在
性の TCR をノックアウト
したプライマリーT 細胞
は、hIL-2 の存在下で、
anti CD3/CD28 beads の
刺激により、良好な増殖
を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）TAL-PITCh 法による抗原特異的 TCR 遺伝子のターゲットサイトへのノックイン 
抗原特異的 TRA-TRB 

gene cassette と TRA-
Platinum  
TALENs(TRA-pTALENs)
のターゲットサイトの
配列を含む TAL-PITCh
ベクターを作成した。
TRA-pTALENs によりこ
のベクターが切断され
ると、TRA遺伝子のTRA-
pTALEN ターゲットサイ
トと相補的なマイクロ
ホモロジー配列が形成される。そのため、TAL-PITCh ベクター上の抗原特異的 TRA-TRB gene 
cassette は、ユニークな DNA 二重鎖切断修復機構であるマイクロホモロジー媒介末端結合 
(MMEJ)により、ゲノムの切断部に正確に組み込まれる。 
 
（５）TAL-PITCh 法を用いたゲノム編集抗原特異的 T細胞の作成 
(1)電気穿孔法により TRB-

pTALENs を Jurkat 細胞に導入
し、TRB 遺伝子ノックアウト細胞
として、CD3 陰性 Jurkat 細胞を
フローサイトメトリーにて分取
した。(2)この TRB 遺伝子ノック
アウト Jurkat 細胞に TRA-
pTALENs と抗原特異的 TRA-TRB 
gene cassetteを含むTAL-PITCh
ベクターを電気穿孔法により同
時に導入した。この 2 段階の遺
伝子操作により、内在性の TCR をノックアウトし、NY-ESO-1 由来のがん抗原である SLLMWITQC
特異的ゲノム編集 Jurkat 細胞を作成した。同様の方法でプライマリーT 細胞でも SLLMWITQC 特
異的ゲノム編集 T細胞を作成した。 
 このような安全で viability の高い抗原特異的ゲノム編集 T 細胞が、今後養子免疫 T 細胞療
法に応用されることが期待される。 
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図3 TCRノックアウトプライマリーT細胞の細胞増殖アッセイ
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図5 TAL-PITCh法を用いたゲノム編集抗原特異的T細胞の作成

図4 TAL-PITCh法による抗原特異的TCR遺伝子のターゲットサイトへのノックイン
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