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研究成果の概要（和文）：本研究は、成人T細胞白血病・リンパ腫をはじめとする難治性血液悪性腫瘍に対す
る、複数抗原を標的とした抗原特異的T細胞療法およびキメラ抗原受容体遺伝子導入T細胞療法の治療効果を高め
るために、標的抗原、細胞源、T細胞の代謝状態に着目し検討した。抗原としてオーバーラッピングペプチド、
細胞源として臍帯血が養子免疫T細胞療法に利用可能であり、さらにT細胞の細胞内代謝状態を制御することによ
り、T細胞の機能向上に繋がる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the target antigen, cell source, and metabolic state 
of T-cells to enhance the therapeutic efficacy of antigen-specific T-cell therapy targeting multiple
 antigens and chimeric antigen receptor gene transfer T-cell therapy for refractory hematologic 
malignancies including adult T-cell leukemia and lymphoma. It was suggested that overlapping 
peptides as antigens and umbilical cord blood as a cell source could be used for developing the 
adoptive immune T-cell product, and furthermore, manipulation of the intracellular metabolic state 
of T-cells could lead to improvement of T-cell function.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 免疫療法　細胞療法　抗原特異的T細胞　HLA　臍帯血　キメラ抗原受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
養子免疫T細胞療法において、１）抗原エピトープが不明な場合でもオーバーラッピングペプチドによる抗原特
異的T細胞の作製が可能であること、２）細胞源として成人と比較しより多くのナイーブT細胞が含まれる臍帯血
が利用可能であること、３）T細胞の代謝制御による機能向上により、より高い抗腫瘍効果を発揮するT細胞製剤
の開発につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がんに対する養子免疫療法は、がん特異的 T 細胞を体外で培養・増幅後に、患者に輸注し腫

瘍細胞を攻撃させる治療法であるが、主に遺伝子改変 T 細胞療法（TCR-T）とキメラ抗原受容
体導入 T 細胞療法（CAR-T）がある。TCR-T では、例えば成人 T 細胞白血病・リンパ腫での
Tax 抗原のように、単一抗原を標的とした場合、標的抗原の発現低下・変異などによる免疫逃避
が起こり、細胞療法の効果が減弱することが報告されている。また、CAR-T では、化学療法抵
抗性となった再発難治性 B 細胞腫瘍に一定の臨床効果を認めているが、CAR-T 輸注後に完全寛
解とならず、CD19 抗原が陽性にも関わらず CAR-T 療法に初回治療抵抗性を示す症例が少なか
らず存在することが臨床上の問題となっている。これらの問題を解決する方策として、標的抗原、
細胞源、T 細胞の代謝状態のそれぞれに着目する必要がある。標的抗原については、複数抗原を
標的とする T 細胞療法は、免疫逃避を引き起こし難いと考えられる。とくにオーバーラッピン
グペプチドを使用した方法では、理論的にはすべての HLA に対応可能であるため全ての患者が
治療の対象となり、未知の T 細胞エピトープも含めた複数の抗原を標的となりうるため有効な
方法である（Hanajiri et al. Cytotherapy 2019）。細胞源については、臍帯血に含まれる T 細胞
は成人ドナーとは異なる新規の抗原エピトープを認識する可能性があり、免疫逃避を生じにく
いと考えられ、また臍帯血は低い HLA 適合度が許容されるため、患者体内で拒絶されにくい可
能性が報告されている（Hanley et al. Sci Transl Med 2015）。さらに、T 細胞代謝リプログラ
ミングの違いを介して T 細胞機能を制御することにより、腫瘍微小環境で抗腫瘍活性を保持し
つつ、より長期に生体内で生存可能な T 細胞療法を行うことが可能になると考えられる。した
がって、養子免疫療法の治療成績を向上させるためには、T 細胞の標的抗原、細胞源、代謝状態
の制御を適切に組み合わせることが必要である。 

 
２．研究の目的 
 上記の背景に基づき、本研究では、T 細胞の標的抗原、細胞源、代謝状態の制御を行うことに
より T 細胞機能の向上に繋げることを目的とした。具体的には、以下の項目に沿って、研究を
進めた。 
（１）ペプチド刺激による抗原特異的 T 細胞の誘導 
（２）臍帯血を用いた CAR-T の誘導 
（３）CAR-T 細胞内代謝状態の解析 
 
３．研究の方法 
（１）ペプチド刺激による抗原特異的 T 細胞の誘導 

HLA-A2 陽性の成人ドナー由来の末梢血単核球から磁気ビーズにて CD8 を単離した。HLA 陰
性の白血病細胞株 K562 に HLA-A2 を発現させ、NY-ESO-1 または Tax 由来の HLA-A2 拘束性ペ
プチドを添加し、抗原提示細胞として用いた。IL-6, IL-7, IL-12, IL-15 添加下で共培養し、抗原提
示細胞による刺激を週 1 回、合計 2 回繰り返した。刺激後の T 細胞の抗原特異性について、細
胞内サイトカイン染色にて評価した。 
（２）ヒト T 細胞の培養・遺伝子導入 
 健常者ドナー末梢血または臍帯血からフィコール法を用いて単核球を分離し、磁気ビーズに
より CD8+リンパ球を単離した。抗 CD3/28 ビーズにて刺激後、レトロネクチンを用いたレトロ
ウイルスベクター法により CD8+リンパ球へ、CD19 を標的とした CAR コンストラクトを遺伝子
導入した。CAR 遺伝子は、クローン FMC63 由来の単鎖可変領域フラグメントに CD28、4-1BB、
または CD79A/CD40 と CD3z の細胞内ドメインを連結した CAR を用いた。 
（３）細胞外フラックスアナライザー 

CAR-T の細胞内代謝を解析するために、CD19 抗原による週 1 回の繰り返し刺激を行い、、1 週
間後・3 週間後に、細胞外フラックスアナライザーを用いて酸素消費速度（OCR）を測定した。
CD19 抗原刺激は放射線照射した腫瘍細胞株 NALM6 を用い、5:1 の比率で CAR-T と共培養し
た。基礎呼吸、ATP 産生、最大呼吸を計測することによりミトコンドリア機能を評価した。また
解糖系への依存を評価するために、乳酸産生をマーカーとした細胞外酸性化速度（ECAR）を測
定した。 
 
４．研究成果 
（１）ペプチド刺激による抗原特異的 T 細胞の誘導 
健常ドナー由来 T 細胞より腫瘍特異的 T 細胞の誘導を試みたところ、ペプチド刺激後に Tax

特異的 T 細胞を誘導することが可能であったが、NY-ESO-1 特異的 T 細胞を誘導することはでき
なかった。Tax は腫瘍特異的抗原であると同時に、ATL 細胞に感染している HTLV-I ウイルス抗
原であるため、比較的容易に特異的 T 細胞が誘導可能であったと考えられた。一方、NY-ESO-1
に対する高親和性 T 細胞は胸腺で負の選択を経ていると考えられ、今回の方法では特異的 T 細
胞を簡便に誘導することは困難であった。 



 
（２）臍帯血を用いた抗原特異的 T 細胞の誘導 
臍帯血より単核球を分離し、CD8 リンパ球に単離後、CAR を遺伝子導入した。遺伝子導入効

率を tEGFR をマーカーとして評価したところ、ヒト末梢血由来 CAR-T 作製時と同程度の遺伝子
導入効率が得られた（図１）。また、CAR-T 導入後の細胞数は導入前の CD8 リンパ球数の 3.9 倍
となっており、こちらは末梢血由来 CAR-T とくらべ、増殖能がやや劣っている傾向を認めた。
次に臍帯血由来 CAR-T の炎症性サイトカイン産生能を評価するために、CD19-K562 と共培養し、
細胞内サイトカイン染色をおこなった。臍帯血由来 CAR-T から IFN-の産生は認められたが、
TNF-および IL-2 の産生は非常に低値であった（図２）。また、IFN-、IL-2 の産生能は、CD28 
CAR-T が最も優れていた。これまでのヒト末梢血由来 CAR-T の検討では、4-1BB もしくは
CD79A/CD40 を細胞内シグナル伝達ドメインにもつ CAR-T のサイトカイン産生能が優れており、
臍帯血由来 CAR-T で観察された現象は臍帯血特有の可能性が考えられた。 
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（３）CAR-T 細胞内代謝状態の解析 
細胞内シグナル伝達ドメインの違いによる T 細胞機能変化と細胞内代謝状態の変化のメカ

ニズムを明らかにするために、CAR-T 細胞の遺伝子発現プロファイルを RNA シークエンスに
より網羅的に解析した。CAR-T 細胞を CD19 陽性白血病細胞である NALM6 で繰り返し刺激
後、1 週間後および 3 週間後に CD8+CAR+分画をセルソーターで抽出し、RNA を採取した。ク
ラスタリング解析および PCA 解析では、CD28 CAR-T は 4-1BB CAR-T および CD79A/CD40 CAR-
T とは異なる遺伝子発現プロファイルを示す一方で、4-1BB CAR-T と CD79A/CD40 CAR-T とは
似た遺伝子発現プロファイルを示した。DEG 解析において、q<0.25 とした場合、CD79A/CD40 
vs 4-1BB、CD79A/CD40 vs CD28、4-1BB vs CD28 の比較において、遺伝子 X の発現低下を認め
た。上記の結果に示されるように、4-1BB CAR-T と CD79A/CD40 CAR-T は細胞内代謝状態およ
び遺伝子発現プロファイルが非常に類似していた。とくに長期の CD19 抗原繰り返し刺激後で
は、両者とも酸化的リン酸化が亢進していた。さらに、遺伝子発現において、両者は CD28 CAR-
T と比較し、遺伝子 X が高発現していることを見出した（図３）。本結果は暫定的な結果ではあ
るが、遺伝子 X は制御性 T 細胞で重要な遺伝子として知られており、この発現低下が抗腫瘍効
果に有利に働く可能性が考えられた。しかしながら、CAR-T における遺伝子 X の役割は全くわ
かっておらず、今後は、遺伝子 X のノックアウトおよび強制発現実験を行うことにより、細胞
内代謝状態を変化させ、より強力な抗腫瘍効果を発揮することができるか検討する予定である。 

 
図３ 遺伝子 X の発現量 
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