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研究成果の概要（和文）：抗原既知のTCRをモデルに反応条件の検討を行った。その結果、IL-2産生を指標にす
ると高感度に抗原特異的反応を検出できることが明らかになった。そこで、これまで検討した条件およびcDNAラ
イブラリーを用いて抗原未知のTCRの抗原同定を行なったが、有意な反応を検出することができなかった。その
理由として作製したcDNAのライブラリーサイズが十分ではなかった可能性が考えられた。そこで、cDNAライブラ
リーの作製方法の再検討を行い、以前より10倍以上のライブラリーサイズをもつcDNAライブラリーを作製するこ
とができた。現在は作製したcDNAライブラリーを用いて、抗原未知のTCRの抗原同定を進めている。

研究成果の概要（英文）：We first examined reaction conditions. As a result, it was found that IL-2 
production was more sensitive than several cell surface markers to detect antigen-specific 
reactions. Therefore, we performed antigen identification of TCRs with unknown antigens using the 
previously studied conditions and cDNA libraries. However, we were unable to detect significant 
reactions. The reason for this was considered to be the possibility that size of the cDNA library 
was not sufficient. Therefore, we reexamined the cDNA library preparation and succeeded in producing
 a cDNA library with a library size 10 times larger than before. Currently, we are using the cDNA 
library to identify unknown TCR antigens.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、次世代シーケンスにより腫瘍浸潤リンパ球（TIL）のTCRレパトアなど技術の発展により腫瘍抗原特異的
TILに関する知見が急速に進んでいる。そのような状況下、抗原未知の腫瘍特異的TILの抗原を目的に抗原同定法
の開発が世界中で進められている。本研究では、我々独自の新知見「T細胞Cis-activation」を応用した革新的
なTCR抗原同定法の開発を行った。本研究提案によりTILのTCRの抗原同定が短期間に可能になり、TCR遺伝子治療
に寄与する高機能TCRの効果や副作用の予測が容易になると考えられる。また、TILの抗原同定により抗原ペプチ
ドを用いたがんペプチドワクチン療法への応用も期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 

 腫瘍浸潤リンパ球（TIL）には、がん抗原（ネオアンチゲンおよび共通抗原）特異的 T 細胞が

集積しており、PD-1 等をがん特異的 T 細胞のマーカーとして解析が盛んに行われている（Yossef 

et al. JCI Insight 2018）。しかし、最近では腫瘍環境下では By stander 効果により T 細胞が非特異

的に活性されており、クローナルに増殖している T 細胞のなかで真にがん特異的な T 細胞は少

数であるという報告もある（Simoni et al, Nature 2018, Duhen et al. Nat. Commun. 2018）。これまで

独自に開発した hTEC10 法を用いて、我々も種々のがん患者 TIL より PD-1 陽性細胞および PD-

1 陰性細胞の TCR 遺伝子を取得し、がん特異性を評価したが、がん特異的 TCR はクローナルに

増殖している T 細胞の数％程度だった (Sukegawa, Kobayashi et al. Eur J Immunol, 2020)。 

 そのような状況下、我々はリンパ球を単一細胞レベルで網羅的に解析することを目的として、

リンパ球を 1 個 1 個に分けて格納することができるリンパ球チップを工学系のグループと開発

し、このリンパ球チップを用いて、目的の抗体を分泌している B リンパ球から抗体遺伝子を網

羅的にクローニングする技術 ISAAC (Immuno Spot Array Assay on chip) 法を開発した。更に、リ

ンパ球チップと独自の技術（ISAAC 法及び hTEC10 法）を融合することで、ペプチドのみで極

めて低頻度のペプチド特異的 T 細胞の TCR を取得し、抗原ペプチドに反応するか否かを 4 日間

で評価することができる T-ISAAC 法を開発した。この開発過程で、従来 T 細胞の活性化にはそ

の T 細胞とは別の抗原提示細胞の存在が必須とされてきたが、T 細胞自身が発現している MHC

にペプチドをのせることで、T 細胞は自分自身の TCR と peptide/MHC を相互作用させて自分自

身を活性化 (Cis-activation)して、サイトカインを産生することを発見した。 

 従来 TCR の抗原同定には血清中の抗体を利用した SEREX 法（serological identification of 

antigens by recombinant expression）(Sahin et al, PNAS, 1995）が用いられてきたが、この方法は抗

体を利用して TCR の抗原を同定するもので、非常に煩雑で時間が必要だった。また抗体が検出

されない抗原の場合は抗原を同定することができなかった。そのような状況下 Stanford University

の Mark Davis らのグループは酵母ファージディスプレイと NGS を組み合わせた方法を開発し、

がん患者の TIL より取得した TCR の抗原同定を行った（Birnbaum et al. Cell 2014, Gee et al, Cell, 

2017）。しかしながら、後の報告では抗原未知の 6 個の TCR の抗原同定を試みたが、同定できた

ものは 2 個のみで、それら抗原もゲノム上には存在しない結果であり（Saligrama et al. Nature 

2019)、依然として TCR の抗原を決定することは困難であることを示している。一方、我々も可

溶性の peptide/MHC テトラマーを短期間に mg オーダーで作製する方法の開発に成功し(Lyu, 

Kobayashi et al. N biotech 2019)、酵母ファージディスプレイを用い、TCR の抗原を同定すること

に成功したが、この方法では可溶性 peptide/MHC テトラマーを大量に作製する必要があり、また

HLA の種類によっては peptide/MHC が作製できないなど技術的な制限が強かった。また、

NetMHCpan などの抗原予測アルゴリズムがこれまで開発されたが、精度は不十分だった。最近

になって MIT/Harvard Medical school broad institute の Derin Keskin らのグループは、質量分析法

により HLAに結合しているペプチドを大量に解析したデータをもとに新たな抗原予測アルゴリ

ズム（Sarkizova et al. Nat. Biotech, 2020）を報告するなど、TCR の抗原を効率よく同定する方法

が依然として世界的に求められている状況となっている。 

 

 

２．研究の目的 



 

 

 本研究では、我々独自の新知見「Cis-activation」を応用した革新的な TCR 抗原同定法を開発す

る。本研究提案により腫瘍浸潤 T リンパ球の TCR の抗原が短期間・網羅的に同定されることで、

TCR遺伝子治療に寄与する高機能 TCRの効果・副作用の予測が可能になると考えられる。また、

抗原同定によりペプチドを用いたペプチドワクチン療法への応用も期待される。本提案ではが

ん抗原に焦点を当てているが、本方法は CD4 陽性ヘルパーT 細胞や制御性 T 細胞の抗原同定に

も応用可能であり、自己免疫疾患や感染症への波及効果も期待できる。 

 

３．研究の方法 

 

 T 細 胞 の 活 性 化 に は TCR が

peptide/MHC 複合体と結合することによ

るシグナル（第 1 シグナル）と T 細胞上

の共刺激分子からのシグナル（第 2 シグ

ナル）が必要である。そこで、独自の新

知見であるT細胞のCis-activationを応用

する。具体的には第 2 シグナルをペプチ

ド HLA 複合体に依存することで、抗原

を発現している細胞のみが活性化して

IL-2 を産生する系を利用する。IL-2 産生

細胞を 3回程度セルソーティングするこ

とにより目的の抗原を持つT細胞を濃縮

し、抗原を決定する（図 1）。 従来、抗

体の抗原同定では標的細胞から cDNAラ

イブラリーを調整し、cDNA ライブラリーを細胞株に導入し、抗原を細胞株表面に発現させ、抗

体が結合した細胞をセルソーティングする方法がよく用いられた。この方法は簡便で信頼性の

高い方法であるが、抗原が細胞内に発現し、MHC 複合体として提示される TCR の抗原同定には

適応できなかった。しかしながら、我々の新知見である T 細胞の Cis-activation を応用すれば、T

細胞へも応用が可能になる。 

 

４．研究成果 
 

 まずHLA-A02拘束性NY-ESO-1特異的TCRやHLA-

A24拘束性BRLF-1特異的TCRをモデルに、高反応性

の細胞株の樹立を行った。 

さらに抗原特異的反応を評価するためのマーカーの

検討を行った。高反応性の細胞株の樹立および評価マ

ーカの選択は、効率よく抗原を同定する上で極めて重

要になると考えられる。複数の細胞表面マーカーとIL-

2産生を比較したところ、検討したマーカーの中でIL-2を

指標にすると最も効率よく抗原特異的反応細胞を検出で

きることが明らかになった。また、強い抗原特異的な刺激により細胞株がアポトーシスを起こす

可能性が考えられたため、カスパーゼ阻害剤による検討を行った。その結果、ペプチド添加など

図 1. Cis-activation を利用した抗原同定システム 
IL-2 産生を指標に抗原 cDNA（または抗原ペプチド）が導入
された細胞を FACS により回収する。上記操作を 3 回程度
繰り返すことで抗原を同定する。 

図 2. アポトーシス阻害剤効果の検討 
Z-VAD-FMK の添加の有無に OVA ペ
プチドを MHC クラス I に提示してい
る細胞の頻度を比較した。 



 

 

非常に強い刺激の場合は効果がみられるものの、cDNA由来の限られたペプチドからの刺激では

カスパーゼ阻害剤は影響しない結果が得られた。さらに、

細胞株の反応性を上げるために種々のサイトカインの影響

を検討した。その結果、mIL-1αおよびIFN-γの添加により反

応性が上がることが明らかになった（図3および図4）。 

 つぎに、HLA キメラの構造を検討した。HLA キメラは

α鎖の細胞内に補助シグナル分子を結合したもの（HLA キ

メラ）と HLA キメラおよびβ2M およびペプチドをリン

カーで繋いだタイプ（single-chain trimer: HLA キメラ-

SCT）の 2 つの発現ベクターを作製し、シグナルを比較し

た。その結果、HLA キメラの方が HLA キメラ-SCT よりシ

グナル伝達効率が良い結果が得られた。 

 さらに、HLA-A02 拘束性

NY-ESO-1 特異的 TCR や

HLA-A24 拘束性 BRLF-1 特

異的 TCR をモデルに、ペプ

チドライブラリーと cDNA

ライブラリーの比較を試み

た。必要なラ 

イブラリースケールを小さくする

ために、ペプチドライブラリーはHLA-A02およびHLA-A24ともにアンカー残基を固定した。作

製したペプチドライブラリーを確認したところ、HLA-A02とHLA-A24ともに目的のペプチドラ

イブラリーが出来ていることが確認できた。また作製したcDNAライブラリーも目的のサイズを

持つことが確認できた。 

そこで、これまで検討した条件および作製したcDNAライブラリーを用いて抗原未知のTCRの抗

原同定を行なった。その結果、抗原未知のTCRを発現させた細胞とcDNAライブラリー用いて、

抗原同定を試みたが、有意な反応を検出することができなかった。その理由として作製した

cDNAのライブラリーサイズが十分ではなかった可能性が考えられた。そこで、cDNAライブラ

リーの作製方法の再検討を行い、以前のものより10倍以上のライブラリーサイズをもつcDNAラ

イブラリーを作製することができた。現在は作製したcDNAライブラリーを用いて、抗原未知の

TCRの抗原同定を進めている。 

図 4. IFNγによる反応性の検討 
OVA の cDNA を導入した細胞を IFNγ処理した OVA ペプチ
ドが MHCclassI に提示される頻度を比較した。 

図 3. IL-1α による反応性の検討 
IL-1α の添加の有無による細胞株か
らの IL-2 の分泌頻度を比較した。 
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