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研究成果の概要（和文）：白血病細胞を攻撃する様に遺伝子改変したCD8陽性Tリンパ球（人工CTL）がより効果的に機
能するには、輸注後患者体内に長期間留まることが重要である。本研究において、本来CTLが持つHLAクラスI拘束性に
白血病細胞を認識するT細胞受容体（TCR）遺伝子を導入した特殊な量産型CD4陽性Tリンパ球（人工ヘルパーT細胞）が
、治療用人工CTLの「記憶細胞化」を促進して、その寿命を延ばすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The clinical efficacy mediated by gene-modified CD8+ T-lymphocytes using leukemia 
antigen-specific T-cell receptor (TCR) gene transfer (artificial cytotoxic T lymphocytes: artificial CTL) 
depends on the in vivo persistence of those artificial CTL after recognition of leukemia cells. In this 
study, to this end, we assessed the helper function mediated by newly gene-modified CD4+ T-lymphocytes 
(artificial helper T cells) using the identical HLA class I-restricted TCR gene which was employed for 
artificial CTLs. In results, those artificial helper T cells successfully stimulated artificial CTLs to 
survive longer after recognition of leukemia cells in vivo through the facilitation of memory T-cell 
formation mediated by artificial CTL.

研究分野： 血液内科学、腫瘍免疫、造血幹細胞移植、感染免疫
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胞
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１．研究開始当初の背景 
米国国立がんセンター（NCI）Rosenberg 博士
らによって、がん細胞を特異的に認識して排
除出来る患者自身の CD8 陽性 T リンパ球
（CTL）を体外で培養・増幅して担がん患者
に輸注する細胞免疫療法の優れた臨床効果
が報告されて以降（Rosenberg SA, et al. Nat. 
Med.; 10(9). 2004）、その有効性を規定する条
件が明らかにされて来た（Klebanoff CA, et al. 
Clin Cancer Res.; 17 (16). 2011）。現在、これら
条件を満たすべく、米国を中心に治療用 CTL
として、がん抗原を特異的に認識する CTL
クローンから単離された T 細胞受容体（TCR）
遺伝子（Robbins PF, et al. J Clin Oncol.; 29(7). 
2011）あるいは、がん抗原特異的モノクロー
ナル抗体から人工的に作られたキメラ型受
容体（CAR）遺伝子（Porter DL, et al. N Engl J 
Med.; 365 (8), 2011）を導入した 2 種類の遺伝
子改変T細胞を用いた臨床試験が進められて
いる。長期に渡ってがんの進展を抑制するに
は、輸注された人工 CTL の患者体内での長期
生存が必須条件であるが、それを達成する理
論的な方法の一つが、人工 CTL の免疫記憶 T
細胞サブセット化、特に central/effector 
memory T 細胞を効率的に誘導することであ
るが、この問題は現在も結論を見ていない。 
２．研究の目的 
TCR 遺伝子に人為的に変異を導入して抗原
親和性を高めて人工 CTL の抗腫瘍活性を強
制的に引きあげる方法では、 on-target 
/off-tumor の有害事象が必然的に増加する。
我々はより生理的に近い条件で、「輸注した
人工 CTL が患者体内で白血病細胞を認識し
て攻撃した後、記憶細胞化される効率を上げ
る」目的で、「腫瘍特異的 CD4 陽性ヘルパー
T 細胞」に注目した。しかし、腫瘍特異的 CD4
陽性ヘルパーT 細胞を安定して得る方法は現
在も確立されていない。そこで、我々は、人
工 CTL を作るのと同じ TCR 遺伝子を導入し
た特殊な「HLA クラス I 拘束性 CD4 陽性 T
細胞」を人工的に作成して、腫瘍特異的 CD4
陽性ヘルパーT 細胞として臨床的に利用でき
るかどうかを検討した。 
３．研究の方法 
（１）試験管内実験：我々は、T 細胞が持つ
内因性 TCR 遺伝子を抑制しながら one-step
で効率的に白血病抗原 Wilms Tumor 1（WT1）
を日本人の約 60％が持つ HLA クラス I
（HLA-A24）拘束性に認識する TCR 遺伝子
を導入した人工 CTL（WT1-siTCR/CD8）細胞
を作成し、その良好な抗白血病効果を確認し
ている（Ochi T et al, Blood;118(6),2011）。そこ
で 同 じ WT1-siTCR 遺 伝 子 を 導 入 し た
WT1-siTC/CD4 細胞を同一健常ドナー及び急
性白血病患者末梢血リンパ球から作成して、
標的抗原WT1 に対する反応性サイトカイン、
ケモカイン産生、転写因子の動態、細胞表面
の機能性分子の発現を検討し、これらを背景
として、共培養した WT1-siTCR/CD8 細胞の
抗 白 血 病 効 果 、 細 胞 分 裂 活 性 、

CD45RA/CD62L を用いた記憶細胞への分化
能への影響を詳細に検討した。 
（２）白血病細胞を移植した免疫不全マウス
を用いる検討：HLA class II 遺伝子活性化遺伝
子（CIITA 遺伝子）と HLA-A24 遺伝子、さら
にルシフェラーゼ遺伝子を導入した白血病
細胞株 K562/A24/CIITA/luc 細胞を作成して、
免疫不全マウスに移植し、WT1-siTCR/CD8
細胞と遺伝子導入していない同じドナー由
来 CD4 細胞、及び WT1-siTCR/CD4 細胞の組
み合わせで治療実験を行い、抗腫瘍性人工ヘ
ルパーCD4 細胞の有効性を検討した。合わせ
て、試験管内実験で得られた知見が in vivo で、
どの程度再現されるかどうかを検討して臨
床的有用性を考察した。 
４．研究成果 
（１）CTL は、T 細胞表面の CD8 分子の補助
を得て HLA class I 拘束性に TCR を介して標
的抗原を強く認識する。この CD8 分子の補助
を得られない HLA  class I 拘束性 TCR を導
入した CD4 細胞は、標的抗原認識において不
利な条件にあることが既に知られている。し
かし、我々は、HLA class II 分子を失っている
白血病細胞株と異なり、HLA class II 分子を高
頻度に発現している患者白血病細胞を治療
対象とする場合は、白血病細胞上に高度に発
現している HLA class II 分子（HLA-DR）の補
助を得て、T 細胞応答を引き起こせるだけの
十分な程度の標的認識が出来ることを初め
て明らかにした。WT1-siTCR/CD4 細胞は、患
者白血病細胞上のWT1抗原/HLA-A24複合体
を HLA-DR の補助の元に認識して、共存する
CTL である WT1-siTCR/CD8 細胞の抗白血病
効果を増強するTh1ヘルパーCD4細胞として
機能するだけでなく、直接白血病細胞を傷害
すること、さらに白血病細胞と反応した
WT1-siTCR/CD8 細胞の分裂を促進して、中枢
性免疫記憶細胞（Central memory T 細胞）へ
の分化効率を高めた。加えて、白血病細胞を
認識した活性化 WT1-siTCR/CD4 細胞は、
CCL4/5 ケモカイン-CCR5 受容体系を介して
WT1-siTCR/CD8 細胞の白血病細胞部位への
集積を促進した。これらの効果は、白血病患
者自身の CD4/CD8 細胞と患者自身の白血病
細胞を用いた系でも再現された。また、HLA 
class II を強制発現させた K562/A24/CIITA 細
胞を移植した免疫不全マウスを用いた系に
おいても、尾静脈から輸注されたルシフェラ
ーゼ標識WT1-siTCR/CD細胞は腹壁の白血病
細胞接種部位に集積し、同じくルシフェラー
ゼ 標 識 し た WT1-siTCR/CD8 細 胞 は 、
WT1-siTCR/CD4 細胞の存在下に、より早く、
より数多く白血病部位に集積して、腫瘍増大
を効果的に抑制した。この時、マウス脾臓に
は、WT1 抗原応答性を保持した、より多くの
WT1-siTCR/CD8 細胞が残存していた。加えて、
WT1-siTCR/CD4 細胞は、 CXCR4 受容体
-CXCL12 ケモカイン系を介して骨髄へ移行
し易いことも明らかにした。さらに、治療実
験において、WT1-siTCR/CD4 細胞併用におい



てのみ白血病治癒例が見られ、脾臓中に有意
に多数の遺伝子改変ヒト CD4/CD8 細胞が残
存し、かつ、effector memory/ central memory T
細胞の比率も増加していた。これらの結果か
ら、HLA class I 拘束性 TCR 遺伝子導入 CD4
細胞は様々な機序を介して、臨床的な抗白血
病効果を発揮し得ることを明らかにして論
文発表した（Fujiwara H et al, Leukemia, 
印刷中、論文業績①）。 
（２）siTCR/T 細胞に関する付随研究業績：
我 々 は 、 上 記 基 礎 研 究 と 並 行 し て
WT1-siTCR/T 細胞を用いた治療抵抗性急性
骨髄性白血病及び骨髄異形成症候群を治療
対象とする第 I 相多施設共同医師主導治験を
行っている。(UMIN 0001159) 合わせて、
以前から懸念されていた、造血幹細胞
と並んで生理的に WT1 発現量の多い
腎 糸 球 体 タ コ 足 細 胞 に 対 す る 輸 注
WT1-siTCR/T 細胞の有害性の有無を、
ヒト HLA-A24 トランスジェニックマ
ウスを用いて検討し、その安全性を確
認して報告した（論文業績⑤）。また、
WT1-siTCR/CD8 細 胞 の 腫 瘍 組 織 へ
の集積性を高める技術開発として、腫
瘍細胞が産生するケモカイン CCL2
特異的な受容体 CCR2 遺伝子を同時
導入した WT1-siTCR/CCR2/T 細胞を
モデルとして作成し、このシステムが
有効であることを示した（論文業績
⑬）。並行して、 WT1-siTCR/CD 細
胞の脳腫瘍である髄膜腫への有効性
も検討した（論文業績⑫）また、siTCR
ベクター自体の改良も進めた（論文業
績⑭）。加えて WT1 遺伝子を発現す
る EB ウイルスで不死化した B 細胞を
作成して、人工 CTL の安定したアッ
セイ系を構築した（論文業績⑮）。加
えて、この新しい改良型 siTCR ベク
ターを利用した、新たな白血病抗原ヒ
ト テ ロ メ ラ ー ゼ 逆 転 写 酵 素 を
HLA-A24 拘束性に認識する TCR 遺伝
子を作成して（ hTERT-siTCR/T 細胞）、
現在も有効な治療法が模索されてい
る日本人に多い成人 T 細胞白血病に
対する新規細胞免疫療法の可能性を
示した（論文業績⑪）。さらに、新し
い視点から、 TCR 分子を構成する２
つの分子（αとβ鎖）のうち、抗原認
識において支配的である（ centricity）
αないしβ単鎖の一方のみを遺伝子
導入してランダムに TCR ヘテロダイ
マーを作らせることで、異なる親和性
を持つ TCR ヘテロダイマーを多数得
る方法を確立して報告した（論文業績
②）。  
（３）その他の業績：我々は、白血病
細胞株 K562 を用いた人工抗原提示細
胞の開発（論文業績⑩）や、抗腫瘍性
モノクローナル抗体療法と組み合わ
せた細胞免疫療法を目指して、 CD16

分子と T 細胞活性化分子を結合させ
たキメラ型受容体遺伝子を導入した
T 細胞（ CD16-CAR-T 細胞）の開発を
契機にして（論文業績④）、様々な
CAR-T 細胞の研究開発も進めている。 
 我々は、臨床試験と並行しながら、
これらの研究を基本に、抗腫瘍性遺伝
子改変 T 細胞を利用する細胞免疫療
法を、より有効に臨床応用するための
包括的治療戦略を構築すべく、新たな
視点から検討を続けている。  
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