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研究成果の概要（和文）：ATLはヒトT 細胞白血病ウイルス1 型(HTLV-I)を原因とする難治性造血器腫瘍であ
る。我々はこれまでにATL に対する造血幹細胞移植後にHTLV-I に由来するTaxを標的とする細胞傷害性T細胞
(CTL)が増加し、特定のアミノ酸配列(PDR)を含むT細胞受容体(TCR)レパトアを持つCTLが強い細胞傷害活性を有
すること、このようなCTL は患者間をまたいで普遍的に存在することを示した。そしてこのCTLのTCR全長DNAを
健常人末梢血単核球に遺伝子導入して作製したTax特異的CTLは、免疫不全マウスにHTLV-I感染細胞を接種する系
でHTLV-I感染細胞を強力に傷害することを示した。

研究成果の概要（英文）：Adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL) is a hematological malignancy caused by
 HTLV-I infection. ATL is refractory to chemotherapy and the prognosis of patients with ATL is 
extremely poor. We have revealed that cytotoxic T-cells (CTLs) against Tax, a protein produced by 
HTLV-I, increased after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation for ATL and found that 
CTLs with T-cell receptor (TCR) repertoir containing "PDR" motif exhibit strong cytotoxic activity 
against HTLV-I infected cells. In addition, we produced redirected Tax-specific CTL by transducing 
the full-length TCR alpha and beta genes of the "PDR"-containing TCR to peripheral blood mononuclear
 cells from healthy volunteers using retroviral vector, and showed that the redirected CTLs also had
 strong cytotoxic activity against HTLV-I infected cells both in vitro and in vivo (patent pending).
 

研究分野：血液内科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
成人 T 細胞白血病・リンパ腫(ATL)はヒト

T細胞白血病ウイルス 1型(HTLV-I)を原因と
する造血器腫瘍である。極めて難治性であり、
新しい治療法の開発が期待されている。抗腫
瘍免疫を利用した治療法が悪性腫瘍に対す
る治療として注目を集めているが、多くのが
ん抗原は元々ヒトの細胞が発現している抗
原を標的としているため、正常細胞とがん細
胞を区別することが困難であった。しかし、
ATL の腫瘍細胞は人体に存在しないウイル
ス抗原を発現しているため、正常細胞とは明
確に区別することができる。すなわち、抗原
特異的免疫療法に適した腫瘍であると考え
られる。 
我々はこれまでに single-cell RT-PCR 法
での T 細胞受容体(TCR) レパトア解析によ
って、ATL に対する造血幹細胞移植後に
HTLV-Iに由来する転写活性因子 Taxを標的
とする細胞傷害性 T細胞(CTL)が増加し、そ
の中でも特定のアミノ酸配列を含む TCR レ
パトアを有する CTL が強い細胞傷害活性を
有 す る こ と を 報 告 し た (Cancer Res 
2010;70:6181-6192)。また、このような TCR
レパトアを持つCTLは移植前後をまたいで、
あるいは患者間をまたいで普遍的に存在す
ることを示してきた (J Clin Immunol. 
2012;32:1340-1352、Immunology Letters 
2014;158:120-125)。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では強力な細胞傷害活性を発揮す
る CTLの TCRの全長 DNAをクローニング
してレトロウイルスベクターを用いて健常
人末梢血単核球に遺伝子導入し、その効果を
in vivo、in vitroの系で評価する。最終的な
目標として、ATLに対する特異的免疫療法の
臨床応用を実現する。 
 
３． 研究の方法 
 
これまでの研究で同定された、強力な細胞
傷害活性を有する Tax特異的細胞傷害性 T細
胞クローンから TCRα及びβ遺伝子をクロー
ニングする。その塩基配列を決定してレトロ
ウイルスベクターに組み込み、健常人末梢血
単核球に遺伝子導入する。得られた遺伝子導
入細胞について、まず Tax ペプチドで刺激し
たT2A24細胞(抗原提示細胞)を認識して細胞
傷害活性を示すかどうかを評価し、活性が見
られた場合はさらに複数の患者由来ATL細胞
株に対する細胞傷害活性を in vitro の系お
よびNOD/scid/γcnull (NOG)マウスを用いた
in vivo の系で評価を行う。マウスの系にお
いては他の正常臓器への影響がみられない
かどうかについても確認を行う。 
 
 

４． 研究成果 
 
細胞傷害活性の強い CTLクローンの TCR
遺伝子をタカラバイオ社の協力を得てクロ
ーニングし、その遺伝子全長をレトロウイル
スベクターに組み込み、健常人末梢血単核球
に遺伝子導入することによって、大量の CTL
を産生することを試みた。産生された CTL
について、まず in vitroでHTLV-I感染細胞
に対する細胞傷害活性の評価を行ったとこ
ろ、遺伝子導入 CTL は感染細胞に対して
HLA-A24 拘束性に特異的かつ強力な細胞傷
害活性を示すことがわかった。 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
さらに、6週齢の NOD/scid/γcnull (NOG)
マウスに、ルシフェラーゼ(LUC)遺伝子導入
MT-2 細胞(HTLV-1感染細胞) 1×106cells を
腹注し、3 週経過後にマウス体内で MT-2 細
胞が十分に増殖したのを発光 in vivo イメー
ジングシステム（IVIS）で確認した後に、ヒ
ト Tリンパ球に上記 TCR遺伝子を導入した
遺伝子導入 T 細胞 1×106cells を尾静脈より
投与する系によって、遺伝子導入 T細胞の in 
vivoでのHTLV-I感染細胞傷害効果が確認さ
れた(以上の研究は科学研究費助成事業(学術
研究助成基金助成金)基盤研究(B)「成人 T細
胞性白血病に対する腫瘍抗原特異的T細胞受
容体遺伝子導入細胞療法の開発」において行
った。以下の図は特許出願中の未公表データ
のため、実データではなくイメージ図である)。 
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 今後の展望としては、ATL 患者を対象とし
た医師主導治験を開始し、それを完遂したの
ちに承認申請を行い、TCR 遺伝子導入細胞療
法を診療現場に届けることが具体的な目標
となる。一方、本研究を臨床応用するうえで
の懸念のひとつは、ATL 患者の末梢血から十
分な量のT細胞受容体遺伝子導入細胞を得る
ことができるかどうかであり、初回化学療法
後に腫瘍細胞が減少した状態での末梢血単
核球に遺伝子導入を行う、CD8 陽性細胞を分
離してから遺伝子導入を行うなどの試行錯
誤を行う予定である。もう一つの懸念は 腫
瘍細胞の Tax の発現の問題である。ATL 腫瘍
細胞を体外に採取した状態ではTaxの発現は
強く抑制されている。一方、Tax の発現は生
体内できわめて低い発現状態になっている
にもかかわらず、Tax 特異的 CTL の標的とな
りえることが示されており、Tax を検出する
検査系の感度の問題が指摘されている。そこ
で、ATL 症例から採取した腫瘍細胞について
ゲノム異常の評価を行い、Tax のさまざまな
発現レベルの腫瘍細胞に対する遺伝子導入
CTL の効果を評価し、5’-LTR 領域にメチル
化がみられた腫瘍細胞についてはメチル化
阻害薬であるazacitidineの併用効果につい
ても検討する。 
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