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研究成果の概要（和文）：白血病性幹細胞を標的とした細胞免疫療法の確立を目的に、高機能改良型ベクターでWT1を
特異的に認識するT細胞受容体（TCR）遺伝子を遺伝子導入した細胞傷害性ヒトTリンパ球（CTL）を用いた研究を続けて
いる。本研究では、WT1を標的とする人工CTLは細胞周期非依存性に白血病細胞を傷害でき、ヒト白血病細胞移植NOGマ
ウスに対する人工CTL治療モデルで継代移植による白血病の誘導が抑制され、白血病性幹細胞を制御できる可能性が示
された。さらにWT1-TCR発現CD4陽性T細胞はWT1-TCR-CD8陽性CTLの白血病細胞への集積/遊走を誘導し、細胞傷害性を増
強させることが示された。

研究成果の概要（英文）：Suppression of leukemia stem cells (LSC) is reasonably necessary to cure the 
leukemia. To this end, we are developing a redirected T cell-based adoptive immunotherapy targeting WT1, 
which LSCs have been shown to overexpress. In this study, we have demonstrated WT1-siTCR/CD8+ T cells 
killed Fucci-labeled leukemia cell lines irrelevantly to the cell-cycle status of target leukemia cells 
with in vitro time lapse assay, and also demonstrated WT1-siTCR/CD8+ T cells seem be able to kill 
cell-cycle quiescent LSCs using a xenograft NOG mouse model in vivo. In addition, we found that 
WT1-siTCR/CD4+ T cells migrated to leukemia sites, subsequently attracted WT1-siTCR/CD8+ T cells via 
chemotaxis, and augmented cytocidal activity against human leukemia through longer survival and enhanced 
formation of memory T cells by WT1-siTCR/CD8+ T cells. Collectively, our experimental findings strongly 
suggest that this strategy would be clinically advantageous for the treatment of human leukemia.

研究分野：腫瘍治療学・細胞免疫療法
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１．研究開始当初の背景 
急性白血病は強力な化学療法により”骨
髄中の白血病細胞が減少し、正常造血能が回
復する状態”である血液学的寛解に持ち込
むことができるが、多くの患者で再発し抗が
ん剤治療のみで治癒に至る患者は限られて
いる。近年の研究により、白血病におけるが
ん性幹細胞が同定され（Nature 414：105-111, 
2001）、その白血病性幹細胞は骨髄ニッチに
局在し、細胞周期を静止期に維持することで
強力な化学療法に対する抵抗性を発揮する
ことが報告された（Nat Biotechnol 25: 
1315-21, 2007）。一方、同種造血幹細胞移植
により長期寛解を維持できた患者の寛解維
持の機序としてドナーリンパ球による免疫
学 的 な 抗 白 血 病 効 果 （ GVL ；
Graft-versus-leukemia effect）が中心的な
役割を演じていると考えられている（Blood 
75: 555-562, 1990）。更に、治療関連毒性の
為に同種造血幹細胞移植を施行出来ない高
齢者や臓器障害を有する患者では予後は極
めて悪い。これらを背景に、世界では現在、
化学療法抵抗性白血病患者の治療成績向上
に免疫遺伝子治療が新たな治療戦略として
注目されている。 
我々は、今までに Wilms’ tumor 1（WT1）、
Aurora-A kinase、Human telomerase reverse 
transcriptase（hTERT）が白血病関連抗原で
あることを同定し、これらのタンパク質由来
合成ペプチドを用いて HLA-A24 拘束性 WT1お
よび hTERT 特異的 CTL クローン、HLA-A*0201
拘束性 Aurora-A 特異的 CTL クローンをそれ
ぞれ樹立した（Blood 95: 286-293, 2001. 
Blood 97: 2903-2907, 2001. Blood 113: 
66-74, 2009.）。それら CTL クローンから T
細胞受容体遺伝子（TCR）を単離し、さらに
タカラバイオ株式会社、三重大学との共同研
究により、、内在性 TCR 発現を効率に抑制す
る TCR遺伝子発現ベクターである siTCR レト
ロウイルスベクターを開発した（Cancer 
Research 69: 9003-9011, 2009.）。 
白血病患者の長期寛解維持には、骨髄ニッ
チに局在し細胞周期静止期にある白血病性
幹細胞の制御が重要であるが、この白血病性
幹細胞は Wilms’ tumor1(WT1)を高発現して
いると報告されており（Sci Transl Med 2: 
1-11, 2010.）、WT1 を標的とした細胞免疫遺
伝子治療は白血病患者の長期寛解維持を導
く治療として期待されている。 
 
２．研究の目的 
我々は、WT1 が白血病関連抗原であり、WT1
特異的 siTCR 遺伝子導入を用いて正常 T細胞
から HLA-A24 拘束性 WT1特異的 CTLを誘導で
きることを報告し、細胞免疫療法の研究開発
を進めてきたが、本研究では、in vitro なら
びにヒト白血病細胞を移植した免疫不全マ
ウスを用いた in vivo 治療実験系を用いて、
WT1 特異的細胞傷害性 T細胞（CTL）が、化学
療法抵抗性白血病性幹細胞を体内から排除

して長期寛解に導けるかを明らかにするこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）in vitro での検討： 
HLA-A2402 拘束性に WT1 を特異的に認識する
T細胞受容体遺伝子（WT1-siTCR）を組み込ん
だレトロウイルスベクターに用いて正常Tリ
ンパ球へ遺伝子導入して作成した機能改良
型人工 CTL が、白血病細胞を細胞周期にかか
わらず傷害できるかを、蛍光たんぱくの発現
により細胞周期を可視化できる Fucci
（fluorescent ubiquitination-based cell 
cycle indicator）遺伝子を導入した HLA-A24
陽性 WT1 陽性ヒト白血病細胞株である
MEG01/Fucci 細胞、WT1 陽性白血病細胞株で
ある K562 細胞に HLA-A24 を遺伝子導入した
K562-A24/Fucci 細 胞 を 標 的 と し て
Time-lapse 法による直接観察で検討した。 
（2）患者由来の白血病細胞移植ヒト化 NOG
マウスを用いた検討： 
6 週齢の NOD/scud/γcnull(NOG)マウスへ全身
放射線照射による前処置後HLA-A24陽性の白
血病患者骨髄から直接分離したヒト CD34 陽
性白血病細胞を移植したHLA一致ヒト白血病
細胞移植NOGマウスに細胞周期依存性抗がん
剤であるシタラビン（Ara-C)大量投与を実施
1 週間後、コントロール T 細胞または WT1 特
異的人工 CTL を毎週 1 回経静脈的に投与し、
約 3～4 ヶ月後にそれぞれのマウス骨髄中の
ヒト白血病細胞の残存の有無をフローサイ
トメトリー法により検討すると同時にその
治療後マウス骨髄細胞を次世代マウスへ継
代移植し白血病再発誘導する方法を用いて、
白血病性幹細胞の制御を検討した。 

 
４．研究成果 
（1）in vitro での検討： 
WT1-siTCR 遺伝子導入して得られた人工 CTL
は、Time-lapse 法を用いた直接観察において、
Fucci 遺伝子を導入した HLA-A24 陽性かつ
WT1 陽性白血病細胞株（MEG01/Fucci）に対し
て細胞周期に依存せず細胞傷害活性を発揮
した。即ち細胞周期の静止期（G0 期）にある
ことで細胞周期依存性抗がん剤に対する抵
抗性を発揮すると考えられている白血病性
幹細胞に対しても抗腫瘍効果発揮できる可
能性が示された 
（2）患者由来の白血病細胞移植ヒト化 NOG
マウスを用いた検討： 
白血病患者骨髄の CD34 陽性細胞を NOG マウ
スへ継代移植する方法を用いて Leukemia 
initiating cell としての白血病性幹細胞の
評価が可能なことを確認した。ついで白血病
患者骨髄 CD34 陽性細胞を移植後、細胞周期
依存性抗がん剤であるシタラビン投与する
とマウス骨髄中の白血病細胞は減少するが、
その骨髄抑制期の細胞を継代移植するとヒ
ト化マウスに白血病が誘導されることから
マウス骨髄中には抗がん剤抵抗性の白血病



性幹細胞が存在することを確認した。この継
代移植モデルを用いて、WT1 特異的人工 CTL
による治療（細胞免疫療法群）と遺伝子を導
入していないコントロールTリンパ球による
治療（コントロール群）を行ったのちに継代
マウスの骨髄を評価したところ、コントロー
ル群では白血病の誘導が認められたが、WT1
特異的人工CTL治療群は白血病細胞が検出さ
れなかった（図 1）。すなわち抗がん剤治療抵
抗性である白血病性幹細胞が遺伝子改変人
工 CTL で制御できる可能性が示唆された。こ
れらのデータをもとに論文化を進めている。 

（図１；患者由来の白血病細胞移植ヒト化
NOG マウスを用いた検討の結果） 
 
（3）その他の業績： 
①ヒトへの臨床応用を視野にいれた安全性
に関する検討： 
遺伝子改変により得られたWT1特異的人工
CTL は、試験管内での共培養においてヒト臍
帯血 CD34 陽性細胞を傷害しないことを確認
できた。また遺伝子導入により HLA-A24 を強
制発現させたWT1を高発現する腎臓たこ足細
胞に対しては、試験管内の直接共培養では細
胞傷害性を認めたが、HLA-A24 トランスジェ
ニックマウスを用いた人工CTLの輸注による
in vivo の検討では、病理組織学的に WT1 特
異的人工 CTL の腎臓への特異的な遊走/集積
や、腎臓の構造的破壊を認めず、さらには尿
たんぱく/血尿などの機能的障害も認めなっ
た。これらのデータは、WT1 を標的とした人
工CTLを用いた細胞免疫療法における臨床的
な腎障害の可能性は低く安全性を示唆する
と考えられた。 
②遺伝子改変人工CTLの組織遊走能に関して
する検討： 
白血病骨髄組織で高発現が認められるケ

モカインの一つとして CXCL12（SDF-1）が知
られており、そのレセプター遺伝子である
CXCR4 (CD184)の発現に関して、WT1-siTCR を
遺伝子導入した人工 CTL で検討したところ、 
WT1-siTCR 遺伝子導入 CD8 陽性 T リンパ球
（WT1 特異的人工 CTL）でも発現を認め、こ
のことが骨髄中への遊走に寄与していると
考えられた。加えて、CD4 陽性ヘルパーT リ
ンパ球にWT1-siTCRを遺伝子導入した人工ヘ
ルパーT リンパ球（WT1 特異的人工 HTL）は
WT1 特異的人工 CTL よりも更に高い CXCR4 発
現陽性率を認め、トランスウェルを用いた遊
走能評価試験においても CXCR4 陽性人工 CTL
は CXCL12 濃度依存性に遊走能を発揮した。
さらに WT1特異的人工 HTLは白血病細胞を認
識 し て 活 性 化 さ れ る と ケ モ カ イ ン
CCL3/CCL4-CCR5の系を介してWT1特異的人工
CTL を白血病細胞へ集積させると同時に Th1
ヘルパー機能を介して抗腫瘍効果を増強さ
せるとともに、遺伝子改変していない（WT1
特異的ではない）CD4 陽性ヘルパーT リンパ
球と比較して統計学的に有意差をもって WT1
特異的人工 CTL のセントラルメモリー・エフ
ェクターメモリー細胞への分化を促進させ
た。その過程で人工 CTL 上の IL-7 受容体や
細胞内 Bcl2 の発現上昇を認め、記憶幹細胞
の誘導が示唆された。この点は現在追跡中で
ある。以上の結果から、WT1 特異的人工 HTL
を同時に輸注することで、WT1特異的人工HTL
がケモカイン CXCR4-CXCL12 系を介して骨髄
中に遊走し、骨髄において WT1 を発現する白
血病細胞/白血病性幹細胞を認識するとケモ
カイン CCL3/CCL4-CCR5 の系を介して WT1 特
異的人工CTLを白血病局所へ遊走させるとと
もに、Th1 ヘルパー機能を介して WT1 特異的
人工 CTL の抗腫瘍効果を増強させ、さらには
WT1 特異的人工 CTL の免疫記憶細胞化を促す
ことでより長期間にわたる抗腫瘍効果維持
が期待できることを示唆している。 
白血病性幹細胞を標的とする場合、腫瘍抗
原特異的人工 CTL にくわえ、腫瘍抗原特異的
ヘルパー機能を発揮する人工HTLの併用が有
効な方法となり得る可能性が示された（発表
論文①）。 
 以上、本研究を通して白血病性幹細胞を標
的とする細胞免疫伝子治療に関する新たな
知見が得られた。さらに PD-1/PD-L1、CTLA-4
などの免疫チェックポイントがCTLの抗腫瘍
活性において負に作用し、その阻害剤投与に
より臨床的抗腫瘍効果が得られていること
から、骨髄性白血病特異的人工 CTL 上の PD-1
分子と白血病細胞上のPD-L1分子に注目して
免疫チェックポイント阻害効果の併用も検
討を進めている。 
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