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研究成果の概要（和文）：NY-ESO-1特異的なTCR遺伝子をsiTCRベクターで導入した後にベータ2ミクログロブリ
ンに対するCRISPR-Cas9によってゲノム編集し、MHC class Iの発現を失った「ステルスT細胞」の作成に成功し
た。「ステルスT細胞」は抗原特異的にマルチファンクション性を示し、NY-ESO-1陽性ヒト腫瘍を接種した免疫
不全NOGマウスに輸注すると腫瘍の成長が抑制され、「ステルスT細胞」は十分な抗腫瘍効果を維持していること
が明らかとなった。以上より、非自己細胞を用いたがんに対するT細胞輸注療法の実用化の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We successfully generated 'Stealth T cells' that lack MHC class I expression
 as well as endogenous T cell receptor expression along with enforced expression of 
NY-ESO-1-specific T cell receptor utilizing beta 2 micro globulin-targetted CRISPR-Cas9 and siTCR 
vector. We showed that these 'Stealth T cells' lost the ability to stimulate allogeneic T cells 
while maintaining the anti-tumor activity against NY-ESO-1 positive tumors. These results suggested 
that 'Stealth T cells' will be useful for the adoptive T cell therapy with allogeneic T cells for 
cancer patients.

研究分野：腫瘍免疫学、細胞療法学、遺伝子治療学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍を認識する受容体を遺伝子導入した
T 細胞の輸注療法は大きく期待されているが、
抗原受容体改変 T細胞療法は、これまで患者
自身のT細胞に抗原受容体遺伝子を導入し輸
注する方法に限られてきた。しかし、治療を
重ねたがん患者の多くは末梢血白血球数が
低下し十分な輸注細胞作成が困難なことが
多い。又、慢性炎症により末梢血白血球が疲
弊したフェノタイプを示し、増殖能等の機能
が低下していることが明らかとなっている。
さらに、患者リンパ球に遺伝子導入後に拡大
培養し品質試験を行うと4-6週程度を要すこ
とが少なくなく、上皮性癌では治療の機会を
失う患者も多い。多くの患者に有効な抗原受
容体改変T細胞療法を届ける方法の確立が本
領域の喫緊の課題であり(Kalos, Immunity 
2013)、非自己 T 細胞の利用は効果的な一つ
の解決法として期待されている(Restifo, 
Nat Rev Immunol 2012)。その際、宿主組織
傷害と輸注細胞の拒絶を一定度に抑制する
技術が必要と考えられる。 
申請者らは、腫瘍抗原特異的な TCR 遺伝子
をレトロウイルスベクターにより体外で患
者リンパ球に遺伝子導入し患者に輸注する
治療法を開発し、MAGE-A4 特異的 TCR を用い
て食道癌、頭頸部癌等の上皮性癌を対象に、
又WT1特異的TCRを用いて白血病/MDSを対象
に臨床試験を実施している。 
申請者らは TCR 遺伝子治療の開発の過程
で、T 細胞の内在性 TCR の発現を抑制する
siRNA を搭載したベクター(siTCR ベクター)
を独自に開発し、導入した腫瘍特異的 TCR の
効率良い発現を示した（Okamoto, Cancer Res 
2009; Okamoto, Mol Ther-Nucleic Acids 
2012; 図２）。本ベクターを導入したヒトリ
ンパ球は、内在性 TCR の発現が抑制され、CD3
分子の競合の低下等により導入する腫瘍特
異的 TCR の発現を向上させ、抗腫瘍効果の向
上を示した画期的なベクターである。 
本ベクターは当初、導入 TCR 遺伝子の発現
向上を意図し設計されたが、本ベクターによ
り非自己 T細胞に腫瘍抗原特異的 TCRを導入
すると腫瘍特異的反応獲得と同時に内在性
TCR 低下に伴い組織傷害(GvHD)が抑制される
ことを見出した。この発見を基に、同種造血
幹細胞移植後の再発 ATL の治療として、ATL
が発現する NY-ESO-1 抗原に特異的な TCR 遺
伝子を本ベクターで導入したドナーリンパ
球輸注療法の医師主導治験実施を目指す研
究がH26年度厚生労働科学研究に採択され実
施中である。腫瘍特異的反応性を強めつつ
GvHD を低減し、有効かつ安全性の高い治療と
なると期待されている。 
T 細胞のマルチファンクション性とは多
種類のサイトカインの産生や細胞傷害性顆
粒の分泌など多くの機能を持つことである
(Darrah, Nat Med 2007)。申請者らは、有効
な抗腫瘍免疫応答におけるマルチファンク
ション性 T細胞の重要性を見出し(Imai, Eur 

J Immunol 2009)、T 細胞のマルチファンクシ
ョン性はT細胞運命と免疫応答の高感度の指
標となることを明らかにした(Shirakura, 
Cancer Sci 2011; Hosoi, Eur J Immunol 2014
他)。 
 
２．研究の目的 
腫瘍を認識する受容体を遺伝子導入した
T 細胞の輸注療法は大きく期待されているが、
抗原受容体改変 T 細胞療法 はこれまで患者
自身のT細胞の利用に限られており有効性と
汎用性を阻んでいる。本研究では申請者ら
が独自開 発した内因性 TCR の発現を抑制す
るレトロウイルスベクター(siTCR ベクター)
を利用した非自己T細胞による宿主組織傷害
の抑制に関する研究成果を発展させる。非自
己T細胞が宿主を傷害しないことに加えて宿
主に排除されにくいステルスT細胞化し、抗
原受容体遺伝子を導入して輸注療法に用い
る技術を開発する。申請者らが T 細胞の体 
内運命評価の優れたバイオマーカーとして
見出したマルチファンクション性を指標と
して生体内の非自己排除機構を解明し、非自
己細胞を用いた T細胞療法を評価する。以上
により、将来的に抗原受容体改変 T細胞療法
を Of-t he-shelf 細胞製剤として多くの患者
に提供する基盤を確立することを目指す。  
 
３．研究の方法 
(1) 申請者らが開発した siTCR 技術（第１段
階）に加え、輸注細胞の MHC 発現を抑制する
siRNA 配列を導入したレトロウイルスベクタ
ーを作成し T細胞の MHC 発現を抑制する（第
２段階）。TCR と MHC の発現を抑制した非自己
T 細胞へ腫瘍認識受容体遺伝子を導入し、下
記Ⅲの評価系を用いて輸注療法時の宿主組織
傷害及び宿主からの輸注 T 細胞拒絶の減弱を
定量的に評価する。尚、導入する腫瘍認識受
容体遺伝子としては腫瘍特異的 TCR 遺伝子と
腫瘍認識 CAR 遺伝子をそれぞれ用いる。 
 
(2) CRISPER によるゲノム編集により輸注 T
細胞の内因性 TCR 及び MHC 発現を消去する方
法を樹立し、TCR/MHCを持たず(TCRnullMHCnull)、
宿主に排除されにくいステルス T 細胞を作成
する（第３段階）。IL-15, IL-21 を用いて劣
化形質のない T 細胞を培養する技術を併用し、
腫瘍認識受容体遺伝子を導入した受容体改変
ステルス T細胞を作成する。 
 
(3) 申請者らが確立した、免疫不全マウスに
腫瘍認識受容体遺伝子を導入したヒト T 細胞
を輸注する系、及び近交系マウスに腫瘍認識
受容体遺伝子を導入した異系統マウス T 細胞
を輸注する系を用いて、上記Ⅰ、Ⅱで作成す
る T 細胞を輸注した際の宿主組織傷害及び宿
主からの輸注 T 細胞拒絶の減弱を評価する。
輸注T細胞のTCR及びMHCの発現抑制の程度、
輸注細胞のサブセット（CD4+T 細胞、CD8+T 細
胞、抗原提示細胞など）、さらに宿主の細胞群



や宿主の前処置の影響等、非自己排除に関わ
る因子を解析する。その際に、T 細胞のマル
チファンクション性を高感度の指標として用
いる。以上により、ステルス T 細胞化した非
自己の T細胞を用いた抗原受容体改変 T細胞
療法の可能性を示す。 
 
４．研究成果 
 (1) ゲノム編集技術を用いた輸注細胞の
MHC 発現抑制を開発した。ベータ 2 ミクログ
ロブリンに対するガイド RNA を持った
CRISPR-Cas9 をデザインし、これをレンチウ 
イルスベクターにてヒトT細胞に感染させた。
ベータ2ミクログロブリンの発現欠損により、
MHC class I の発現を失うリンパ球の作成に
成功した。これらのリンパ球を非自己のリン
パ球と混合培養すると、非自己のリンパ球に
認識されなくなり、非自己のリンパ球が増
殖したり、インターフェロンガンマを産生し
たりする反応が起こらなくなった。 
 
(2) NY-ESO-1 特異的な TCR遺伝子を siTCR ベ
クターで導入した後にベータ2ミクログロブ
リンを CRISPR-Cas9 によってゲノム編集し
MHC class I の 発現を失った「ステルス T細
胞」の作成に成功した。「ステルス T細胞」
はNY-ESO-1抗原陽性腫瘍を特異的に認識し、
マルチファンクション生を持ったエフェク
ターT 細胞として活性化されることが明らか
となった。また、「ステルス T細胞」を標的
としてアロのリンパ球と混合培養すると、ア
ロの T細胞は「ステルス T細胞」を非自己と
して認識することがないことが示された。 

(3) 作成した「ステルス T細胞」を NY-ESO-1
陽性ヒト腫瘍を接種した免疫不全NOGマウス
に輸注すると腫瘍の成長が抑制され、「ステ
ルス T細胞」は十分な抗腫瘍効果を維持して
いることが明らかとなった。また、近交系マ
ウスを用いて同種骨髄移植後に悪性腫瘍に
対して抗原特異的T細胞療法をドナー由来の
同種非自己T細胞により治療する動物実験系
を樹立した。樹立した系を用いて、非自己 T
細胞の輸注療法の際の GVHD 発現には内因性
TCR の発現の程度と前処置が影響を与えるこ
とが明らかとなった。  
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