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研究成果の概要（和文）：K562細胞株に、HLAクラスI分子及びCD80/86、PD-L1を遺伝子導入して作成した人工抗
原提示細胞を用いることで、健常人の末梢血T細胞から腫瘍抗原であるWT1特異的細胞傷害性T細胞を効率よく誘
導することが可能であることを示した。また、白血病患者の末梢血中に存在するCD8陽性PD-1陽性細胞分画に自
己の白血病細胞に反応性を示すT細胞が存在していることを確認し、PD-1の発現が白血病細胞特異的T細胞を分離
するマーカーの一つとなる可能性を示した。以上の成果は、今後の細胞療法への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：K562-based artificial APCs, which were transduced with HLA class I 
molecules, CD80/86 and PD-L1, produced efficient induction of WT1-specific CTLs from T cells in 
peripheral blood of healthy donors. The autologous leukemia cell-reactive T cells were identified in
 CD8+PD-1+ T cell populations from peripheral blood of patients with leukemia, and this suggested 
that PD-1 expression on CD8+ T cells might be a marker for the separation of leukemia-specific T 
cells. These findings are applicable to T cell immunotherapy in the future. 

研究分野： 血液内科学
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図１ 人工抗原提示細胞を
用いた CMV 抗原特異
的 CTL の誘導 

１．研究開始当初の背景 
（１）抗原特異的 CTL の誘導における抗原提
示細胞に発現する PD-L1 の役割 
 慢性的な抗原刺激による細胞傷害性T細胞 
(cytotoxic T lymphocyte: CTL)の疲弊化に
は、T 細胞上に発現する免疫抑制受容体
programmed death 1 (PD-1)と、そのリガン
ドであるprogrammed death-ligand 1 (PD-L1)
との結合が関与していることが明らかにさ
れてきた（J Exp Med. 2006; 203: 2223-7, 
Nature. 2006; 439: 682-7）。この CTL の疲
弊化は、白血病や悪性リンパ腫などの造血器
腫瘍を含めた様々な悪性腫瘍の免疫監視機
構からのエスケープの一因とされており、抗
PD-1 抗 体 や 抗 PD-L1 抗 体 を 用 い て
PD-1/PD-L1 の結合を阻害することによって、
疲弊化した CTL の機能を回復させ、抗腫瘍効
果を増強できることから、近年では既に臨床
応用されており（N Eng J Med. 2012; 366: 
2455-65）、造血器腫瘍ではホジキンリンパ腫
に対して高い有効性が報告されている（N Eng 
J Med. 2015; 372: 311-9）。このように、慢
性的な抗原刺激によって疲弊化した CTL が、
標的細胞に対してエフェクター機能を発揮
する段階において、標的細胞上のPD-L1がCTL
に対して抑制的に作用することは明らかに
されている。一方で、T 細胞への抗原提示能
が強く、プロフェッショナルな抗原提示細胞
と呼ばれる樹状細胞には、正の共刺激分子で
ある CD80/86 とともに、抑制性のリガンドで
ある PD-L1 も高発現している（Nat Rev 
Immunol. 2015; 15: 45-56）。しかしながら、
T 細胞が抗原刺激を受けて抗原特異的 CTL が
誘導される段階において、抗原提示細胞上の
PD-L1 が CTL の誘導に対してどのように作用
しているかは明らかにされていない。 
 そこで、研究代表者は、抗 PD-L1 抗体の存
在下で樹状細胞を用いてサイトメガロウイ
ルス（cytomegalovirus: CMV）抗原特異的 T
細胞（CMV-CTL）の誘導を行ったところ、予
想に反して抗 PD-L1 抗体を加えた場合に
CMV-CTL の誘導能が低下した。この結果から、
樹状細胞に発現する PD-L1 は、CTL の誘導に
おいてむしろ促進的に作用している可能性
が示唆された。さらに、抗原提示細胞上の
PD-L1 の役割を詳細に検討するために、K562
細胞株に、HLA クラス I 分子及び CD80/86、
PD-L1 を遺伝子導入して人工抗原提示細胞を
作成した。この人工抗原提示細胞を用いて
CMV-CTL の誘導を行ったところ、CD80/86 と
ともにPD-L1を発現させた人工抗原提示細胞
を用いた場合に、CTL の誘導が促進された（図
1）。K562 細胞には CD80 がわずかに発現して
お り 、その 影 響を排 除 するた め に 、
CRISPR/Cas9システムを用いてCD80の発現を
ノックアウトした上で、CD80/86、PD-L1 を遺
伝子導入した人工抗原提示細胞を用いて
CMV-CTL の誘導を行ったところ、PD-L1 のみ
を発現させた K562 では誘導される CMV-CTL
は増加せず、CD80/86 とともに PD-L1 を発現

させた場合にのみ有意な増加を認めた。この
ことから、PD-L1 自体は CTL の誘導に促進的
に働いておらず、CD80/86 とともに PD-L1 が
抗原提示細胞上に発現していることで抗原
特異的CTLの誘導が促進されると考えられた。
この機序として、CD80/86 による過剰な刺激
を PD-L1 が適度にチューニングすることで
CTL の誘導を促進している可能性が考えられ
るが解明できておらず、この点を明らかにす
ることが今後の課題である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、K562 細胞
株に、HLA クラス
I分子及びCD80/86、
PD-L1 を遺伝子導
入して作成した人
工抗原提示細胞
（図 2）は健常人の
末梢血より分離し
たナイーブ T 細胞
から、腫瘍抗原で
ある Wilms tumor 1 (WT1) 特異的 CTL を誘導
することが可能であったことから（図 3）、健
常ドナーから誘導した腫瘍抗原特異的CTLを
用いた細胞療法の開発において有用な人工
抗原提示細胞となり得る可能性がある。 
 
（２）PD-1 の発現を目印にした腫瘍抗原特異
的 CTL の分離ならびに腫瘍抗原の同定 
 固形腫瘍内に浸潤した T細胞のうち、疲弊
化のマーカーとされている PD-1 を発現する
分画に腫瘍抗原特異的CTLが含まれていると
の報告がある（J Clin Invest. 2014; 124: 
2246-2259）。また、固形腫瘍患者の末梢血中
にも、PD-1 陽性細胞として腫瘍抗原特異的
CTL が存在していることが報告されている
（Nat Med. 2016; 22: 433-438）。これらの
ことから、造血器腫瘍患者においても、骨髄
や末梢血、腫瘍内に PD-1 陽性細胞として腫
瘍抗原特異的CTLが存在している可能性が考
えられ、PD-1 の発現を目印にすることで、極
めて低い頻度で存在する腫瘍抗原特異的 CTL
を効率よく分離することができる可能性が
ある。 

図３ 人工抗原提示細胞を
用いた WT1 特異的
CTL の誘導 

図２ K562 人工抗原提示細胞 



２．研究の目的 
（１）抗原特異的 CTL の誘導における抗原提
示細胞に発現するPD-L1の役割を明らかにす
る。PD-L1が共刺激分子との協調によってCTL
の誘導を促進するという新たな機序が明ら
かになることで、がん免疫における腫瘍抗原
特異的CTLの活性化と疲弊化のメカニズムの
さらなる解明に役立つとともに、がん免疫療
法の有効性をさらに高める新たな治療戦略
の開発につながる可能性がある。 
（２）CD80/86 とともに PD-L1 を遺伝子導入
した K562 人工抗原提示細胞の有効性を明ら
かにする。この K562 人工抗原提示細胞を用
いて、健常ドナーや臍帯血から腫瘍抗原特異
的 CTL を誘導できることが明らかになれば、
腫瘍抗原特異的CTLを用いた細胞療法の開発
につながる可能性がある。 
（３）PD-1 の発現を目印にして造血器腫瘍患
者から腫瘍抗原特異的 CTL を分離して、その
CTL が認識している腫瘍抗原を明らかにする。
これによって、新たな腫瘍抗原に対する CTL
を用いた細胞療法に応用可能となり、既存の
治療では治癒が困難な患者に対する有効な
治療法の提供に貢献できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
（１）人工抗原提示細胞による抗原特異的 T
細胞の誘導：K562 細胞株に、HLA クラス I分
子及び CD80/86、PD-L1 をレトロウイルスを
用いて遺伝子導入することで人工抗原提示
細胞を作成した。健常人の末梢血単核球より
磁気ビーズを用いて分離した CD3陽性 T細胞
または CD8 陽性 T細胞を、抗原ペプチドをパ
ルスした人工抗原提示細胞で週1回刺激を行
い、IL-2 の存在下で 28-35 日間培養して抗原
特異的 CTL を誘導した。特異的な抗原刺激に
よる CTL のサイトカイン産生能を IL-2 およ
び IFN- γ の intracellular cytokine 
staining によって解析した。また、細胞表面
上の脱顆粒マーカーである CD107a の発現を
検出することで間接的に細胞傷害活性を検
討した。 
 
（２）PD-1 の発現を目印にした腫瘍抗原特異
的 CTL の分離 
 急性骨髄性白血病患者の末梢血中に存在
する CD8 陽性 T細胞のうち、PD-1 陽性分画と
PD-1陰性分画におけるWT1特異的CTLの存在
をテトラマー法により比較した。また、急性
骨髄性白血病患者の末梢血中に存在する CD8
陽性 T細胞のうち PD-1 陽性分画と PD-1 陰性
分画とをセルソーターを用いて分離したの
ち、フィーダー細胞、IL-2、抗 CD3 抗体の存
在下で培養して T細胞を増殖させた。増殖さ
せたT細胞を患者由来の自己の腫瘍細胞と共
培養させ、腫瘍細胞との反応性を CFSE など
の蛍光染色用いた cell proliferation assay
にて検出した。また、患者由来の自己白血病
細胞で刺激を行い、サイトカイン産生能を
IL-2 お よ び IFN- γ の intracellular 

cytokine stainingによって解析した。また、
細胞表面上の脱顆粒マーカーである CD107a
の発現を検出することで細胞傷害活性を検
討した。 
 
４．研究成果 
（１）腫瘍抗原である WT1 および NY-ESO1 の
エピトープペプチドを、CD80/86および PD-L1
を様々な組み合わせで遺伝子導入した K562
人工抗原提示細胞にパルスして、健常人の末
梢血から分離した CD3陽性 T細胞と共培養を
行うことで腫瘍抗原特異的CTLの誘導を行っ
た。その結果、どちらの腫瘍抗原においても、
CD80/86 と PD-L1 の両方を遺伝子導入した
K562 人工抗原提示細胞を用いた場合に、複数
の健常ドナーから腫瘍抗原特異的CTLの誘導
が可能であることを改めて確認した。 
 CD80/86 および PD-L1 を遺伝子導入した
K562 人工抗原提示細胞による腫瘍抗原特異
的CTLの誘導効率を高めることを目的として、
CD3 陽性 T 細胞全体から CTL を誘導する場合
と、分離した CD8 陽性 T細胞から CTL を誘導
する場合とで、CTL の誘導効率に差があるか
比較検討を行った。その結果、CD8 陽性 T 細
胞のみを分離してCTLの誘導を行った場合に、
より多くの腫瘍抗原特異的CTLを誘導するこ
とが可能であり、さらには、CD3 陽性 T 細胞
からの誘導ではCTLを誘導できなかった健常
ドナーからもCTLを誘導することが可能であ
った。 
 以上の結果から、健常ドナーからの腫瘍抗
原特異的 CTLの誘導における CD80/86 および
PD-L1を遺伝子導入したK562人工抗原提示細
胞の有効性を確認したため、ヒト臍帯血から
の腫瘍抗原特異的CTLの誘導に向けた検討も
開始した。今後、腫瘍抗原特異的 CTL の効率
的な誘導方法が確立され、さらには、細胞療
法への活用が期待されるヒト臍帯血からも
腫瘍抗原特異的CTLを誘導することが可能と
なれば、CTL を用いた細胞療法の発展につな
がる可能性が期待される。 
 
（２）急性骨髄性白血病患者の末梢血中に存
在する CD8 陽性 T細胞のうち、PD-1 陽性分画
と PD-1 陰性分画における WT1 特異的 CTL の
存在をテトラマー法により比較した。その結
果、PD-1 陽性分画には WT1 テトラマー陽性細
胞がより多く含まれていることを確認した。 
 さらなる検討を行うために、急性骨髄性白
血病患者の末梢血中に存在する CD8陽性 T細
胞のうち、PD-1 陽性分画と PD-1 陰性分画と
をセルソーターを用いて分離し増殖させた
のち、増殖したそれぞれの T細胞を患者由来
の自己白血病細胞と共培養し、その反応性を
比較した。その結果、増殖後も PD-1 の発現
が維持されていた症例においては、PD-1 陽性
分画から増殖させた T細胞において、より高
い細胞増殖反応と細胞傷害活性を認め、PD-1
陽性分画中に腫瘍抗原特異的CTLが存在して
いることが示唆された。しかしながら、増殖



後にPD-1の発現が低下する症例においては、
同じような反応を確認することができず、T
細胞における PD-1 発現の状態が、症例や疾
患の時期等によって異なる可能性が考えら
れた。したがって、腫瘍抗原特異的 CTL の存
在をより反映する普遍的なマーカーを新た
に見出す必要があると考えられ、さらなる検
討を開始したところである。 
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