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研究成果の概要（和文）：我々の研究グループは、機能的に若返ったiPS細胞由来抗原特異的細胞傷害性T細胞
(CTL)が、長期間にわたりマウス生体内で生存できることを証明した。そして、末梢血由来のT細胞とは異なり、
iPS細胞由来のエプスタイン・バール（EB）ウイルス特異的CTLが、極めて難治性のリンパ腫であるNK細胞リンパ
腫の増殖を長期間にわたって強力に抑え続けることを見出し、NK細胞リンパ腫を治癒することに成功した。本研
究はヨーロッパ血液学会雑誌であるHaematologica オンライン版に2019年7月11日付けで先行公開された。

研究成果の概要（英文）：Antigen-specific T lymphocytes (CTL) generated from iPSC have higher 
proliferative capacity and longer telomeres than the original CTL and are functionally rejuvenated 
(rejT). We could generate EBV-CTL clones from donors and T-iPSCs were subsequently established from 
each CTL clone. All T-iPSCs derived from various EBV antigen-specific CTLs efficiently 
differentiated into rejT. These rejT had equally high specificity while showing stronger 
cytotoxicity against EBV-infected tumor cell lines when compared to the original EBV-CTL. We also 
demonstrated prolonged and robust eradication of EBV+ NK cell lymphoma in vivo by EBV-rejT, with 
rejT persisting as central memory T cells in mouse spleen for at least 6 months. We believe that 
rejT therapy provides a promising and safe approach to “off-the-shelf therapy” for EBV-associated 
lymphomas. 

研究分野： 血液学、再生医学、遺伝子免疫細胞療法

キーワード： CTL　iPSC由来若返りCTL　EBウイルス関連リンパ腫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、iPS細胞由来EBウイルス特異的CTLを用いた細胞療法が難治性のEBウイルス関連リンパ腫の強
力な新規治療法となる可能性を示唆した。また、投与したiPS細胞由来EBウイルス特異的CTLが生体内で長期にわ
たって生存し、腫瘍を排除し続けるという結果はT細胞の若返りという意味でも非常に有望であり、我々の研究
グループが計画を進めている「EBウイルス関連リンパ腫に対するiPS細胞由来若返りT細胞療法」の臨床研究実現
化に向けた大きな加速が予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
EB ウイルスは、バーキットリンパ腫や上咽頭癌ではほぼ 100%の感染を認め、ヒト腫瘍ウイル

スとして知られている。びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫の 20％、ホジキンリンパ腫の 40％、
節外性 NK/T 細胞リンパ腫, 鼻型(ENKL)では 90％以上の症例に EB ウイルスが感染しており、
中でも特に ENKL は多剤耐性で、通常のリンパ腫に用いる抗癌剤に耐性を示し極めて予後が悪
い。日本臨床腫瘍研究グループの報告では、悪性リンパ腫の通常の化学療法を行なった場合の 1
年生存率は 10%であったのに対し、L-アスパラギナーゼを含む SMILE 療法では 55%と劇的に
改善した。しかし L-アスパラギナーゼに不応性の症例があり、また肝機能障害により L-アスパ
ラギナーゼを中断する症例も経験する。そのような患者では有効な救援療法がなく非常に予後
が悪いため、寛解が期待できるような有効な治療法の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
悪性黒色腫など一部の腫瘍に対する、抗原特異的細胞傷害性T細胞（CTL）療法の有効性は既に確
立されているが、慢性的な感染状態により CTL が疲弊、老化し、しばしば効果を発揮できないこ
とが知られている。我々の研究グループはHIV-1感染患者のCTLから樹立した iPS細胞 (iPSC)
から、再び HIV-1 ウイルス特異的 CTL を再分化誘導する技術開発に成功している(Nishimura 
et al. Cell Stem Cell 2013)。iPSC から誘導された CTL は抗原特異性を維持しつつ、高い増殖
能とテロメア長の伸展を認め、機能的な若返りを認めた（rejuvenated CTL; rejT）。しかし当時
iPSC 由来 rejT の in vivo での抗腫瘍効果が証明されていなかったため、我々は EB ウイルス感
染腫瘍モデルを作製した。腫瘍量は生体内蛍光イメジングで経時的に評価した。無治療マウスで
は腫瘍が経時的に増大するのに対し、EB ウイルス特異的 rejT を投与したマウスグループでは
明らかな腫瘍縮小を認めた。更に臨床応用を目指し、自殺遺伝子 iCaspase9 によるアポトーシ
ス誘導システムを構築し iPSC 由来 rejT 療法の安全を確保した(Ando et al. Stem Cell Reports 
2015)。このように有効性と安全性を確立したため、iPSC 技術を用いる難治性腫瘍に対する新
規治療開発のための基礎的検討を計画した。本研究は、ENKL、びまん性大細胞型 B 細胞リン
パ腫、ホジキンリンパ腫などの難治性 EB ウイルス関連腫瘍患者ドナーから EB ウイルス特異的
rejT を実際に作製できるか検討し、その EB ウイルス特異的 rejT が EB ウイルス感染腫瘍に対
し、十分な抗腫瘍効果を示すか確認することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
1) リンパ腫細胞の EB ウイルス抗原の発現解析 

初発、再発・難治悪性リンパ腫の患者を対象に、インフォームドコンセントを行い同意
が得られた患者の登録を行った。腫瘍細胞の EB ウイルス感染の有無は、リンパ節生検
の病理標本より EBER（EBV-encoded small RNAs）を in situ hybridization 法を用い
て判定した。 

2) ドナー末梢血単核球から EB ウイルス特異的 CTL 作製とその T 細胞機能評価 
ペプチドで刺激したドナー末梢血単核球より抗原特異的 CTL を誘導後、シングルセル
クローニングを行なった。機能解析のため、それぞれの CTL クローンの EB ウイルス
抗原（LMP1, LMP2, BZLF1）に対する抗原特異性をテトラマー染色で確認した。EB
ウイルス感染細胞（ドナー由来リンパ芽球様細胞(LCL)）に対する殺細胞効果は 51Cr 放
出試験で評価した。 

3) EB ウイルス特異的 CTL クローンから T-iPSC の樹立 
CTL クローンより山中４因子（OSKM）と SV40 large T 抗原を２つのセンダイウイルス
ベクターを用い T-iPSC を樹立した。 

4) iPS 細胞由来 EB ウイルス特異的 CTL 作製と T 細胞機能評価 
樹立した T-iPSC を 10T1/2 というフィーダー細胞上にまき、２週間培養後できた袋状のも
のの中から血球前駆細胞を取り出し、notch ligand を発現させた 10T1/2 細胞上に移し FLT-
3L, SCF, IL7 存在下で更に４週間培養した。浮遊細胞を回収し、TCR 刺激後、CD8 陽性テ
トラマー陽性細胞をセレクションした。抗原特異性をテトラマー染色で、EB ウイルス感
染細胞（ドナー由来リンパ芽球様細胞(LCL)）に対する殺細胞効果は 51Cr 放出試験で評
価した。 

5) 末梢血由来 EB ウイルス特異的 CTL と iPS 細胞由来 EB ウイルス特異的 CTL の in vivo で
の抗腫瘍効果の比較 
NOGマウスにルシフェラーゼでラベルしたENKL細胞株であるNK-YSを腹腔内注射後、
無治療群と２つの治療群にわけ、HLA一致の末梢血由来LMP2抗原特異的CTL(LMP2-



CTL)、もしくはiPSC由来LMP2-rejTを週１回、計３回投与した。生体内蛍光イメジング
により腫瘍量をモニター後末梢血由来CTLとiPS細胞由来CTLで腫瘍縮小効果と生存期間
延長効果を比較した。 

6) 免疫チェックポイント阻害剤併用による抗腫瘍効果増強の可能性を探る 
末梢血由来LMP2-CTLもしくはiPSC由来LMP2-rejTに抗PD-1抗体を併用した場合、抗腫
瘍効果が増強するか検討した。 

 
４．研究成果 
 
現在までに13名のEBウイルス関連リンパ腫患者(ENKL 3名、ホジキンリンパ腫 2名、び漫性
大細胞型B細胞リンパ腫 3名、メソトレキセート関連リンパ増殖性疾患 5名)と1名の健常人ド
ナーにご登録いただいた。誘導開始した８名のドナー末梢血よりLMP1, LMP2, BZLF1など
様々なEBウイルス抗原に特異的なCTLクローンの誘導に成功し、iPSC樹立と iPSC由来rejT
の誘導を行なった。誘導したLMP1/2もしくはBZLF-1抗原特異的rejTともとの末梢血CTLの
EBウイルス関連リンパ腫に対する細胞傷害活性をクロム放出試験で比較検討した。LMP1/2抗
原特異的rejT、BZLF-1抗原特異的rejTは、末梢血CTLと同等かそれ以上の細胞傷害活性を持つ
ことが確認できた。 
またEBウイルス関連リンパ腫の中でも特に治療抵抗性で、有効な救援療法のないENKLに対
し、EBウイルス特異的rejTが有効であるかマウスモデルを用いて検討した。その結果、LMP
２抗原特異的rejTは長期間にわたり生体内でメモリーT細胞として存在し、腫瘍を排除し続け
たことが確認できた。一方で末梢血CTLでは短期間では腫瘍抑制効果を認めたが、長期間の観
察では生存期間延長効果は認めなかった。またLMP2-rejTのENKLに対する抗腫瘍効果は強力
であり、抗PD-1抗体の併用による腫瘍抑制増大効果は認めなかった。 
これらの成果はHaematologicaに報告し、2019年7月にオンライン先行掲載、2020年3月号に掲
載となった。 
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