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研究成果の概要（和文）：がんに特異的な細胞障害性T細胞（CTL）を効率良く見つける方法を開発できれば、がんの免
疫療法に寄与することができる。我々は、これまでに、リンパ球がちょうど１個入る大きさ・形状の微小ウェルが約25
万個規則正しく配置されたマイクロウェルアレイチップを用いて、チップ上で抗原ペプチド刺激に反応しサイトカイン
を分泌する細胞を、単一細胞レベルで検出することにより、抗原特異的T細胞を検出するシステムを開発した。本研究
をさらに発展させることで、頻度の低い、がん特異的T細胞の検出、TCRの取得などに大きな力を発揮し、がんの免疫療
法の発展に寄与できると期待される。

研究成果の概要（英文）：Cancer-specific cytotoxic T lymphocytes play important roles in cancer immunity. P
reviously we developed microwell-array chips that have an array of about 250,000 microwells in which only 
single lymphocytes can be accommodated. In this study, we showed that we could detect antigen-specific T l
ymphocytes by culturing single lymphocytes in each microwell, stimulating them with antigenic peptides, an
d detecting their cytokine-secretion on the chip. By retrieving the detected single T lymphocytes, we coul
d amplify TCRalpha/beta cDNAs, insert them in a retrovirus vector with homologous recombination, and exami
ne their antigen-specificity by expressing them on a TCR-deficient T cell line. The whole process can be a
ccomplished within 10 days. The system may greatly contribute to the cancer immunotherapy in the future.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 現在日本で提供されているがんの免疫細
胞療法では、サイトカイン等で非特異的に活
性化・増殖させた患者の末梢血リンパ球を利
用した治療が主に行われている。この方法で
は、がんに特異的な細胞障害性T細胞（CTL）
の寄与は高くなく、効果もあまり高くない。
それに対して、選択的に増殖させたがん特異
的CTLを用いる治療、さらには、がん特異的
TCR遺伝子を用いたTCR遺伝子治療が高い
効果をあげている。がん特異的CTL及びその
TCR遺伝子を利用した治療で問題となるの
は、それらの作製が困難なことである。また、
がん特異的CTLが個々の患者の主要組織適
合抗原（MHC）と適合している必要がある
ため、その利用はさらに制限される。 
 
(2) 我々は、これまでに、直径10 μmのリン
パ球がちょうど１個入る大きさ・形状の微小
ウェルが約25万個規則正しく配置されたマ
イクロウェルアレイチップを用い、各ウェル
に１個ずつ生きたリンパ球を入れ（細胞チッ
プ）、チップ上で、抗原特異的抗体産生細胞
を単一細胞レベルで効率よく検出し、迅速（1
週間以内）に抗原特異的抗体を作製するシス
テムを開発してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞チップ技術をさらに発展さ
せ、がん特異的Ｔ細胞及びそのTCR遺伝子を
高効率・迅速（2週間以内）に取得・作製す
るシステムを開発する。すなわち、がん特異
的Ｔ細胞を検出するために、細胞チップ上で 
(1) 抗原ペプチド/MHC class I 4量体及び抗
原提示細胞を使わずに抗原特異的CD8+ T細
胞を検出する方法を確立する。 
(2) 単一T細胞からの高効率・迅速なTCR遺
伝子の取得法を確立する。 
(3) 細胞チップを用いて、がん特異的T細胞及
びTCRを2週間以内に検出・取得する方法を
確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗原特異的T細胞の細胞チップを用いた
超迅速検出法の開発 
マイクロウェルアレイチップを用い、チップ
上でT細胞を抗原で刺激し、サイトカインの
産生を指標に、単一細胞レベルで、抗原特異
的T 細胞を検出する、特異性の高い、高効率
の方法を樹立する。我々はこれまでにマイク
ロウェルアレイチップのウェルに1個ずつT
細 胞 を 導 入 し 、 チ ッ プ 上 で 細 胞 を
PMA/ionomycinで刺激することにより、T細
胞のサイトカイン産生を単一細胞レベルで
検出できる方法を確立している。T細胞は抗
原ペプチドを用いてin vitroで刺激すること
により、サイトカインを分泌するが、抗原ペ
プチドを取り除くことにより急速にサイト
カインを産生しなくなる。したがって、細胞
チップ上で、T細胞を抗原ペプチドにて刺激

する系を確立する必要がある。そのために以
下の2つの方法を検討する。すなわち、(i) 
MHC class I分子を発現したミセルを作製し、
それを用いて刺激する方法、及び、(ii) CD8+ 
T細胞自身のMHC class I分子に抗原ペプチ
ドを負荷し、刺激する方法である。この2つ
の方法の効果を検証するために、H-2Kb 
MHC class I分子に結合した卵白アルブミン
（OVA）ペプチドを認識するTCRを発現した
OT-1 TCRトランスジェニックマウス、及び、
H-2Db MHC class I分子に結合した雄特異的
H-Y抗原を認識するTCRを発現したH-Y 
TCRトランスジェニックマウスを用いる。 
 
(2) TCRの取得・機能解析最速法の確立 
単一細胞5’-RACE法を用いて単一T細胞から
TCR cDNAを増幅し、発現ベクターに組み込
む。それをT細胞株で発現させて、抗原特異
性、機能の解析までを最短2週間でできる実
験系を構築する。機能を解析するためのT細
胞株は、理研 斎藤隆らのグループが開発し
た、TCR欠損T細胞株TG40を用いる。 
 
(3) ヒトにおける抗原特異的CD8+ T細胞の
細胞チップを用いた取得法の開発 
ヒト抗原特異的CD8+ T細胞の検出法を開発
する。モデルシステムとして、大半の日本人
に不顕性感染していることが知られている、
Epstein Barrウイルス、あるいは、サイトメ
ガロウイルスのペプチドを抗原として用い
る実験系を採用する。 
 
４．研究成果 
(1) 抗原特異的T細胞の細胞チップを用いた
超迅速検出法の開発 
① チップ上でのサイトカイン産生細胞の検
出 
チップ表面に抗サイトカイン
抗体をコートし、その後、生き
たリンパ球をウェルに添加し、
PMA/ionomycinの存在下で培
養した。培養後に、蛍光標識抗サイトカイン
抗体で分泌されたサイトカインを検出する
と上図のように、単一リンパ球が分泌したサ
イトカインを検出することができた。 
 
② 抗原ペプチド/MHC class I 4量体を用い
た抗原特異的CD8+ T細胞の検出 
上記実験で、PMA/ionomycinの代わりに、抗
原ペプチド/MHC class I 4量体を用いて、サ
イトカイン分泌細胞を単一細胞レベルで検
出できるかを検討した。OT-1 TCRトランス
ジェニックマウスのT細胞をチップに播種し、
OVAペプチド（OT-1p）が結合したH-2Kb分
子の4量体を用いて細胞を刺激した。その結
果、OT-1p/H-2Kb 4量体刺激特異的にサイト
カイン分泌細胞を検出することができた。 
 
③ 抗原ペプチドを用いた抗原特異的CD8+ T
細胞の検出 



CD8+ T細胞に抗原を提示するMHC class I
分子はCD8+ T細胞の細胞表面にも発現して
いる。CD8+ T細胞の細胞表面のMHC class I
分子に抗原ペプチドを結合させ、同一細胞表
面上に発現しているTCRを介して、T細胞を
活性化できるかを検証した。②の実験と同様
にOT-1 TCRトランスジェニックマウスのT
細胞をチップに播種し、OT-1pをチップに添
加した。その結果、OT-1p刺激特異的にサイ
トカインの分泌を誘導することができた。ま
た、抗原ペプチド特異性を調べるために、H-Y 
TCRトランスジェニックマウスのT細胞も用
いて検討した。その結果、下図に示すように 

OT-1pはOT-1 TCRトランスジェニックマウ
スのT細胞を、H-YpはH-Y TCRトランスジェ
ニックマウスのT細胞をそれぞれ特異的に活
性化し、サイトカインの分泌を誘導した。こ
の結果より、チップ上で抗原特異的にCD8+ T
細胞を活性化できることが示された。 
 
(2) TCRの取得・機能解析最速法の確立 
単一T細胞より増幅・回収したTCR cDNAが
抗原特異的であるかどうかを迅速に検証す
るために、増幅したTCR cDNAを相同組換え
法を使って、レトロウイルスベクターに導入
するためのベクターを作製した。（下図） 

その結果、TCR cDNAを増幅して、上記レト
ロウイルスベクターに相同組換えし、組換え
レトロウイルスを作製し、TCRを発現してい
ないTG40 T細胞に遺伝子導入し、取得した
TCRを発現させ、その抗原特異性を検証する
までを、最短10日間で行うことができるシス
テムを構築することができた。 
 
(3) ヒトにおける抗原特異的CD8+ T細胞の
細胞チップを用いた取得法の開発 
ヒト抗原特異的T細胞を細胞チップ上で検出
し、その TCR を取得できるかを検証するた
めに、日本人の大部分の健常人に不顕性感染

している Epstein Barr (EB) ウイルス特異
的なT細胞をチップ上で検出できるか検討し
た。すなわち、予め、EB ウイルス由来ペプ

チド（BRLF-1およびEBNA3A）がHLA-A24
分子に結合した 4 量体を使い、末梢血中に
EBウイルス特異的 CD8+ T細胞を検出でき
る健常人より、末梢血リンパ球を調製し、チ
ップに播種した。チップ上で、BRLF-1ペプ
チドおよび EBNA3A ペプチドで刺激したと
ころ、マウスリンパ球と同様に、ペプチド刺
激特異的に、サイトカインを分泌する Tリン
パ球を検出することができた。チップ上で検
出した抗原特異的 T細胞の出現頻度は、抗原
ペプチド/MHC 4量体を用いて検出した抗原
特異的T細胞の出現頻度とほぼ同じであった。
さらに、がん抗原である-fetoprotein (AFP）
由来ペプチドを用いて、AFPペプチド刺激特
異的にサイトカインを分泌する CD8+ T細胞
をチップ上で検出することができた。さらに、
検出した T細胞から(2)の方法で TCRを回収
することができた。 
 
(4) まとめ 
細胞チップを用い、チップ上で抗原ペプチド
刺激に反応しサイトカインを分泌する細胞
を、単一細胞レベルで検出することにより、
抗原特異的 T 細胞を検出することができた。
現在、回収した T細胞からの TCR cDNAの
増幅効率があまり良くなく、今後改善してい
く必要がある。また、当初抗原特異的 CD4+ T
細胞もチップ上で検出できるようにしよう
としたが、うまく検出できなかった。これも
今後の課題である。細胞チップを用いた、抗
原特異的 T 細胞の検出は、抗原ペプチド
/MHC 4量体を用いた検出法に比べて、バッ
クグランドノイズが低く、TCR cDNAの増幅
効率が改善すれば、頻度の低い、がん特異的
T細胞の検出、TCRの取得などに大きな力を
発揮すると期待される。 
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