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研究成果の概要（和文）：新規遺伝子改変T細胞技術を開発し、以下の成果が得られた。１）WT1特異的TCR発現
ベクターを用いて作製したWT1-TCR-T細胞を養子免疫することによって、化学療法抵抗性白血病幹細胞を排除で
きた。２）CD16-CD3ζキメラレセプター発現T細胞が抗体療法との併用によって、腫瘍細胞増殖を著明に抑制し
た。３）HLA-A2/NY-ESO-1157特異的CAR-T細胞を作製し、骨髄腫細胞など腫瘍細胞をHLA-A2拘束性に傷害するこ
とを示した。４）HLA-A2/NY-ESO-1157特異的二重特異抗体を作製し、末梢血T細胞がCAR-T細胞同様に抗腫瘍効果
を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We performed the series of experiment in order to establish the novel 
gene-engineered immunotherapy targeting hematological malignancies. 1) WT1-TCR-gene-transduced CTLs 
exerted cytotoxicity against chemotherapy-resistant leukemia stem cells. 2) CD16-CD3ζ chimeric 
antigen receptor gene-modified CD8+ T cells showed strong ADCC activity in the presence of 
monoclonal antibody targeting malignant cells. 3) HLA-A2/NY-ESO-1157 CAR-T cells appeared to exert 
HLA-A2-restricted cytotoxicity against hematopoietic malignancy including myeloma cells. 4) 
Peripheral blood CD8 T cells showed HLA-A2-restricted cytotoxicity against tumor cells in the 
presence of HLA-A2/NY-ESO-1157-bispecific antibody. These data strongly suggest that immunotherapy 
using gene-modified CTLs can establish the cure of chemotherapy-resistant hematological 
malignancies.

研究分野： 血液学、感染症学、腫瘍免疫学、細胞治療

キーワード： がん免疫療法　遺伝子改変T細胞　CAR-T細胞　T細胞レセプター　白血病　WT1　NE-ESO1　CD16
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１．研究開始当初の背景 
2013年、国際的に権威ある科学雑誌 Science

誌は、Breakthrough of the year 2013 に、Cancer 
immunotherapy を選出した。その理由は、
CTLA-4やPD-1/PD-L1などの免疫系を負に制
御するいわゆる免疫チェックポイント機構
を正に転換できる抗体が臨床の場において
用いることが可能になり、その臨床効果が示
された事である。特に、抗 PD-1 抗体ニボル
マブは世界に先駆けてわが国で製造販売承
認が得られ、大きな期待を集めるとともに、
がん治療における位置づけが議論になって
いる。もう一つのブレークスルーは、chimeric 
antigen receptor (CAR)や T-cell receptor (TCR)
の遺伝子改変Ｔ細胞を用いた adoptive 
immunotherapy（T 細胞養子免疫療法）の驚く
べき抗腫瘍効果である。CAR ならびに TCR
遺伝子改変Ｔ細胞療法の抗腫瘍効果は今や
万人の認めるところであり、現在の課題は T
細 胞 の 過 剰 反 応 や 正 常 組 織 へ の
cross-reactivity などに起因する有害事象を回
避する安全性の担保である。CAR ならびに
TCR遺伝子改変T細胞療法は次世代のがん治
療の中心的役割を担うと期待されているが、
様々な課題も山積しているのが現状である。
まず、CAR に関しては、１）対象疾患によっ
て標的抗原分子を使い分ける必要があり、理
想的 binding avidity を有する様々な種類の
CAR-T 細胞を作製しなければならない煩雑
性があること、２）重篤な有害事象を回避し
選択的に抗腫瘍効果を引き出せるT細胞活性
化ドメインを有する理想的 CAR vector が未
だ完成されていないことなどが挙げられる。
他方 TCR 遺伝子治療に関しても、１）正常細
胞に cross-reactivity を示さない理想的標的抗
原が未だに明らかになっていないこと、２）
有害事象を回避できる理想的 binding affinity
を有する TCR 遺伝子が限られていることな
どが挙げられる。また、共通の課題として、
１）体内輸注後の継続的活性化や増殖が期待
できる方法の確立、２）エフェクターT 細胞
の腫瘍病変局所への集積、３）がん幹細胞を
標的にし、その完全排除が期待できることな
どが挙げられる。他方、様々な悪性腫瘍に対
して抗体療法の効果が期待されているが、そ
の効果は限定されている。抗体療法における
治 療 成 績 向 上 の た め に は 、 抗 体 の
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 
(ADCC)効果を上げる工夫が必要である。本研
究では、遺伝子改変 T 細胞養子免疫療法と抗
体療法におけるこれらの課題を解決し、次世
代のがん免疫細胞遺伝子治療を確立するこ
とを目指し研究を遂行した。 
 
２．研究の目的 
我々の研究グループはこれまで、遺伝子改

変T細胞を用いて主として白血病幹細胞を標
的とした、「治癒を目指せる真のがん免疫療
法」の開発を行ってきた。本研究では、様々
な工夫によって、上記した現在の遺伝子改変

T 細胞療法の様々な課題を解決し、新規遺伝
子改変Ｔ細胞が、化学療法抵抗性の白血病を
始めとする造血器腫瘍細胞を体内から完全
に排除できることを、ヒト化マウス実験系を
用いて直接的に証明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1. WT1 特異的 TCR 遺伝子改変 T 細胞の作製
と白血病に対する抗腫瘍効果： 
WT1 特異的 HLA-A24 拘束性 CTL クロー

ンから TCR 遺伝子を単離し、内在性 TCR 発
現を抑制する新規レトロウイルスベクター
に組み込み、ヒト CD8 陽性 T 細胞に遺伝子
導入し、その抗白血病効果を in vitro ならびに
in vivo 実験系で検討した。 
２．CD16-CD3ζ キメラレセプター遺伝子発現
T 細胞の作製と機能的解析： 

CD16-CD3ζ キメラレセプターベクターを
作製し、末梢血 CD8 陽性 T 細胞に遺伝子導
入した。CD16-CD3ζ 発現 CTL の抗体併用に
よる抗腫瘍効果を in vitro ならびにヒト腫瘍
細胞移植免疫不全 NOG マウスを用いた in 
vivo 実験系によって検討した。 
３．HLA-A2/NY-ESO-1157 特異的 CAR-T 細
胞の作製とその機能解析： 

HLA-A*02:01/NY-ESO-1157-165(A2/NY-ES
O-1157) を特異的に認識する抗体  (clone 
3M4E5)の重鎖可変領域と軽鎖可変領域とを
リ ン カ ー 配 列 で 連 結 し て 、
HLA-A2/NY-ESO-1157 特 異 的 scFv 
(3M4E5-scFv)を作製した。3M4E5-scFv を、
CD28 膜貫通領域、CD3ζ 鎖を持つ第二世代
CAR に組み込んで、3M4E5-CAR を作製した。
CAR 遺伝子導入 T 細胞を検出するために、
NGFR (nerve growth factor receptor)遺伝子を
タグ遺伝子として利用した。一方、ヒト CD3
に結合する T 細胞刺激抗体 (clone OKT3)の
可変領域配列を同様にリンカー配列で連結
して、ヒト CD3 特異的 scFv (CD3-scFv)も同
様に作製した。3M4E5-scFv と CD3-scFv とを
リ ン カ ー 配 列 で 連 結 し て 、
HLA-A2/NY-ESO-1157 特異的二重特異性抗体 
(BsAb: bispecific antibody)を作製した。BsAb
には 6xHis 標識して、精製および検出が可能
となるよう工夫した。ヒト末梢血単核球 
(PBMCs)を採取、保存し研究に用いた。100 
U/mL IL-2、50 ng/mL ヒト CD3 抗体 (OKT3)
存在下においてヒト T 細胞を刺激増幅し、
3M4E5-CAR 遺伝子を導入した。具体的には、
3M4E5-CAR をレトロウイルスベクターに組
み込み、PG13 細胞株に遺伝子導入して、T
細胞指向性をもつレトロウイルスを作製し、
ヒト T 細胞に遺伝子導入した。次に、
3M4E5-CAR 遺伝子導入 T 細胞の機能解析を
行 っ た 。 HLA-A2 テ ト ラ マ ー 
(HLA-A2/NY-ESO-1157 テ ト ラ マ ー 、
HLA-A2/HIV Gag77 テトラマー )を用いて
3M4E5-CAR 導入 T 細胞を染色し、その標的
特異性を確認した。また、HLA-A2 陽性
NY-ESO-1 陽性標的細胞に対するサイトカイ



ン産性能についても、細胞内サイトカイン染
色法を用いて検討した。
４．HLA
製とその機能解析
ヒト末梢血単核球を採取、保存し研究に用

いた。
入して、その上清を回収し、
ンパクを精製した。
的に結合することを、
いて検討した。また、
ヒト末梢血
陽性標的細胞とを共培養して、
る HLA
ン産生能についても細胞内サイトカイン染
色法を用いて検討を行った。
５．HLA
体による

HLA
(U266)
U266/SLR
移植して骨髄腫モデルマウスを作製した後、
3M4E5
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vivo 抗骨髄腫効果を検討した。
 
４．研究成果
１．WT1
製と白血病に対する抗腫瘍効果：
末梢血

TCR 発現
CTL
病細胞を殺傷することが
認された。次に、ヒト白血病細胞移植ヒト化
マウスの実験系を用いて検討したところ、
WT1-
て、ヒト白血病細胞の増殖を著明に抑制した。
さらに、ヒト化マウス継代実験によって、ヒ
ト白血病幹細胞を排除できる可能性が示唆
された。また、
胞の機能解析を行ったところ、
によって
ることが示された。さらに、
CD4 陽性
の細胞傷害性を増強させ、白血病細胞へのト
ラフィッキングを誘導することが示された
（図１）
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