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研究成果の概要（和文）：マウスCD8+T細胞に、T細胞受容体を標的として、改良型SpCas9リコンビナントタンパ
ク質/ gRNA複合体を電気穿孔法を用いて細胞内に導入し、TCR欠損CD8+T細胞を作成した。その細胞に、hgp100が
ん抗原特異的TCR遺伝子を導入し、hgp100がん抗原特異的CTLを作出した。この細胞は、悪性黒色腫に対して高い
細胞傷害性を示した。我々は、CRISPR/Cas9ゲノム編集システムを用いて、TCR遺伝子の除去に成功した。そして
TCR欠損CD8+T細胞にがん抗原特異的TCRsを遺伝子導入することで、がん抗原特異的細胞傷害性T細胞を作成する
ことに成功した。

研究成果の概要（英文）：We generated T cell receptors-deficient CD8+ T cell delivering modified 
spCas9 recombinant protein/gRNA complex targeting on T cell receptors by electroporation. We further
 insert hgp100 specific T cell receptor genes to  T cell receptors-deficient CD8+ T cells and 
generated hgp100-specific CD8+ T cells. These hgp100-specific CD8+ T cells showed good cytotoxic 
activity against malignant melanoma. We successfully generated the method to delete TCR genes by 
CRISPR/Cas9 genome editing system and could make antigen-specific cytotoxic T cells by delivering 
tumor antigen-specific TCR genes to TCR-deficient cells.

研究分野：免疫学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 抗原特異的な免疫細胞を適切に誘導しそれ
らを有効に用いることによって、様々な疾患
において新たな治療を行うことが可能である
と考えられる。がんの治療法の一つとして、
がん細胞が持つ特異抗原に対する免疫を誘導
することによって排除を行う特異的療法があ
る。特異的療法の根底にある概念は、がん細
胞が正常細胞と区別されるがん抗原を発現し、
それががん特異的細胞傷害性T細胞(cytotxic	
T	lymphocyte;CTL)の標的となるということで
ある。そのため、CTL の頻度を上昇させるがん
ワクチンの開発や、腫瘍特異的 T 細胞受容体
遺伝子を遺伝子導入した CTL を用いた細胞治
療などが積極的に行われているが、がんは
様々なメカニズムを用いて免疫を回避するた
め、その治療効果は限定的であった。そのた
め、がんによる免疫抑制の解除ががん治療に
必要不可欠であることが明らかになり、T細胞
表面に発現する免疫チェックポイント分子の
CTLA-4 や PD-1 に対する阻害剤を用いた新し
い治療が開始されている。抗 CTLA-4 抗体や抗
PD-1 抗体治療と CTL 療法の併用は非常に有効
ながん治療となると考えられており、がん抗
原に非常に特異性の高い CTL をいかにして誘
導するかが、再度注目されている。	
	 また、自己免疫疾患やアレルギー疾患にお
いても抗原特異的な免疫細胞を用いた新たな
治療法の開発が期待されている。制御性 T 細
胞(regulatory	T	cell;Treg)は、自己及び外
来抗原に対する免疫寛容の誘導において中心
的な役割を果たす。制御性 T 細胞の制御に異
常を来すと自己免疫疾患の発症に至ることが
知られている。自己免疫疾患における自己抗
原やアレルゲンに特異的な制御性 T 細胞を誘
導することによって、能動的な抑制作用によ
る新しい免疫細胞療法が望まれている。	
	 近年、「人工ヌクレアーゼ」を用いて、ゲノ
ム中の標的配列を切断し遺伝子修復のエラー
を利用して遺伝子ノックアウト、あるいは相
同組換えによる修復を利用してノックインを
行うゲノム編集が注目を集めている。人工ヌ
クレアーゼは、細胞内で任意の標的 DNA 配列
に対して二重鎖切断（DSB）あるいはニックを
導入出来る人工制限酵素である。人工ヌクレ
アーゼの中でも、CRISPR/Cas システムは、哺
乳類細胞で簡便に使え、設計が容易であり、
高効率にゲノムに改変を入れられるだけでな
く複数の遺伝子座位を同時に標的に出来ると
いう利点がある。	
２．研究の目的	
	 がん治療において、免疫チェックポイント
阻害剤(抗 CTLA4 抗体、抗 PD-1/PD-L1 抗体)な
どの治療が近年実施され、再びがん特異的な
CTL を用いた治療法に注目が集まっている。が
んワクチンによってがん抗原特異的な CTL の
出現頻度を上げる努力等が行われているが、
人為的に簡便にがん抗原特異的な CTL を誘導
する技術が切望されている。また、自己免疫

疾患やアレルギーにおいて、自己抗原やアレ
ルゲンに対する Treg を誘導し、抗原特異的な
免疫抑制の観点からの治療も非常に期待され
ている。こしかしながら、これまでがん特異
抗原、自己免疫疾患における自己抗原やアレ
ルギーにおけるアレルゲンの同定は困難であ
った。しかしながら、フローサイトメーター
によるソーティング技術の向上により、１細
胞の単離が可能となった。さらに、次世代シ
ークエンサーを用いることによって、1細胞ご
とに単離した免疫細胞の全ゲノム情報を解析
出来る様になった。これにより、抗原特異的
な T細胞、B 細胞において再構成を受けて抗原
特異的になったシークエンス配列を同定でき
ると考えられる。こういった現状において、
昨今非常に注目を集めている CRISPR/CAS9 に
よるゲノム編集技術を用いて、人為的に抗原
特異的な T 細胞を作成する本研究課題の試み
は世界中で誰も行っていない非常に挑戦的か
つ独創的な研究テーマである。世界初の革新
的な免疫細胞療法の基盤が構築出来ると考え
られる。	
	 本研究課題においては、CRISPR/CAS9 による
抗原特異的免疫細胞療法の基盤をマウスで速や
かに構築し、ヒトでも実施出来る体制を整備す
る必要があると考えられる。Treg に関しては、
より強い免疫抑制作用の発揮にはゲノム特定領
域のエピジェネティックな変化（メチル化）が
必要と考えられている。最近、ゲノム編集技術
を応用して TALEs のような特異的配列認識部位
に DNA メチル化酵素を融合させることにより、
標的配列のメチル化の状態を変化させる技術が
開 発 さ れ て い る （ Nat	
Biothechnol.31(12):1133-6,2013）。CAS9 の変
異体でnuclease活性のない変異体dCas9が開発
されており、ゲノムの特定部位にエピジェネテ
ィックな修飾を入れるツールとしての可能性が
議論されている（Nat	Methods	11(1):28,2014）。
Treg に対して TCR の改変のみならず CAS9 の変
異株を用いてエピジェネティックな修飾を加え
られるシステムを構築し、より強力な免疫抑制
のある Treg の人為的な作成を目指す。また、CTL
に関しては、これまで知られている癌特異的抗
原に対する TCR のα鎖、β鎖のシークエンスを
解読しておき、切除癌組織での癌特異的抗原の
発現プロファイルをもとに、発現している癌特
異的抗原に対する複数の CTL を CRISPR/CAS9 の
システムによって作成し、術後速やかに CTL 療
法が施行出来る体制作りを目指す。本研究課題
の遂行によって、安全に抗原特異的な正と負の
免疫応答を自在に制御出来る革新的な免疫細胞
療法の確立が出来ると考えられる。	
３．研究の方法	
(1)B16 メラノーマモデルを用いた新規の癌に
対する CTL 療法の開発	
○1 gp100 特異的 CTL のクローン化(平成 27 年
度)	
	 gp100	は、メラノソームタンパクの一つで、
メラノサイトの分化やメラニンの形成に関与



し、メラノーマをはじめとするメラニン形成
腫瘍で発現が報告されている。human	gp100
ペプチドを抗原とし、完全フロイントアジュ
バントを用いてC57BL/6マウスに免疫を行う。
免疫をしてから 4 週間後に、脾臓から H-2Db	
human	gp100	tetramer○R (MBL)を用いて human	
gp100 特異的 CTL を単離する。γ線照射をした
樹状細胞に human	gp100 ペプチドをパルスし
て、単離した human	gp100 特異的 CTL と共培
養を行う。１週間に１回、γ線照射をした新
しい樹状細胞を入れ替え、３週間共培養し、
human	gp100 特異的 CTL をクローン化する。細
胞傷害活性の指標として、培養上清中の IFN-
γが高濃度に保たれているものを選択する。
このクローンを、B16 メラノーマを移入したマ
ウスに系静脈投与を行い、B16 メラノーマに対
する抗癌作用（細胞傷害活性）があるかを確
認する	
○2 human	gp100特異的 CTLの T細胞受容体シー
クエンス配列の決定（平成 27 年度）	
	 クローン化した抗癌作用のある human	
gp100 特異的 CTL の全ゲノムシークエンス、お
よびターゲットシークエンスを行い、このク
ローンの human	gp100 特異的 T 細胞受容体配
列(α鎖、β鎖)を決定する。	
○3 CRISPR/Cas9 を用いてナイーブ CD8T 細胞の
TCR遺伝子座をhuman	gp100特異的配列に置換
するノックインシステムの構築(平成27年度)	
	 CRISPR/Cas9 を用いてナイーブ CD8T 細胞の
TCR遺伝子座をhuman	gp100特異的配列に置換
するノックインシステムの構築を行う。TCR
のα鎖、β鎖のそれぞれに対するマルチプレ
ックスガイド（g）RNA と Cas9/Csy4 を組み込
んだレンチウイルスベクターを作成する。さ
らに、human	gp100 特異的 CTL クローンのシー
クエンスデータから、プライマーを設計し、
gp100 特異的 CTL クローンのα鎖、β鎖の配列
を PCR で作成を行う。CD8T 細胞の TCR ゲノム
領域に対するマルチプレックス gRNA と
Cas9/Csy4 を組み込んだレンチウイルスベク
ターと human	gp100 特異的α鎖、β鎖のドナ
ー配列を組み込んだレンチウイルスベクター
を作成する。	
○4 human	gp100特異的CTLの誘導と細胞傷害活
性の評価（平成 28 年度）	
	ナイーブ CD8T 細胞に TCR に対するマルチプ
レックスgRNAと Cas9/Csy4を組み込んだレン
チウイルスベクターと human	gp100 特異的α
鎖、β鎖のドナー配列を組み込んだレンチウ
イルスベクターを導入する。導入後、放射線
照射した樹状細胞に human	gp100 ペプチドと
CpG	DNA（アジュバント）をパルスしてレンチ
ウイルスベクターを導入した T 細胞と共培養
を行う（１週間に１回、γ線照射をした新し
い樹状細胞を入れ替える）。適切に TCR のα
鎖、β鎖領域に、human	gp100 特異的α鎖、β
鎖の配列がノックイン出来た CD8T 細胞は
human	gp100 ペプチドを認識でき、生存シグナ
ルが入りクローン化出来ると考えられる。細
胞傷害活性の指標として、培養上清中の IFN-

γが高濃度に保たれているものを選択する。
クローン化に成功した CTL は、全ゲノム解析
もしくは PCR によって TCR の遺伝子配列およ
びオフターゲット変異を確認する。	
	 最後に、得られた human	gp100 特異的クロ
ーンを、B16 メラノーマを移入したマウスに系
静脈投与を行い、B16 メラノーマに対する抗癌
作用（細胞傷害活性）があるか確認を行う。	
	
(2)実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）モデル
を用いた新規自己免疫疾患に対するTreg細胞
療法の開発	
	 CRISPR/Cas システムを用いて、抗原特異的
な Treg を誘導し、自己免疫疾患に対する新規
免疫細胞療法を構築する。	
○1 MOG35-55特異的 Tregのクローン化(平成 27
年度)	
	 MOG35-55 ペプチドを抗原とし、完全フロイ
ントアジュバントを用いマウスに免疫を行い、
実験的自己免疫性脊髄炎(EAE)を誘導する。
Treg の単離、クローン化を行うために、Treg
のマスター転写因子である FoxP3 の遺伝子座
に red	fluorescent	protein(RFP)をノックイ
ンしたヘテロマウス（FoxP3RFP/+）を用いる。
免疫をしてから 4 週間後に、脾臓から I-Ab	
MOG35-55	Tetramer○R (MBL)を用いて MOG35-55
特異的 CD4T 細胞を FACS によってソーティン
グする。この際、RFP+と RFP-の細胞を分離し、
Treg と non-Treg を分ける。γ線照射をした樹
状細胞に MOG35-55 ペプチドをパルスして、単
離した細胞と共培養を行う。１週間に１回、
γ線照射をした新しい樹状細胞を入れ替え、
３週間共培養し、MOG35-55 ペプチド特異的
CD4T 細胞をクローン化する。制御活性の指標
として、RFP が強陽性のものを選択する。この、
MOG35-55 特異的制御性 T 細胞クローンを、EAE
を誘導したマウスに系静脈投与し、免疫抑制
効果があるかを確認する。	
○2 MOG35-55特異的制TregのT細胞受容体シー
クエンス配列の決定（平成 27 年度）	
	 	 次に、クローン化した MOG35-55 特異的制
Treg の全ゲノムシークエンス及びター減とシ
ークエンスを行い、このクローンの MOG35-55
特異的 T 細胞受容体配列(α鎖、β鎖)を決定
する。	
○3 CRISPR/Cas9 を用いてナイーブ CD4T 細胞の
TCR 遺伝子座を MOG35-55 特異的配列に置換す
るノックインシステムの構築(平成 27 年度)	
	 CTL と同様の手法で、CRISPR/Cas9 を用いて
ナイーブCD4T細胞のTCR遺伝子座をMOG35-55
特異的配列に置換するノックインシステムを
構築する。	
○4 MOG35-55 特異的 Treg の誘導と免疫抑制効
果の評価（平成 28 年度）	
	 FoxP3RFP/+マウスから単離したナイーブ CD4T
細胞に TCRに対するマルチプレックスgRNAと
Cas9/Csy4 を組み込んだレンチウイルスベク
ターと MOG35-55 特異的α鎖、β鎖のドナー配
列を組み込んだレンチウイルスベクターを導
入する。導入後、放射線照射した樹状細胞に



MOG35-55 ペプチドをパルスしてレンチウイル
スベクターを導入した T 細胞と共培養を行う
（１週間に１回、γ線照射をした新しい樹状
細胞を入れ替える）。制御活性の指標として、
RFP が強陽性のものを選択する。クローン化に
成功制御性 T 細胞は、全ゲノム解析もしくは
PCR によって TCR の遺伝子配列を確認する。	
	最後に、得られた MOG35-55 特異的クローン
を、EAE を誘導したマウスに系静脈投与し、免
疫抑制効果があるかを確認する。	
４．研究成果	
	 抗原特異的な免疫細胞を適切に誘導しそれ
らを有効に用いることによって、様々な疾患
において新たな治療を行うことが可能であり、
特にがん細胞が持つ特異抗原に対する免疫を
誘導することによって排除を行うがん免疫細
胞療法が近年注目されている。本研究課題で
は、CRISPR/Cas9 システムを用いてナイーヴ T
細胞の T 細胞受容体α鎖、β鎖のゲノム編集
を行い、人為的にがん抗原特異的 CTL を作成
する技術開発を行い、本細胞の抗腫瘍効果の
検討を行なった。	
まずナイーヴ CD8+T 細胞に対するゲノム編集
を実現するため、一般的な spCas9 および gRNA
を導入したウイルスベクター、Plasmid ベクタ
ーを用いてゲノム編集を試みたが、遺伝子導
入効率が非常に低く、これらの方法では実現
できなかった。そこで in	vitro 条件下で形成
させた改良型SpCas9リコンビナントタンパク
質/人工合成 gRNA 複合体を、電気穿孔法を用
いて細胞内に導入する技術の開発を進めてき
た。その結果、マウス CD8+T 細胞において超
高効率で Cas9/gRNA 複合体を導入し、標的遺
伝子のゲノム編集を可能とするゲノム編集技
術の開発に成功した。一方、ヒト悪性黒色腫
に対するがん抗原 human(h)	gp100 ペプチドを
抗原とし、C57BL/6 マウスに免疫を行い、得ら
れた hgp100 特異的 CTL 集団から、hgp100 がん
抗原特異的 TCR クローンを同定することに成
功した。続いて前述のゲノム編集技術により
得た TCR 欠損 CD8+T 細胞に対して、本 hgp100
がん抗原特異的 TCR 遺伝子を導入することで
hgp100/H-2Db 反応性の CTL の作成に成功した。
本細胞に対して B16 メラノーマ細胞株を用い
て in	vitro,	in	vivo 条件下における抗腫瘍
効果の検討の結果、本細胞は高い抗腫瘍活性
を有することが明らかとなった。	
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