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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでの研究より、がん免疫療法を成功に導くには、癌抗原特異的メモリー
T細胞の誘導、維持が重要であること、また、T細胞の分化決定因子としてTCR avidityが重要であることを示し
てきた。しかしながら、TCR avidityを正確に評価できる実験系が無かったため、本研究では、TCR avidityを正
確に評価できるplatform細胞の作製を試みた。作製したplatform細胞で評価したTCR avidityと、TCR導入T細胞
の機能が一致するという結果を得た。これは、TCR発現細胞の機能を反映するTCR avidityを正確に評価できる
platform細胞を作製できたことを示す。

研究成果の概要（英文）：In our previous reports, we demonstrated that induction and maintain of 
tumor-antigen specific-memory T cells in vivo needed to successful treatment of cancer immunotherapy
 and that TCR avidity have played an essential role in differentiation of naive T cells to memory T 
cells. To evaluate accurately of TCR avidity, we tried to establish the platform cell that could 
reflect the function of TCR-transduced T cells. TCR avidity evaluated by TCR-transduced platform 
cells correlated with cytokine production, cell proliferation, and cytotoxic activity of 
TCR-transduced T cells. These results showed that the platform cell was a novel and stable tool for 
the efficient and precise evaluation of the functional avidity of isolated and transduced TCRs in 
developing TCR-base immunotherapy.

研究分野： 癌免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の技術的発展に伴い、TCR遺伝子治療に用いるTCRの選択肢が大幅に広がった。しかしながら、治療に最良の
TCRを選択する方法が無かった。本研究で作製したplatform細胞を用いることで、簡便かつ正確にTCR導入T細胞
の機能を反映したTCR avidityを評価でき、最良のTCR選択が可能となる。さらに、platform細胞作製に用いた実
験系を応用することで、TCR分化決定因子としてのTCR signalやそれに伴う遺伝子発現の差を評価することも可
能となる。これは、TCR遺伝子治療のみならずがん免疫療法全般に対して治療効果改善の一端を担う可能性を大
いに示唆する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん免疫療法は、CAR-T 細胞療法を初めとする T 細胞輸注療法や抗 PD-1 抗体療法に代表さ

れる免疫チェックポイント抗体療法の成功によって、癌の一般的な治療法へと位置付けられる
ようになった。しかしながら、未だその効果は十分ではなく、必ずしも全ての癌患者で良好な治
療効果が認められるわけではない。その理由として、細胞傷害性 T 細胞（以下、CTL）が生体内
で長期間にわたって細胞傷害活性を発揮できないことが挙げられる。つまり、がん免疫療法の治
療効果は、生体内でいかに CTL を維持できるかにかかっている。 
 生体内で CTL を維持するためには、高い増殖能を有するメモリーCTL の誘導が重要である。
我々はこれまでの研究より、WT1 ペプチドワクチン療法をうけた癌患者の中で良好な臨床効果
を示した癌患者生体内において、WT1 特異的メモリーCTL が誘導されていること、また、T 細
胞受容体（以下、TCR）が T 細胞分化の運命決定に関与する知見を得た。そこで、生体内でメ
モリーT 細胞として長期間維持できる T 細胞に向かわせる「メモリー指向性 TCR」が存在する
と仮定し、どのようなメカニズムで TCR が T 細胞の分化の方向性を決定しているかを明らかに
することで、長期間生体内で細胞傷害活性を有する CTL を維持できる方法が見つかると考えた。 
 
２．研究の目的 
 メモリー指向性 TCR によっておこる signaling やそれに続く遺伝子発現を明確にし、TCR の
T 細胞分化運命決定因子としての役割を分子学的に証明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ナイーブ T 細胞のエフェクターもしくはメモリーへの分化決定因子として、抗原ペプチド-
MHC 分子複合体と TCR の総合的な結合力の強さ（TCR avidity）が重要であるという知見に基
づき、正確に TCR avidity を評価できる platform 細胞の作製に重点をおいて実験を進める。「正
確に TCR avidity を評価できているか」は、作製した platform 細胞を用いて評価した TCR 
avidity と TCR 導入 T 細胞の機能が一致するかに基づいて判断する。 
 
４．研究成果 
内因性 TCR を欠損した Jurkat76 細胞株にヒト CD8α 鎖と β鎖を遺伝子導入し、Jurkat76.7

細胞株を作製した。さらに、Jurkat76.7 細胞株に NFAT-GFP レポーター遺伝子を導入した 2D3
細胞を作製した。NFAT-GFP レポーター遺伝子を導入することで、TCR からの signal が入った
ことを蛍光タンパク GFP の発現を指標として検出することが可能となった（図１）。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、2D3 細胞に 4 種類の異なる HLA-A*24:02 拘束性 WT1235 特異的 TCR を発現させ、

WT1235ペプチドで刺激したところ、GFP 発現に応じた 4 種類の異なる濃度依存曲線が得られた
（図２）。2D3 細胞を用いて明らかになった 4 種類の TCR の TCR avidity の違いが TCR 発現
T 細胞の機能と一致するかを調べるために、4 種類の TCR をそれぞれ発現させた CD8+ T 細胞
の WT1235ペプチドに対する反応性を、サイトカイン産生能、増殖能、細胞傷害活性に焦点を当
てて評価した。その結果、2D3 細胞を用いて明らかになった 4 種類の TCR の TCR avidity の違
いは、TCR 発現 CD8+ T 細胞の機能と一致することが明らかになった。 
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図２：TCR発現2D3細胞をWT1235ペプチド
で6時間刺激後のGFP陽性細胞の割合を
評価した。

 

図３：左）TCR発現ヒトCD8+ T細胞を
WT1235ペプチドで5時間刺激後の
IFN-γおよびTNF-α産生を評価した。
中央） TCR発現ヒトCD8+ T細胞を
7日毎にWT1235ペプチドで刺激し、
細胞数を評価した。右） TCR発現
ヒトCD8+ T細胞とWT1を発現して
いる細胞または発現していない細胞を
4時間共培養後の培養液中に放出された
51Cr量を評価した。



 また、HLA class I だけでなく HLA class II 拘束性ペプチドに対する TCR avidity も同様に
評価可能かを調べるために、2D3細胞にヒトCD4分子を発現させたCD4-2D3細胞を作製した。
同じ epitope を認識する複数の TCR を準備するために、我々がこれまでに樹立した WT1332 特
異的 TCR のペプチド結合部位である CDR3 に、アラニン置換によって変異を入れ、mutation1
～mutation9 TCR を作製し、それぞれを CD4-2D3 細胞に発現させ、WT1332ペプチドに対する
TCR の TCR avidity の評価を行った。また、それら TCR 発現 CD4+ T 細胞のサイトカイン産生
能を評価し、TCR avidity との相関を評価した。その結果、CD4-2D3 を用いて明らかになった
TCR avidity の違いが、TCR 発現 CD4+ T 細胞の機能と一致することが明らかになった（デー
タ未掲載）。 
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