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研究成果の概要（和文）：難治がんに対し、免疫チェックポイント阻害薬が効果を挙げているが、より効果的な
治療法が求められている。そこで、がん特異的T細胞受容体を検出する研究を行った。マウスモデルを用いて、
がん周囲組織、リンパ組織を採取したところ、がん周囲には、T細胞の集積が認められた。また、がん周囲のリ
ンパ組織において、がん特異的と考えられるT細胞受容体を検出することができた。さらに、T細胞受容体の網羅
的解析法を確立することもできた。

研究成果の概要（英文）：Although immune checkpoint inhibitors have been effective against 
intractable tumors, we hope more effective treatments. Therefore, we performed a study to detect 
tumor-specific T cell receptors. When mouse peripheral tissues around tumors and lymphoid tissues 
were collected using a tumor-bearing mouse model, T cell accumulation was observed around the 
tumors. In addition, it was possible to detect T cell receptors that are considered to be 
tumor-specific in lymphoid tissues around the tumor. Furthermore, we were able to establish a 
comprehensive analysis method for T cell receptors.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究成果の学術的意義や社会的意義：本研究は、難治がんに対する免疫療法の効果向上および新規治療法開発へ
の基盤を確立する研究である。マウスモデルを用いて、がんに対するT細胞受容体を、我々が構築した方法によ
り検出することができた。本研究により、遺伝子特異的非バイアス増幅法を用いた、がんに対するT細胞受容体
の検出方法を確立することができたことは、今後の臨床応用への大きな前進であって、学術的にも社会的にも意
義のある成果である。

※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 
 がんは未だ難治性疾患であり根治には至っていない。難治性がん治療の切り札とされる免疫
療法は、外科療法、化学療法、放射線療法に次ぐ新たな治療法である。近年の免疫チェックポイ
ント阻害剤が効果を挙げていることにより、免疫療法の期待が大いに高まっている。また、免疫
チェックポイント阻害剤が効果的であるという一連の研究、および成果はがん特異的抗原の存
在および傷害性 T細胞の存在を示唆している。 
 現在、免疫チェックポイント阻害剤は奏効率が 20－30％であるため、より効果を高めるため
には、がん特異的抗原の特定や、がん傷害性 T細胞の特定は必要となっている。当然、がん特異
的抗原の特定や、がん傷害性 T細胞の特定の両方の研究を行うことが理想ではあるものの、がん
抗原の特定は困難であるため、我々は、がんを傷害する T細胞の特定、すなわち、腫瘍細胞を攻
撃するＴ細胞受容体を明らかにすることを着想した。 
 
２．研究の目的 
 腫瘍細胞を攻撃するＴ細胞受容体を明らかにすることができれば、患者に応じたテーラーメ
イドの抗腫瘍治療ができるようになる可能性が高い。また、腫瘍細胞を攻撃するＴ細胞が判明す
れば、免疫チェックポイント阻害剤を併用することで効果的利用法が確立できるようになる。こ
れらの実現のためには、Ｔ細胞受容体の網羅的解析が必要である。 
 したがって、本研究では、先進的がん免疫療法の基盤となる、難治がんを攻撃する特異的 T細
胞受容体の特定法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(１）がんモデルマウス          
マウス可移植性腫瘍を用いて、細胞培養により細胞を増やした。1x106 個の腫瘍細胞を調整し、
PBS に懸濁して移植した。移植部位は、皮下（背部）、または脾臓とした。 
腫瘍を移植した後、10 日後、15日後に脾臓、および腫瘍移植周囲のリンパ節を採取した。 
採取した免疫臓器、それぞれからリンパ球を単離して、以下の解析に供した。 

 
図１ 腫瘍特異的 T細胞受容体の検出方法 

 
 
(２）フローサイトメトリーによる解析 
免疫組織（脾臓、リンパ節）から単離した細胞を、蛍光標識抗体を用いて染色し、フローサイト
メトリーを用いて解析した。用いた蛍光標識抗体は、抗 CD3 抗体、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体、抗
NK1.1 抗体、抗 B220 抗体、抗 TCR 抗体である。 
 
(３）病理標本による解析 
腫瘍周囲組織を採取、凍結標本とした後、通法により、ヘマトキシリン・エオジン染色を行って
病理標本とした。 
 
(４）T細胞受容体解析のためのｃDNA ライブラリー調整 
T 細胞受容体を特定するために、リンパ球から total RNA を抽出した。Total RNA の抽出には、



RNA easy kit(Qxagen 社)を用いて行った。500 ng 程度の total RNA を用意し、Oligo dT プ
ライマー、逆転写酵素（SuperScript III）を用いて、total RNA から、first strand 合成を行
った。引き続き、second strand 合成を行った。second strand 合成には、RNAse H, DNA 
polymerase, DNA Ligase を用いて通法通りに合成した。これを cDNA ライブラリーとして、以
下の実験に供した。  
 
(５）遺伝子特異的非バイアス増幅法  
我々は、バイアスをかけずに遺伝子を増幅することができる非バイアス増幅法を開発した。こ

の方法は、シングルチェーンアダプターをｃDNA の 5‘側に結合させて、このアダプターの一部
をプライマ―として PCR 増幅を行うものである。通常のアダプターは DNA 2 本鎖からなり、ア
ンチセンス鎖に対しセンス鎖を長くしたアダプターを用意して、DNA をライゲーションするこ
とによりアダプターを付与するものであるが、これを DNA 1 本鎖のアダプターとし、ライゲー
ションする方法を作成した。この方法を用いて、PCR 増幅を行った。  
 
(６）T細胞受容体解析 
次世代シークエンサーを用いたシークエンス解析は、  Illumina 社、 Miseq 次世代シークエ
ンサーを用いて解析を行った。 Miseq においては、 ペアエンドシークエンスを基本とした方
法であり、Miseq 次世代シークエンサーの説明書に基 づいてシークエンスを行った。 T細胞受
容体解析評価については、世代シークエンサーにより得られたシークエンスデータを、IMGT ホ
ームページからアクセスしてデータ解析を行って T細胞受容体を網羅的に解析した。  
  
４．研究成果 
(１）脾臓への腫瘍移植モデル 
がんを攻撃する特異的 T 細胞受容体を検出するためには、二次リンパ組織を採取し測定する

のが効果的であると考え、まず、脾臓に腫瘍を移植するモデルを用いて行った。これは、接種し
た組織自体が二次リンパ組織であり、抗原提示から免疫反応がその場で行われうると考えられ
たからである。また、脾臓は組織としては採取しやすいため、T細胞受容体の検出に適している
と考えられたからである。マウスを開腹し、脾臓に腫瘍を接種し実験を行った。しかしながら、
マウス脾臓へ腫瘍を移植する手技が安定しなかった。その結果、抗腫瘍 T細胞受容体と考えられ
るものを見つけ出すことが出来なかった。 
 
(２）腫瘍周囲へのリンパ球の集積 
 脾臓への腫瘍移植モデルが、予想通りにはいかなかったことから、皮下への腫瘍移植モデルを
用いることにした。図１で示すように、可移植性腫瘍を 1x106 個に調整し、マウス皮下に移植し
て 10 日後、15 日後、腫瘍周囲組織、脾臓、リンパ節を採取した。腫瘍周囲組織から、リンパ球
を単離して、フローサイトメトリー、病理標本でリンパ球の集積を検討した。フローサイトメト
リー解析では、抗 CD3 抗体陽性の細胞集団が検出され、T細胞が集積していることが明らかにな
った。また、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体を用いた染色において、腫瘍周囲には、CD4T 細胞、CD8T
細胞の両方の細胞集団が集積していることも判明した。さらに、病理標本を作製して、ヘマトキ
シリンーエオジン染色したところ、リンパ球と思われる単核球が、腫瘍周囲に存在していること
が明らかとなった。これらの結果より、腫瘍周囲には、T細胞が集積することが判明し、がん特
異的 T細胞が存在することが示唆された。 
 
(３）腫瘍に対する T細胞受容体の検出   
マウス可移植性の腫瘍を皮下に移植した、担がんマウスモデルを用いて研究を行った。マウスに
腫瘍を移植後、経時的にがん周囲組織、がん近傍の 所属リンパ節、脾臓、を採取した。これら
サンプルから、total RNA を抽出して、通法により cDNA ライブラリーを作成した。我々が独自
に開発した、遺伝子特異 的非バイアス増幅法を用いて、T 細胞受容体のみを選択的かつバイア
スをかけずに増幅し、T細胞受容体遺伝子ライブラリーを作成した。次世代シークエンサーを 用
いて、T細胞受容体を網羅的に解析した（第三世代 T細胞受容体解析法）。 その結果、皮下移植
したがん周囲には、T細胞の浸潤が確認された。第三世代 T細胞受容体解析法による詳細解析に
よって、それら浸潤 T細胞と思われる、いくつ か特徴的な T細胞受容体を見出すことができた。 
 
(４）T細胞受容体の特定法の確立 
本目的の１つである、T細胞受容体の特定法を確立についても、以下の成果を上げることができ
た。 
① マウスモデルを用いた T細胞受容体解析技術の検証。 
図１のように、マウスに腫瘍を移植して、10 日後、15 日後にリンパ組織を採取した。これらサ



ンプルから、T細胞受容体の網羅的解析を行ったところ、腫瘍に対する T細胞受容体と考えられ
る受容体を検出することができた。 
 
②T細胞受容体解析技術の改良。 
T 細胞受容体解析技術の効率向上のために、短鎖長の遺伝子増幅産物にならないように、PCR 実
験条件を検討し、目標値であるリード長が得られ、T細胞受容体解析技術の改良をはかることが
できた。 
 

図２ 腫瘍に対する T細胞受容体の検出 
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