
富山大学・学術研究部医学系・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３２０１

基盤研究(B)（一般）

2020～2018

TCRの抗原同定とTCR遺伝子療法に向けた副作用予測の基盤構築

Establishment of Identification of TCR antigen and prediction of side effects 
for TCR gene therapy

１０４３２１０５研究者番号：

小澤　龍彦（Tatsuihko, Ozawa）

研究期間：

１８Ｈ０２６８９

年 月 日現在  ３   ６ ２２

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：T細胞に発現しているT細胞受容体(TCR)を用いた、がんの新しい治療法の研究が進ん
でいる。しかしながら機能的なTCRを単離することと、その反応性を解析して副作用を予測することは容易では
無かった。本研究を通じて、がんに浸潤しているT細胞から、元のがん細胞に反応するTCRを得る方法と、TCRの
反応性を解析する簡便なツールであるペプチド/MHCの容易な作製法を確立した。これらの結果は、今後のTCR遺
伝子療法によるがん治療を開発する上で役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Adoptive T cell therapy using TCR-modified T cells is a promising 
next-generation immunotherapy. However, it was not easy to isolate a functional TCR, and to analyze 
the reactivity and predict the side effects. In this study, we have established a method to obtain 
TCRs that respond to the original cancer cells from tumor-infiltrating lymphocytes, and technically 
simple method to generate functional p/MHC that analyze the reactivity of TCRs. These results may 
contribute to development of adoptive T cell therapy using TCR-modified T cells.

研究分野：免疫学、抗体工学、分子生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんに対する新しい治療法として、T細胞が持っているT細胞受容体(TCR)を使った免疫療法、TCR遺伝子療法の研
究が進んでいる。しかしながらTCR遺伝子療法に用いたTCRが類似した配列を持つ自己抗原を認識して重篤な副作
用を起こす症例が報告されている。本研究では、TCRの反応性を解析する基盤作りを行い、TCRの反応性を解析す
る簡便なツールであるペプチド/MHCの容易な作製法を確立した。本研究成果を応用することでTCR遺伝子療法の
さらなる発展が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

T細胞受容体(TCR)遺伝子を用いたがんに対する TCR遺伝子療法の研究が急進展している。し

かし TCR の主要組織適合抗原(MHC)による拘束性のため、対象は特定の MHC を持つ患者に限

定されている。一方我々は、どのような HLAハプロタイプを持つがん患者でも TCR遺伝子療法

が受けられることを目指す「個のがん免疫療法」の独自の研究を長年にわたり行ってきた。その

過程で、TCRの α鎖 β鎖の正しい組み合わせを迅速・網羅的に解析できる hTEC10法（Kobayashi 

et al Nature Medicine 2013）を開発し、個々のがん患者から、がん細胞特異的 TCRを短期間に簡

便に得るシステムを構築した。そして、坦がんマウスの TIL由来の CD8+T細胞から、がん細胞

を傷害する TCRが容易に得られることを実証した。一方、近年、TCR遺伝子療法において用い

た TCRが、類似した配列をもつ自己抗原を認識し重篤な副作用を起こす症例が報告されている。

我々のこれまでの研究を発展させ、臨床応用するためには「副作用の予測をどのように行うか？」

が喫緊の課題である。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、TCR 遺伝子療法を臨床応用する際に問題となる TCR 遺伝子療法の副作用を予測で

きる基盤を構築することを目的とする。そのために、がん患者よりがん細胞特異的 TCRを単離

することと、TCRの反応性を検討するために必要なツールの開発を行う。 

 

３．研究の方法 

 

(1) がん患者由来がん細胞特異的 TCRの単離 

21症例の大腸がん患者と 10症例の乳がん患者より外科的に切除した腫瘍を腫瘍組織と TILに

分離した。TILを PD1+もしくは PD1-の CD8+CD137+細胞をセルソーターにて単一細胞に分離し、

hTEC10法を用いて網羅的に TCRのレパートリー解析を行った。取得した TCRをヒトプライマ

リーCD8+T 細胞に発現させ、オルガノイド培養を行った患者由来のプライマリーがん細胞

（CTOS細胞）を傷害するか検証した。 

 

(2) TCRの抗原同定のための、簡便なリコンビナントペプチド/MHC作製法の開発 

ペプチド/MHCは、Single chain trier (SCT)の構造として作製した。具体的には、抗原ペプチド、

β2ミクログロブリン、MHCの α鎖を一本鎖で繋ぎ、続いて部位特異的にビオチンを付加させる

ための AviTag、精製に用いるための HisTag を融合させた遺伝子断片を、pcDNA3.4 ベクターに

クローニングした。このプラスミドとビオチン付加酵素である BirA発現プラスミドを、哺乳類

細胞株である Expi293FTM細胞に導入し、ビオチン存在下で 1週間培養した。培養後、細胞上清

を回収し、HisTag精製用のバッファー対して透析した。透析後、Ni-NTAカラムを用いてビオチ

ン化 SCT を精製し、PE 標識ストレプトアビジンを用いて、ビオチン化 SCT をテトラマー化し

た。その後、BRLF1ペプチド/MHCを認識する TCR(Q22)もしくは、EBNA3Aペプチド/MHCを

認識する TCR(E21)を発現させたマウス T細胞株(TG40)と反応させ、特異的に結合するかフロー

サイトメーターを用いて検証した。 

 

４．研究成果 

 

 がん患者より得られた CD8+CD137+TILの TCRレパートリー解析を行った結果、同一 TCR遺



伝子を発現する T 細胞が見いだされたことか

ら、オリゴククローナルに増殖していることが

示された(図 1)。 

これら TCR のがん細胞への反応を解析した

結果、大腸がん患者 42の TIL由来 TCR4を発

現させた T細胞を、該当患者の CTOSと共培養

したところ、IFN-γの産生が認められた。一方、

反応性を示した TCR の拘束性を明らかにする

ことはできなかった(図 2)。また、乳癌患者 10

の TIL由来 TCR6を発現させた T細胞を、HLA-

A*03:01 を発現させた乳がん細胞株 MCF-7 と

共培養させたところ、IFN-γ の産生が認められ

た(図 2)。これらの結果より、がん患者よりが

ん細胞特異的 TCRを得ることに成功した。 

 次に、TCRの抗原を同定するために必要な

基盤を整えるため、TCRの抗原であるペプチ

ド/MHC を、容易に作製できる方法の開発を

行った。ペプチド/MHCは、従来大腸菌で作製

されており、抗原毎に条件が異なるなるリフ

ォールディングを行う必要があったため、そ

の作製は容易ではなかった。我々は、ペプチドと、β2ミクログロブリン、HLAの α鎖を 1本鎖

で繋ぎ、哺乳類細胞株で産生させることで、リフォールディングの工程を必要とせずに、2週間

程度で 1mg以上のペプチド/MHCが作製できるようになった(図 3)。 

作製した SCT が機能的であるかを検証するため、フローサイトメータを用いて検証した。

BRLF1 ペプチド/MHC を認識する TCR(Q22)もしくは、EBNA3A ペプチド/MHC を認識する

TCR(E21)を発現させたマウス T細胞株(TG40)に、PE標識 BRLF1もしくは EBNA3A-SCTテトラ

マーを反応させた。フローサイトメーターの結果より、それぞれの SCTテトラマーは TCR特異

図 1 大腸がん患者、乳がん患者の PD-1+、 PD-

1−の CD8+ TILの TCRレパトア。 

色付きの分画は同じ TCRβ を発現した T 細胞

の数を示す。白抜きの分画はそれぞれ別個の

TCRβを発現した T細胞の数を示す。解析した

細胞の総数をグラフの中心に示す。代表的な例

を示す。 

図 2 クローナルに増殖した CD8+ 

TIL由来 TCRの腫瘍反応性。 

大腸がん患者 42 (CC42)(A)もしくは、

乳がん患者 10 (BC10)(B)の TIL 由来

TCRを発現させた T細胞の腫瘍細胞

反応性。TIL由来 TCRを発現させた

PBMC と CC42 由来 CTOS(A)もしく

は 、 患 者 HLA-A*03:01 、 HLA-

A*24:02、HLA-B*52:01をそれぞれ発

現させた乳がん細胞株 MCF-7(B)を

24 時間共培養し、IFN-γ の分泌を

ELISA にて測定した。*p < 0.01、

Student’s t-testによる。結果は、平均 

± SD で示す。2 回実験したデータの

代表的結果を示す。 

 

 



的に結合することが認められた

(図 3)。 

 

 本研究では、がん患者よりがん細

胞特異的 TCR の取得が容易にで

きることが実証されたこと、また

TCRの反応性を検出するためのペ

プチド/MHC を容易に作製できる

方法を確立した。これらの結果よ

り TCR 遺伝子療法を行うために

必要な基盤の構築ができたことか

ら、TCR遺伝子療法を開発する上

で役立つことが期待される。 

 

 

 

 

 

図 3 BRLF1及び EBNA3A-SCTの作製と検証。 

(A)精製した BRLF1及び EBNA3A-SCTの SDS-PAGE。Mは

サイズマーカー、1は EBNA3A-SCT、2は BRLF1-SCTを示

している。(B) BRLF1及び EBNA3A-SCTの特異性の検証。

Q22及び E21 TCR の抗原はそれぞれ BRLF1及び EBNA3A

である。3回実験したデータの代表的結果を示す。 
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