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研究成果の概要： 

革新的造血幹細胞移植療法の開発の目的で、新たな造血器腫瘍関連抗原の同定と腫瘍特異的

細胞傷害性Ｔ細胞（CTL）由来Ｔ細胞レセプター（TCR）遺伝子導入による免疫遺伝子治療の開

発をおこなった。その結果、新たな白血病関連抗原として、CML66とAurora-Aを同定した。また、 

がん特異的CTL由来TCR遺伝子導入によって、HLA拘束性のがん特異性を獲得することが確認され

た。さらに、がん特異的TCR遺伝子導入造血幹細胞が、マウス体内でがん特異的成熟Ｔ細胞に分

化増殖できることを確認しえたことから、今後、GVHDに頼らない新たな自己造血幹細胞移植療

法の開発が可能であることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 

最近、腫瘍関連抗原の同定と相俟って、

様々な固形がんに対する細胞免疫療法が進

行している。効果的ながん特異的細胞免疫療

法は、生体内でいかに効率よく腫瘍特異的細

胞傷害性Ｔ細胞（CTL）を誘導するかが重要

なポイントであるが、現在行われているペプ

チドワクチン療法や樹状細胞療法での効果

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19390265 

研究課題名（和文） 腫瘍特異的Ｔ細胞レセプター遺伝子導入による革新的造血幹細胞移植療

法  

研究課題名（英文） Novel hematopoietic stem cell transplantation using cancer-specific 

T-cell receptor gene transfer 

  

研究代表者 

安川 正貴(YASUKAWA  MASAKI) 

愛媛大学・大学院医学系研究科・教授 

 研究者番号：60127917 



には限界があることが分かってきた。従って、

予め ex vivoで大量のがん特異的CTLを培養

し、その体内移入による adoptive 

immunotherapy（CTL 養子免疫療法）に大

きな期待が寄せられている。 

われわれは今までに、種々の造血器腫瘍関

連抗原を同定し、これら蛋白由来合成ペプチ

ドを用いて、造血器腫瘍細胞を特異的に認識

する CTL クローンを樹立し、その機能的解

析を行ってきた。また、ヒト腫瘍移植マウス

を用いた検討から、これまでにわれわれが同

定してきたヒト腫瘍関連抗原特異的 CTL を

移入することによって腫瘍サイズの縮小と

生存期間の延長が期待できることを示した。

しかしながら、末梢血中に存在する腫瘍特異

的 CTL の頻度はきわめて低く、その大量培

養は必ずしも容易ではない。 

 CTL は、腫瘍細胞表面に発現している

HLA と腫瘍関連抗原由来ペプチドとの複合

体を T 細胞レセプター（TCR）で特異的に認

識し、腫瘍細胞を殺傷する。従って、がん特

異的 CTLクローンから TCR遺伝子をクロー

ニングし、末梢血リンパ球に遺伝子導入する

ことで、がん特異性が容易に獲得できること

が予想される。 
 
２．研究の目的 

このようながん特異的 TCR 遺伝子導入 T

細胞による養子免疫療法を実施するのには、

頻回に遺伝子導入T細胞を調整することが必

要となり、多大の労力を有する。本研究では

この問題を克服する目的で、自己造血幹細胞

に TCR を遺伝子導入し、体内に戻すことを

計画した。このことによって、体内で持続的

に腫瘍特異的 CTL を誘導し、がん細胞を選

択的に拒絶しようとする全く新しい概念に

基づく革新的自己造血幹細胞移植療法を開

発することが目的である。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト細胞傷害性 T細胞が認識する新たな

造血器腫瘍関連抗原エピトープの同定： 

CML66 および Aurora-A のアミノ酸配列から、

HLA-A2およびHLA-A24に結合することが予想

される 9-mer ペプチドを合成した。HLA-A2 お

よび HLA-A24陽性健常者末梢血単球から樹状

細胞を誘導し、CML66 ペプチド、Aurora-A ペ

プチドを添加し、自己 CD8 陽性 T細胞を繰り

返し刺激した。その後、ペプチド特異的に細

胞傷害を示す T細胞株を樹立した。種々の白

血病細胞株、新鮮分離白血病細胞ならびに

CD34 陽性 CD38 陰性白血病幹細胞における

CML66 および Aurora-A の発現を定量的

RT-PCR 法で測定した。CML66 ペプチドおよび

Aurora-Aペプチド特異的CTLの細胞傷害活性

を、ペプチド添加自己細胞および種々の白血

病細胞を標的細胞として解析した。さらに、

CML66 ペプチド/HLA-A24 テトラマーおよび

Aurora-A ペプチド/HLA-A テトラマーを作成

し、白血病患者ならびに健常人末梢血リンパ

球に含まれるそれぞれの CTL前駆細胞を検出

した。 

(2) WT1 特異的 CTL クローン由来Ｔ細胞レセ

プター遺伝子発現による抗腫瘍効果の獲得： 

WT1特異的HLA-A24拘束性CTLクローンTAK-1

から TCR-・および TCR-・遺伝子をクローニ

ングし、レンチウイルス発現ベクターおよび

レトロウイルスベクターを作製した。健常人

末梢血リンパ球に遺伝子導入し、WT1 特異的

TCR の発現を、テトラマーを用いて解析した。

また、TCR 遺伝子導入細胞のペプチド添加細

胞ならびに各種白血病細胞に対する細胞傷

害性を検討した。さらに、臍帯血 CD34 陽性

造血幹細胞に遺伝子導入した後、新たな免疫

不全マウスである NOD/SCID/common γnullマウ

スに移植した。移植が約 3ヶ月後に、脾細胞

および骨髄細胞に含まれる WT1 特異的 TCR 発



現ヒトＴ細胞をテトラマーを用いて検出す

るとともに、ペプチド刺激による IFN-γ産生

を検討した。 

 
４．研究成果 

(1) ヒト細胞傷害性 T細胞が認識する新たな

造血器腫瘍関連抗原エピトープの同定： 

健常者末梢血から CML66 ペプチド特異的

HLA-A24 拘束性 CD8 陽性 CTL および Aurora-A

ペプチド特異的 HLA-A2 拘束性 CTL を誘導し

た。CML66 ならびに Aurora-A はほとんどの白

血病細胞に強く発現され、正常細胞には発現

が極めて低いことが確認された。また特に、

白血病幹細胞が含まれると考えられる CD34

陽性 CD38 陰性分画に極めて高い発現が認め

られたが、正常 CD34 陽性 CD38 陰性造血幹細

胞における発現量は低値であった。 

図１．Aurora-A 特異的 CTL の白血病細胞に対

する細胞傷害活性 

 

CML66特異的CTLおよびAurora-Aペプチド特

異的 CTLは白血病細胞株ならびに新鮮分離白

血病細胞を HLA 拘束性に傷害したが、正常細

胞には影響を与えなかった。また、CD34 陽性

CD38 陰性白血病幹細胞は強く傷害したが、正

常造血幹細胞へは全く影響を与えなかった。

さらに、白血病患者末梢血中には健常人と比

べ、CML66 特異的 CTL 前駆細胞および

Aurora-Aペプチド特異的CTL前駆細胞が高頻

度に確認された。 

図２．Aurora-A 特異的 CTL は白血病幹細胞を

特異的に認識して傷害する 
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(2) WT1 特異的 CTL クローン由来Ｔ細胞レセ

プター遺伝子発現による抗腫瘍効果の獲得： 

健常人末梢血 CD4 および CD8 陽性 T細胞に遺

伝子導入したところ、効率よくTAK-1由来TCR

の発現が確認された。TCR 遺伝子導入 CD8 陽

性 T 細胞は TAK-1 同様に、HLA-A24 拘束性に

白血病細胞に対して細胞傷害性を示したが、

正常細胞には全く影響を与えなかった。他方、

CD4 陽性 T 細胞も HLA-A24 拘束性に Th1 サイ

トカインを産生したが、この反応には白血病

細胞に HLAクラスⅡの発現が必要であること

が示唆された。そこで、HLA クラスⅡ陰性白

血病細胞株に CⅡTA 遺伝子を強制発現させ、

新たに HLAクラスⅡを発現させた白血病細胞

株を作成したところ、これらの白血病細胞の

反応が誘導されることが確認された。以上の

ことから、high affinity を有する CTL 由来

TCR 遺伝子導入によって、CD8 陽性 T 細胞の

みならず、CD4 陽性 T 細胞も HLA クラスⅠ拘

束性がん特異性を獲得することが明らかと

なった。 

図３．WT1 特異的 CTL 由来 TCR 遺伝子発現ベ

クターの作成 
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他方、WT1 特異的 TCR 遺伝子導入ヒト造血幹

細胞移植免疫不全マウスから WT1 特異的 TCR

を発現するヒトＴ細胞が分化、増殖すること

が確認された。これらのＴ細胞は、WT1 ペプ

チド特異的に IFN-γを産生したことから、機

能的にも WT1特異性を有していることが確認

された。 

図４．ヒト化マウスを用いた新たな造血幹細

胞移植療法の開発 
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