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研究成果の概要（和文）： 癌免疫療法を確立するためには、癌の免疫逃避機構を克服すること

が重要な課題である。がん患者の癌病巣近くには、制御性 Tリンパ球が集積し CTL の誘導を抑

制していた。癌細胞の HLA class I 欠失も免疫逃避の一つであるが、欠失した HLA の再構築に

より CTL が誘導可能となり、CTL が認識する腫瘍抗原を同定した。免疫抑制状態にある全ての

担癌患者から癌特異的 CTL を誘導することは困難であり、これを克服するため腫瘍抗原特異的

CTL clone から T細胞受容体遺伝子を単離し、増殖させたγδT細胞に遺伝子移入することによ

り、in vitro および in vivo で腫瘍特異的な抗腫瘍効果を有するエフェクターを作成しえた。 

 
研究成果の概要（英文）： It is the important issue to resolve immunological escape 
mechanisms for the establishment of effective immunotherapies in cancer patients. 
Regulatory T cells accumulated in draining lymph nodes and the tumor tissue in lung cancer 
patients. Depletion of regulatory T cells resulted in the successful induction of CTL 
in vitro.  By restoration of HLA class I expression on tumor cells, we could identify 
the antigen that may be associated with immunoediting. Finally, to solve the difficulties 
in the induction of CTL in immunosuppresive cancer patients, we succeeded in the 
generation of gd cells specific for tumor cell in vitro and in vivo by transducing the 
engineered T cell receptor specific for tumor antigen. 
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１．研究開始当初の背景 
 癌は本邦をはじめ多くの先進国で死因の
第一位である。手術、抗癌剤、放射線療法な
どの標準的治療の進歩によって早期癌の一
部は治癒できるようになってきている反面、
進行例では標準的治療に抵抗性の症例もみ
られ、標準的治療の進歩だけでは今後の治療

成績の向上に多くは望めない。 
 近年、癌免疫療法の臨床試験が進み、一部
の報告では有効性を支持する報告もなされ
ている。しかし、一方で癌免疫療法を癌に対
する標準療法として確立するためには、宿主
免疫を増強し抗腫瘍障害を誘導することも
大事であるが、癌の免疫逃避機構を克服する



ことも重要な課題である。癌の免疫逃避には、
癌細胞の HLA class I の欠失や低下、癌細胞
の抗原の欠失、癌細胞が分泌する液性因子に
よる免疫制御、癌の局所における制御性 Tリ
ンパ球や抑制性樹状細胞による癌免疫の抑
制が知られている。 
 
２．研究の目的 
有効な癌免疫療法の構築するためには、癌の
免疫逃避機構を解明し、克服することの重要
性が提唱されている。そこで、本研究では、
(1)HLA 発現異常を持つ癌細胞に対する免疫
応答の解析、(2)癌患者由来制御性 T リンパ
球および癌細胞が分泌する液性因子の免疫
抑制の解析、(3)腫瘍の増殖や進展にかかわ
る免疫応答の解析、(4) 同定した抗原の治療
応用に向けた検討を行うことにより、癌の免
疫逃避機構を解明するとともに、今後の癌免
疫治療の確立に寄与すると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) HLA 発現異常を持つ癌細胞に対する免疫
応答の解析 
 HLA-class I を欠失した肺癌細胞株 C831L
に、正常なβ2ミクログロブリン遺伝子移入
により HLA 発現を回復させた C831L-β2m を
用いて、CTL クローンを樹立し、cDNA 発現ク
ローニング法で、CTL の認識する腫瘍抗原を
同定する。 
 
(2) 癌患者由来制御性 Tリンパ球および癌細
胞が分泌する液性因子の免疫抑制の解析 
 制御性 Tリンパ球が、癌患者における CTL
の誘導能に影響を及ぼすか検討する。自己の
リンパ球と癌細胞の免疫応答に抑制を示す
ことを確認し、その抑制を解除する方法につ
いて検討癌細胞培養上清中の TGF-βを測定
し、CTL 誘導能との相関を検討する。 
 
(3)腫瘍の増殖や進展にかかわる免疫応答の
解析 
 肺多形癌の原発巣(G603L)と転移巣
(G603L-AD)から樹立した腫瘍細胞株に対し、
反応性の違う CTL clone の認識機構の解析を
進めるために、細胞数に限りのあるCTL clone
から TCR 遺伝子をクローニングし、cDNA 発現
クローニング法により癌の転移過程で欠失
した可能性のある抗原遺伝子の同定を行う。 
 
(4) 同定した抗原の治療応用に向けた検討 
 腫瘍抗原特異的 CTL clone から T細胞受容
体遺伝子を単離し、増殖させたγδT細胞に
遺伝子移入することにより、in vitro および
in vivo での抗腫瘍効果・抗原特異性を検討
する。 
 
４．研究成果 

(1) HLA 発現異常を持つ癌細胞に対する免疫
応答の解析 
 腫瘍細胞の HLA 発現異常に関しては、β2
ミクログロブリン遺伝子異常のために HLAを
発現欠失した肺癌 C831L に、正常なβ2 ミク
ログロブリン遺伝子を移入することにより
HLA の発現を回復させることができた。HLA
発現を回復した肺癌細胞株 C831Lと自己リン
パ球の混合培養によりHLA-B*0702拘束性CTL
クローンを樹立した。cDNA 発現クローング法
により、新規腫瘍関連抗原として leucine 
rich repeat containing eight family member 
A を同定した。さらに、同システムから樹立
した別の HLA-A2 拘束性 CTL が認識する腫瘍
抗原遺伝子の同定のために cDNA 発現クロー
ニング法を行い、HLA-A2 拘束性に陽性反応を
示す cDNA pool が得られたため、抗原遺伝子
の単離・同定を進めている。 
 
(2) 癌患者由来制御性 Tリンパ球および癌細
胞が分泌する液性因子の免疫抑制の解析 
 肺癌患者 84 例における所属リンパ節リン
パ球および末梢血リンパ球の CD4 + CD25 + 
Foxp3+細胞の発現を細胞内 FACS にて解析し
たところ、肺癌患者における制御性 Tリンパ
球は、末梢血リンパ球では 2.8%であったのに
対し、所属リンパ節リンパ球では 4.4%と有意
に高い頻度で認め、腫瘍浸潤リンパ球では
10.4%とさらに高い頻度で存在していた。ま
た、リンパ節の中でも転移陽性のリンパ節に
より多くの制御性 T リンパ球が認められた。
肺扁平上皮癌細胞株 L1023L では他癌細胞株
と比し TGF-βを高く産生し、通常の腫瘍とリ
ンパ球の共培養では CTL の誘導ができない。
そこで、CD4+CD25+ regulatory T cell 
Isolation Kit を用いて、制御性 Tリンパ球
を除去したところ、腫瘍特異的 CTL の誘導が
可能となった。 
 
(3) 腫瘍の増殖や進展にかかわる免疫応答
の解析 
 肺多形癌の原発巣(G603L)を障害し、転移
巣(G603L-AD)を認識しない CTL clone を樹立
したが、cDNA 発現クローニングには大量の
CTL 細胞数が必要であるため、TCR 遺伝子を
クローニングし安定した実験系の構築を進
めた。CTL clone の TCR は Vα34,Vβ5.1 であ
り、各々をクローニングし 2A の linker で連
結し、それを組み込んだ PMX レトロウイルス
ベクターを作成した。安定した抗原特異的エ
フェクターを得るために、作成した TCR-PMX
ベクターを CD8 陽性 Jurkat MA 細胞に移入す
ることにより、stable transfectant の樹立
を進めている。 
 HLA class I が haplotype loss している肺
腺癌株 H1224L を用いて自己腫瘍特異的 CTL 
clone を樹立し、これが認識する新規の過剰



発現腫瘍抗原として Ribosomal protein L19 
(RPL19)を同定した。RPL19 の機能解析のため
siRNA を肺癌細胞株に作用させた結果、増殖
抑制効果がみられ、cyclineD1, D3 の抑制と
p27 kip1, p16 INK4A の増強を認め、さらに
G1 期の割合の増加, S 期の割合の減少が観察
されたことより、cell cycle に関与すること
が示唆された。 
 
(4) 同定した抗原の治療応用に向けた検討 
 免疫抑制状態にある全ての担癌患者から
自己腫瘍特異的 CTL を誘導・大量培養するこ
とは困難であり、これを克服するために新た
な抗腫瘍エフェクター細胞の作成を行った。
当科で同定した癌精巣抗原である KK-LC-1を
認識する腫瘍特異的 CTL clone から T細胞受
容体遺伝子を単離し、α鎖とβ鎖を 2A の
liker で結合させ PMX レトロウイルスベクタ
ーに組み込み、増殖させたγδT 細胞に CD8
遺伝子とともに移入することにより、in 
vitro で original CTL clone と同様の活性を
持つ、腫瘍抗原特異的なエフェクター活性を
示した。SCID mouse モデルを作成し、in vivo
でも抗原特異的な抗腫瘍効果が得られた。こ
の養子免疫療法の治療モデルで、エフェクタ
ー移入の時期を遅らせると治療効果が認め
られなかったため、腫瘍細胞での HLA-classI, 
VEGF, FAS-L, TGF-βの発現解析を行い、
FAS-L の関与が示唆された。 
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