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研究成果の概要（和文）：ATLの新規治療法の開発を目的とし、本研究では近年がん患者で治療成果をあげてい
るT細胞移入療法に適した高親和性HTLV1特異的TCRの探索をシングルセル解析より得られたTCR配列を元に行っ
た。ATL患者やHAM患者由来の検体を用いて行ったシングルセル解析結果からTCRレパトアが優位に増加している
CD8T細胞クローン由来のHLA-I拘束性TCRの配列情報を抽出した。得られたTCRをPrimary T細胞で発現させて
HTLV-1抗原の探索を行ったところ、特にHAM患者由来のTCRがHLA-A*24:02拘束性Tax301-309に特異的なTCRであっ
た。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have shown effectiveness and feasibility of adaptive transfer
 therapies for treatment of patients with cancers. In this study, we focused on high affinity TCRs 
(eligible for the therapies) specific for HTLV-1 antigen based on single cell analysis data from 
HTLV-1 patients. HLA-I restricted TCRs from CD8 T cells, which expanded in TCR repertoire, were 
transduced into primary T cells. Using cytokine production assay, we detected that the cloned TCRs 
can recognize HLA-A24:02-restricted Tax301-309 on antigen presenting cells. Furthermore, we found 
that the HTLV-1 specific TCRs were frequently detected from PBMCs and cerebrospinal fluid of HAM 
patients. On the other hand, CD8 T cells derived from ATL patients did not show the specific 
response against HLA-A24/Tax complexes, suggesting that HLA-A24/Tax specific CD8 T cells might 
affect ATL onset in HTLV-1 carriers. We are ongoing further analysis of the Tax specific TCRs 
focusing affinity of TCR-peptide/MHC complex.

研究分野：がん免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ATLに対しては化学療法やヒト化CCR4抗体などの治療法が試みられているものの、有効な治療法が見つかってい
ない。近年、がん患者に対して腫瘍抗原T細胞を使用した移入療法が効果をあげている。申請者は高親和性
HTLV-1特異的TCRの探索を行い、HAM患者検体から7種類のHLA-A*24:02拘束性Tax301-309特異的TCRを検出した。
HLA-A24陽性ATLでの優位に増加しているCD8T細胞クローンではそれらの特異的T細胞を検出できなかったことか
ら、それらの特異的T細胞がATLの発症に寄与している可能性が示唆された。現在、得られたTCRの解析を進める
とともに特許申請を視野に研究進めている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

CD4T細胞に感染したヒト T細胞白血病ウイルス１型（HTLV-1）は長い潜伏期間(60 年以上)

の後、感染者に悪性腫瘍である成人 T細胞白血病（ATL）や慢性炎症性疾患（HTLV-1関連脊髄

症：HAM）を惹起する。日本では九州を中心に約 100万人の HTLV-1キャリアが存在し、その

2-5%は ATLを発症すると予想されている。HTLV-1は CD4T細胞に感染し、ウイルス抗原とし

て Env, Gag, Tax, HBZなどを発現する。感染初期に生体内での HTLV-1感染細胞は Gag, Pol, 

Tax を強く発現する。一方でそれらを発現する感染細胞は細胞障害性 T 細胞（CTL）の標的と

なり、発現の弱い感染細胞のクローンが形成されていく。感染細胞内での HBZ の発現は Gag, 

Pol, Tax に比べれば弱いものの、感染初期から恒常的に保たれている。これまで HTLV-1 特異

的 CTLの解析は腫瘍原性を持つ Taxと HBZを中心に行われており、生体内で Tax特異的 CTL

は主に感染初期に、HBZ 特異的 CTL は感染後期にそれぞれ HTLV-1 感染細胞の増殖をコント

ロールしていると考えられている。 

 

２．研究の目的 

ATL や HAM に対しては化学療法やヒト化 CCR4 抗体などの治療法が試みられ、一部の患者

で効果を上げている。しかし、それら多くの HTLV-1 感染者には有効な治療法が見つかってい

ない。本研究では新たな抗がん治療法として効果が期待される T 細胞移入療法に適した高親和

性 HTLV1抗原特異的 T細胞受容体(TCR)の探索を行った。近年、多くのがん患者に対して様々

な免疫療法が試みられており、特に T細胞移入療法はがん抗原特異的 TCRや chimeric antigen 

receptor を導入した T 細胞を自家移植する方法で、それらが直接腫瘍細胞を攻撃する事が出来

ることもあり一定の効果を挙げている。その為、抗原特異的 TCR を用いた T 細胞移入療法で

は、内在性のがん抗原に対して反応できるような高親和性 TCRを用いて移入細胞を作成するこ

とが治療効果を上げる要因となっている。 

これまでの解析で HTLV-1感染者はウイルス抗原（Tax、HBZ、Env）に対して T細胞応答を

持つ事が数多く報告されているにもかかわらず、実際に HTLV-1抗原特異的 T細胞が持つ TCR

配列まで解析する研究者は非常に少なかった。本研究では高親和性 TCRを獲得する為に HTLV-

1感染者（ATLや HAM患者）での次世代シークエンサー解析により得られていた TCRレパト

ア情報から優位に増加している CD8T細胞クローンの TCR 配列情報を抽出し、それらの TCR

を T細胞株に発現させることで抗原特異的 T細胞を作成した。それらの抗原指向性は人工抗原

提示細胞を用いて解析を行うスクリーニング系の確立に挑戦した。 

この方法によりシングルセル解析のデータベースから得られた情報を元に、実際の患者細胞を

用いずに TCR が認識する抗原ペプチドと HLA-I アリルの情報を網羅的に得る事が可能になる

と考えられた。 

 

３．研究の方法 

本研究ではシングルセル解析のデータセットを用いて HTLV-1 感染者(ATLや HAM)に由来す

る CD8T 細胞クローンが持つ TCR 配列情報を抽出し、その TCR が認識する HTLV-1 抗原と

HLA-Iアリルを決定する。また、T細胞移入療法に適した高親和性 HTLV1抗原特異的 TCRを

探索するためにサイトカイン産生を測定することでペプチド/HLA-I複合体への親和性の評価を



行う。 

１、次世代シークエンサーを用いたシングルセル解析では ATLや HAM患者の PBMCsや脳脊

髄液に由来する CD8T細胞の TCRの配列情報（complementary determining region 3（CDR3）

やそれぞれの VDJ領域）を抽出する。 

２、それらの情報を元に TCRを遺伝子合成する。鎖を同時に発現させるために両方の遺伝

子の間に 2A自己切断ペプチド（P2A配列）を挿入する。 

３、作成した TCR遺伝子を TCR欠損 Jurkat細胞株や PrimaryT細胞に導入することで抗原特

異的 T細胞を作成する。 

４、一方で HTLV-1感染者が持つ HLA-Iアリルを HLA-null K562細胞に発現させることで人

工抗原提示細胞を作成する。 

５、その HLA-I発現 K562細胞に HTLV-1抗原（ウイルス遺伝子に由来するオーバーラッピン

グペプチド）をパルスし、TCR発現 T細胞と共培養を行う 

６、TCR 発現 T 細胞からのサイトカイン産生を ELISPOT アッセイ（Enzyme-Linked 

ImmunoSpot assay）を行うことで HTLV-1抗原認識の有無を確認する。 

 

 

４．研究成果 

図１：シングルセル解析で得られたデータセットから TCR鎖

CDR3 の配列基づいて CD8T 細胞の割合を算出することで TCR

レパトアの中で優位に増加しているクローンを調べた。HAM 患

者の脳脊髄液中での最も検出された CD8T細胞の TCR 配列情報

（TCR-1）を用いて TCR鎖を合成し、Primary T細胞に遺伝子

導入を行い、抗原特異的 T細胞を作成した。 

 

図２：作成した TCR導入 Primary T細胞を用いて ELSIPOTア

ッセイを行い、HTLV-1抗原に対する反応性を解析した。この HAM患者は HLA-A*24:02のア

リルを所持していた為、HLA-null K562 細胞に HLA-A*24:02 遺伝子を導入することで人工抗

原提示細胞を作成した。一方、HTLV-1抗原として Tax, HBZ, Env, Gag, Polのオーバーラッピ

ングペプチド（20mer, 6mer offset）を作成し、4-5ペプチドを１プールとして人工抗原提示細

胞へのパルスを行った。それらの抗原提示細胞は TCR導入 Primary T細胞との共培養を行うこ

とで IFN-産生を測定した。その結果、HAM Pt.1 TCR-1は HLA-A24拘束性に Tax-p13で刺

激した際に IFN-を産生す

ることがわかった。一方で他

のペプチドプールではそれ

らの産生は観察されなかっ

た。 

 

図３：HAM Pt.1 TCR-1は Taxのペプチドプール p13で反応したことから次に個々のペプチド

に対する反応の観察を行った。Tax-p13には Tax289-321の領域を含む 4つのペプチドが含まれて



いた。それらのペプチドを個々で人工抗原提示細胞にパル

スを行い、再度 TCR導入 Primary T細胞からのサイトカ

イン産生を測定したところ Tax295-309と Tax301-315で特異

的な IFN-産生が観察された。また、過去の報告で HLA-

A*24:02陽性の HTLV-1感染者では Tax301-309に対して T

細胞応答が観察されることが報告されており、それら今回

同定した２つの Taxペプチドには Tax301-309の領域が含ま

れていることが分かった。その為、HAM Pt.1 TCR-1 は

HLA-A*24:02 拘束性に Tax301-309を認識していることが

考えられた。 

 

図４：HAM Pt.1 TCR-1 が HLA-A*24:02 拘束

性 Tax301-309を認識している可能性が考えられた

為、HAM Pt.1由来の３つの TCR-1, -2 -3を TCR

欠損 Jurkat細胞に遺伝子導入を行った。それら

の細胞は HLA-A*24:02/Tax301-309 テトラマーで

の染色を行うことで TCR による Tax ペプチド

の認識の有無を判定した。その結果、図 3で想定

したように TCR-1 は A24/Tax テトラマーで染

色されることがわかった。一方で TCR-2と-3は

染色されず、この HAM患者由来検体では HLA-

A24/Tax特異的 CD8T細胞が増加していることがわかった。 

 

図５：HAM Pt.1 では HLA-A24/Tax 特異的

CD8T 細胞が増加していたことが図４で示され

た。次に他の HAM 患者の検体を用いて HLA-

A*24:02 拘束性 Tax301-309 に対する認識の有無

を解析したところ、HLA-A*24陽性の HAM患

者５例中４例で HLA-A24/Tax特異的 CD8T細

胞が脳脊髄液中で増加していることがわかっ

た。一方で同様の方法を用いて ATL患者でも解

析を行ったところ、HLA-A24/Tax特異的 CD8T

細胞を検出することはできなかった。 

 

本研究では、実際の患者由来細胞を用いずにシングルセル解析のデータを用いて多くの HTLV-

1抗原特異的な TCRを同定することができた。現在、それらの中で HLA-A*24:02拘束性 Tax301-

309に対して高親和性を持つ TCRの選定を進めているところである。また、得られた TCR配列

の特許申請も視野に解析を進めている。 
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