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研究成果の概要（和文）：白血病治癒を目指して、抗がん剤抵抗性であるヒト白血病幹細胞

（LSC）に特徴的に発現している抗原を特異的に認識する T 細胞受容体（TCR）遺伝子を

新たな機能改良型ベクターを用いて遺伝子導入して作成した白血病細胞傷害性ヒトTリン

パ球（遺伝子改変 CTL）を利用する細胞免疫療法の開発研究を行っている。本研究におい

て、LSC に発現している２つの白血病抗原（WT1 と Aurora kinase A）を標的とした人

工 CTL が、それぞれ白血病に対する細胞免疫療法として臨床応用できる可能性を示した。 
研究成果の概要（英文）：Aiming at cure of leukemia, we are developing a novel cellular 
immunotherapy using genetically modified T lymphocytes to express leukemia antigen 
specific T-cell receptor (TCR) which can recognize leukemia stem cells (LSCs). In this 
study, we have demonstrated the clinical feasibility of two therapeutic options 
targeting Wilms’ tumor gene product 1(WT1) and Aurora kinase A (AURKA), and the 
usefulness of a novel TCR gene expression vector (siTCR vector) which simultaneously 
encodes silencers for endogenous TCRs. Currently, this on-going study using a 
xenografted NOG mouse model are accumulating positive lines of evidence that 
adoptively transferred LSC-specific CTLs can prohibit leukemia progression in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、抗がん剤治療抵抗性を示す白血病幹

細胞（Leukemia Stem Cell: LSC）が治療抵
抗性や再発に重要な役割を果たすことが明
らかにされた。我々の共同研究グループも、
自ら確立したヒト免疫系を再構築した免疫
不全マウス（ NOD/SCID/IL2 receptor γ 
chain null ）（ ヒ ト 化 マ ウ ス ）（ Blood 
106:1565-73,2005）を用いて、骨髄ニッチに
局在し細胞周期上静止期（G0 期）にあり抗が
ん剤抵抗性を示す急性骨髄性白血病幹細胞
（AML-LSC）が患者骨髄細胞中の CD34+CD38-

白血病細胞分画に存在することを示した。
（Nat Biotechnol.;25: 115-21, 2007）。一
方で、白血病に対する同種造血幹細胞移植
（allo-HSCT）の長期的治療効果が、生着し
たドナーリンパ球が担う移植片対白血病
（Graft vs. leukemia, GvL）効果によるこ
とが明らかにされ、抗腫瘍細胞性免疫系が
LSCを制御出来る可能性が示唆されている。 
正常細胞から白血病細胞を特異的に識別

して攻撃する細胞免疫療法は絨毯爆撃の様
な抗がん剤治療と異なり、有害事象が少ない
と期待されている。この細胞免疫療法が LSC
を確実に制御できれば、より有害作用が少な
く、より有効性が高い白血病治療が実現でき
る可能性があると考えられるが、現在その直
接的なエビデンスは殆ど得られていない。 
２．研究の目的 
我々は、これまで抗白血病効果を発揮する

細胞傷害性 T リンパ球（CTL）を誘導できる
腫瘍抗原エピトープを複数同定し、白血病治
療用ペプチドワクチン開発を進めてきた。そ
の究極の目的は、抗がん剤と異なり副作用の
ほとんどない細胞免疫療法を用いて、「長期
寛解から白血病治癒」を誘導することにある。
従って、抗白血病性 CTLが LSCを傷害・排除
出来るかどうかを明らかにすることは、細胞
性免疫療法が白血病治癒を誘導できるか否
かを左右する非常に重要なテーマである。本
研究において、この点を明らかにすることを
目的とする。 
３．研究の方法 
（１）白血病幹細胞（LSC）を標的とした臨
床応用可能な細胞免疫療法の技術開発： 
 抗白血病ペプチドワクチン治療の臨床効
果の限界はワクチンで誘導される抗白血病
性 CTLの治療的“質と量”が患者間で異なる
ことによる。その解決法として、抗白血病性
CTL自体を患者体外で“容易に”かつ“大量
に”しかも“適時に”作成することを目的と
して、LSCでの発現を我々が確認した白血病
抗原として Wilms’ Tumor gene product 1
（WT1）と Aurora Kinase A（AURKA）を候補
とし、HLA-A2402拘束性に WT1を、HLA-A0201
拘束性に AURKAをそれぞれ認識して抗白血病
作用を発揮する CTL クローンを樹立し、そ

こから直接抗原認識を司る T 細胞受容体（T 
cell receptor; TCR）遺伝子を単離して治療用
レトロウイルスベクターに組み込み、正常 T
リンパ球に遺伝子導入することで、LSC を標
的とした抗白血病性 CTL を短期間で培養・
増幅できる系を作成した。この系を用いて作
成した人工 CTL の、ヒト白血病細胞株、患
者白血病細胞に対する抗白血病効果と、その
安全性を試験管内及び白血病細胞を移植し
たヒト化マウスに対する治療モデルを用い
て詳細に検討した。 
（２）白血病幹細胞（LSC）の同定と人工
CTL の LSC 抑制効果の検討：白血病患者骨
髄 CD34+細胞を NOGマウスに継代移植する
方法を用いて Leukemia initiating cells とし
て LSC を同定した。比較対照として正常ヒ
ト造血前駆細胞である臍帯血 CD34+を用い
た。この患者白血病細胞移植 NOG マウスを
患者自身及び健常者 CD8+T 細胞に改良型
WT1 特異的 TCR 遺伝子（WT1-siTCR）を
導入して作成した機能改良型人工 CTL を用
いて治療モデル実験を行った。一方、試験管
内での検討では、HLA-A24 を遺伝子導入し
たヒト白血病細胞株 K562-A24 細胞に Cell 
cycle indicator: Fucci 遺伝子を導入して、
Time-lapse 法を用い WT1 特異的 TCR 遺伝
子を導入した人工 CTL に対する白血病細胞
の感受性と細胞周期の相関関係を検討した。 
４．研究成果 
（１）白血病幹細胞（LSC）を標的に出来る
細胞免疫療法の達成へ向けた技術開発： 
 抗白血病性 CTL を用いる細胞免疫療法の
開発、特に、LSC を標的とする抗白血病性
CTL を開発する目的で、白血病性幹細胞分画
である骨髄白血病細胞中の CD34+CD38-陰
性分画に過剰発現を確認した WT1 と
AURKA を標的抗原とした。HLA-A2402 拘
束性に WT1235-243 ペプチド（ CM(Y)TW 
NQMNL ） を 、 HLA-A0201 拘 束 性 に
AURKA207-215ペプチド（YLILEYAPL）を認
識して傷害する CTL クローンを樹立し、そ
こから TCR 遺伝子を単離した。WT1 特異的
TCR 遺伝子に関して、WT1 特異的 TCR α/β
鎖全長に遺伝子変換（codon-optimization）
を施して、遺伝子導入先の T 細胞の内因性
TCR遺伝子を選択的に抑制する shRNAを組
み込むことで治療的WT1特異的TCRの発現
効率を向上させ、結果として TCR 遺伝子導
入した人工 CTL の抗白血病効果が単一細胞
当たりの WT1 応答性 Interferon-g 産生性や
CD107a アッセイで示される細胞傷害性脱顆
粒反応を増強し、総じてより有効な抗白血病
効果が得られることを明らかにした（発表論
文②、⑧）。同時に、この TCR が日本人には
極めて稀な HLAである B5701とは交差反応
を示し、異なる人種に用いる際は注意を要す
ること明らかにし（発表論文⑥）、さらに臍



 

 

帯血 CD34+細胞を用いて WT1 を軽度発現す
る正常造血前駆細胞は人工 CTL によって傷
害されず、臨床的に安全性が高いことも示し
た（発表論文②）。さらに、WT1 発現量が高
く予後が著しく不良な MLL 遺伝子変異を伴
う乳児白血病に対してWT1特異的CTLを用
いる細胞免疫療法が導入可能であること示
した（発表論文④）。AURKA 特異的 TCR 遺
伝子に関して、白色人種の約 60%を網羅する
HLA-A0201 拘束性に AURKA207-215 ペプチ
ド抗原を認識する本遺伝子を導入した CD8
陽性人工 CTL が、やはり HLA-A24 陽性白血
病細胞に対して有効であることを in vivo 及
び in vitro の系で明らかにした（発表論文①）。
AURKA は白血病に留まらず、広くがん細胞
に過剰発現していることが知られている。そ
こで、がん特異的細胞免疫療法への適応拡大
を目指して、この HLA-A0201 拘束性
AURKA 特異的 TCR 遺伝子は国内特許のみ
な ら ず 国 際 特 許 を 申 請 し た
（WO2010/114129A1）。この研究に付随して、
同様に遺伝子改変した CD4+T 細胞のヘルパ
ー機能の有効利用に関する可能性を示した、
この人工ヘルパーCD4 細胞の機能は WT1 特
異的 TCR を用いた系に移して、現在詳細に
検討している（論文投稿予定）。 
（２）LSC の同定と人工 CTL の LSC 抑制効
果の検証へ向けた技術開発： 白血病患者骨
髄 CD34+細胞を NOGマウスへ継代移植する
方法を用いて、Leukemia initiating cell とし
て LSC が検出できることを確認した。加え
て、細胞周期依存性抗がん剤（Cytosine 
Arabinoside：Ara-C）の大量投与を用いて臨
床的な骨髄抑制期（Nadir state）を再現し、
白血病細胞数が非常に低下した Nadir でも、
LSC は存在して白血病再発を誘導出来るこ
と、すなわち抗がん剤治療単独では LSC を
排除出来ないことを確認した。次に Ara-C 大
量療法に抵抗性を示す HLA-A2402 陽性患者
白血病骨髄 CD34+細胞を移植したヒト化マ
ウスを WT-siTCR を導入した患者自身の人
工 CTL を静注して抑制出来ることを確認し
た、即ち抗がん剤治療抵抗性 LSC が遺伝子
改変人工 CTL で抑制出来る可能性を示した
（学会発表）。さらに、LSC が抗がん剤耐性
を示す機序の一つとされる細胞周期静止期
（G0 期）と人工 CTL の細胞傷害活性との関
係を、白血病細胞周期を生きたまま検出でき
る Fucci システムを独自に改良した系を用い
て患者白血病細胞を含むヒト白血病細胞は
細胞周期とは無関係に人工 CTL によって傷
害されることを示した（学会発表、論文準備
中）。さらに、ルシフェラーゼと Fucci を同
時に CD34+ヒト白血病細胞に導入して NOG
マウスに移植したヒト化マウスを用いて、移
植された白血病細胞がマウス骨髄のどこへ
生着し分裂増殖のかを明らかにすべく、実験

系を組み立てている。 
（３）その他の業績：上記の研究に付随して、
共同研究等によって、ヒト HLA を遺伝子導
入した NOG マウスを用いてヒト化マウスを
作成すると、抗 EB ウイルス免疫応答が再現
でき、ワクチン開発での前臨床試験に応用可
能であることを示した（発表論文⑦）。また、
ある種の抗がん剤によってすい臓がん細胞
の WT1 発現が増強し、WT1 特異的人工 CTL
に対する感受性を増強できること（文献③）、
治療抵抗性末梢性T細胞リンパ腫が血球貪食
症候群を合併する機序の一つに、腫瘍細胞上
の TCR が重要な働きをしていること（発表
論文⑤）等が、技術開発の過程での検討によ
って明らかになった。また、これらの結果は、
本研究を進める上で新たな考察を得る直
接・間接的な契機となった。 
 以上の様に、本研究を通して、白血病治癒
を目指した細胞性免疫療法の開発へ向けて、
根幹となる技術開発を達成すると共に、その
理論的根拠となる「白血病幹細胞」に対する
人工エフェクターCTL の抑制効果を確認す
るアッセイ系の開発を進めている。現在、さ
らにデータを蓄積しつつあり、合わせて論文
化を進めている。 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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