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研究成果の概要（和文）： 
本研究では，腫瘍抗原特異的な CD4+ T 細胞株に細胞傷害活性を付与した後，体内に戻して腫瘍
を攻撃させるという新規遺伝子細胞療法の確立を最終目的とし，解析を行った。その結果，２
つのT-boxファミリー転写因子，Eomesと T-betについて，その遺伝子の単独導入によりCD8+ 細
胞傷害性 T細胞（CTL）と同様の細胞傷害活性が付与されることが示された。またマイクロアレ
イ解析により，多数の CTL 特異的遺伝子の発現が誘導されることも示唆された。 現在，臨床応
用に向けた解析用に Eomes-Tg マウスを作成している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we examined whether non-cytocidal helper T cells could be converted into 
cytotoxic T lymphocytes (CTL) via gene transferring, in order to investigate the 
possibility that conference of cytotoxicity to tumor antigen specific helper T cells could 
be utilized to eradicate tumors. It was suggested transfection of either one gene of the 
two T-box molecules, Eomesodermin and T-bet, could activate both of the two cytolytic 
pathways of CD8+ CTLs and conferred the cytolytic activity to helper T cells. Microarray 
analyses revealed that Eomes could induce several other CTL-specific genes which may be 
involved in shaping characteristics of CD8+ CTLs. Currently, Eomes-Tg line is being 
established for further detailed analyses for the clinical use of this protocol for tumor 
treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞が腫瘍化する際，DNA に生じた異常は発
現するタンパク質の異常として現われる。こ
のタンパク質発現の質的，量的異常が MHC 分
子上に提示されるペプチドの質的，量的な違
いとして反映される場合，T 細胞がその腫瘍
を「異物」として認識できる可能性が出てく
る。抗原特異的な攻撃を大きな特徴とする T
細胞が腫瘍を異物と認識し，除去（傷害）す
ることができれば，T 細胞を用いた抗腫瘍療
法は非常に効率的，かつ副作用も小さい治療
法となることが期待される。実際，近年日本
の研究者を中心に様々な腫瘍抗原ペプチド
の同定とその免疫による腫瘍特異的 CTL の誘
導が行われ，有効性が示されている。 
しかしながら，そのような「腫瘍抗原」が存
在する場合でも，それがクラス Iではなく主
にクラス II MHC の方に現れる場合も考えら
れる。クラス II MHC を認識する CD4＋T 細胞
の多くは細胞傷害活性をもたないため，この
ようなケースではその腫瘍が「抗原性」を持
っていても T細胞は腫瘍を直接攻撃できない。
本研究で検討するのはこのような場合に誘
導される腫瘍抗原特異的 CD4＋Th 細胞の“キ
ラー化”を基軸とする，クラス II MHC 特異
的な抗腫瘍治療法開発の可能性である。 
近年，CD8＋CTL において，転写制御因子
Eomesodermin（以下 Eomes）がパーフォリン
やグランザイム B などの機能分子の発現を
制御していることが Reiner らにより示唆さ
れた。また CD8＋CTL には Eomes と同じ T-box
ファミリーに属する T-bet も発現しており，
両者が協同して細胞傷害機能形成に寄与し
ていると考えられている。そこで本研究では，
細胞傷害活性をもたない細胞に，これらの
T-box ファミリー分子の遺伝子を導入するこ
とで，CTL に変換できるか否かを検討した。
研究開始当初はこれらの分子の機能の詳細
は明らかにされておらず，細胞傷害活性付与
にそれぞれ単独でどの程度の能力を保持し
ているかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
T 細胞を利用した抗腫瘍療法では，その腫瘍
特有の発現タンパク異常が MHC上のペプチド
の変化として表れることが前提となる。しか
し，その「腫瘍抗原」が MHC クラス II 分子
にしか結合できない場合，それを認識する
CD4+ Th 細胞が細胞傷害活性をもたないこと
が多いため，腫瘍に対する細胞傷害は期待で
きない。そこで本研究では，腫瘍特異的CD4+Th
細胞株が樹立可能な場面において，その細胞
株に（遺伝子導入により）細胞傷害活性を付
与したあと体内に戻すという方法により，ク
ラス II MHC 特異的な抗腫瘍効果が得られる
か否かを検討することを最終目的とした。そ

れにあたって，まず細胞傷害活性をもたない
Th細胞に遺伝子導入を行ってCTLにする方法
を開発することが必要であり，ここでは臨床
応用も視野に入れた，その系の確立を目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子導入する細胞として，2 種類のマ
ウスの Th 細胞株を使用した。１つは腫瘍細
胞，もう 1つは腫瘍化していない Th2 細胞の
細胞株であり，どちらも細胞傷害活性はもっ
ていないことは予め確認した。 
(2) 遺伝子導入はレトロウイルスベクター
を用いて行った。遺伝子導入をモニタリング
するために，バイシストロン性に GFP や CD2
を発現する系を用い，遺伝子導入細胞はフロ
ーサイトメトリーでの sorting により分離し
た。 
(3) 細胞傷害活性は 51Cr遊離試験により評価
した。 
(4) パーフォリン/グランザイム経路の細胞
傷 害 活 性 は そ の 特 異 的 な 阻 害 剤
Concanamycin A を用いて検討した。またFasL
依存的な細胞傷害活性は，Fas 欠損マウスか
ら得た細胞に対する活性を測定することで
検討した。 
(5) マイクロアレイ解析には，Eomes 導入細
胞と空ベクター導入細胞それぞれについて，
抗原刺激を行ったものと行わなかった細胞
を用意し， RNA を分取して解析した。 
(6) Eomes-Tg マウスは，T細胞特異的な発現
が可能な human CD2 のプロモーター/エンハ
ンサーを用いて作成した。 
 
４．研究成果 
(1) Th2 細胞への Eomes 遺伝子導入による細
胞傷害活性付与 
① Eomes 遺伝子が最終分化したヘルパーT細
胞中に導入された場合でも機能可能かどう
かを調べるために，CD4 陽性マウス Th 細胞ハ
イブリドーマ DO11.10 に Eomes 遺伝子を導入
した。サイトカイン産生パターンへの効果を
調べたところ，親株では産生されない IFN-
γが導入株からは産生され，Eomes がエフェ
クターへ最終分化した細胞の中でも機能し
得ることが示唆された。 
② Eomes の標的遺伝子であることが示唆さ
れているパーフォリンやグランザイム B遺伝
子の発現について調べたところ，Eomes 導入
株ではこれらの遺伝子の誘導は見られなか
った。 
③ しかし細胞傷害活性のもう 1 つの経路で
ある，FasL の発現誘導が Eomes 細胞で有意に
観察され，Eomes は FasL 経路の細胞傷害活性
にも関与していることが示された。（図１) 
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④ これらの効果の普遍性について検討する
ために，別の細胞株を用いた検討も行った。
ここでは腫瘍化していない Th2細胞を用いた。
この細胞ではグランザイム Bの発現が見られ
たが，パーフォリンの発現がないために細胞
傷害活性をもたないと考えられた。そこでこ
の細胞株にパーフォリン遺伝子を導入し，細
胞傷害活性を測定したところ，それでも活性
はほとんど見られず，これらのエフェクター
分子の発現のみでは細胞傷害には不十分で
あることが示唆された。 
⑤ この細胞に Eomes 遺伝子を導入したとこ
ろ，DO11.10 細胞では見られなかったパーフ
ォリン遺伝子の誘導が見られ，また高い細胞
傷害活性が見られた。このことは Eomes が単
にパーフォリンやグランザイムといった機
能分子の誘導を行うだけでなく，これらの分
子が機能できる環境も作っていることが示
唆していると考えられる。 
⑥ この Eomes 導入株では FasL の発現も確認
され，Eomes 遺伝子単独導入により，CD8 陽
性 CTL で使用される両方の細胞傷害経路が活
性化されることが示された。 
⑦ 一方，Eomes 遺伝子導入による，ヘルパー
機能への影響を調べるために CD154分子の発
現誘導について検討したところ，FasL とは反
対にその発現上昇が抑制されることが示さ
れた。すなわち Eomes 遺伝子は細胞傷害機能
を活性化するのみならず，ヘルパー機能につ
いては抑制する機能を有することが示唆さ
れた。 
 
(2) もう１つの T-box 転写因子 T-bet につい
ての検討 
CD8+ CTL は Eomes の近縁分子 T-bet も発現し
ているため，T-bet についても同様の検討を
行った。その結果，T-bet についても Eomes
と全く同じ結果が得られた。すなわち，その

遺伝子の単独導入により，2 つの細胞傷害経
路（パーフォリン経路と FasL 経路）が活性
化され，また CD154の発現上昇は抑制された。
これにより，細胞傷害活性付与において，２
つの候補遺伝子を得ることができた。（図２） 
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(3) Eomes 遺伝子導入による発現遺伝子変化
の解析 
抗腫瘍治療では Eomes や T-bet 遺伝子を導入
した細胞を生体に戻すことになり，その副作
用の可能性を把握するためにはこれらの転
写因子の標的遺伝子について十分な情報を
得る必要がある。そこで次にマイクロアレイ
法により，Eomes 遺伝子導入により変化する
発現遺伝子のパターンについて解析した。そ
の結果，グランザイム Kや NKG7，CD160，Ly6C
や Slamf7 など細胞傷害性細胞に高発現して
いる遺伝子の誘導が観察され，Eomes はこれ
らの遺伝子の誘導にも関与していることが
示された。 
 
(4) Eomes トランスジェニックマウスの作成 
Eomes 遺伝子を導入した CD4 陽性細胞を体内
に戻した場合の，その個体の免疫応答への影
響を解析するために，その極端な系として，
Eomes を T 細胞全体に発現させるようなトラ
ンスジェニックマウスを作成している。現在
２つのラインが得られており，その導入遺伝
子の発現様式について解析している。 
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