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研究成果の概要（和文）：T細胞に発現する補助刺激分子は、T細胞の分化・生存を司る重要な分子群であり、補
助刺激分子によるT細胞活性化機構の解明は、効率よいワクチンの開発などに重要な課題である。本申請研究で
は、申請者がこれまでに見出した新規補助刺激分子シグナル下流分子の機能探索を行うための実験手法の樹立を
目的とした。そこで、1）標的遺伝子を欠損させたT細胞をin vitroで作製し、2）それを動物に移入することで
生体内での機能を解析する実験系の樹立を試みた。遺伝子欠損法に関しては今後の更なる条件検討が必要であっ
たが、T細胞を移入し生体応答を評価する実験法をセットアップすることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Co-stimulatory molecules expressed on T cells are an important group of 
molecules that regulate T cell differentiation and survival. Investigating the mechanisms of T cell 
activation by co-stimulatory molecules is one of the important issues for the development of 
efficient vaccines. Previously we investigated the molecules involving co-stimulatory signals by 
affinity purification followed by mass-spectorometry, and found novel interacting partners of PI3K. 
In this research, we attempted to establish an experimental method to disrupt genes of interest on T
 cells in vitro, and analyze their functions in vivo using adoptive T cell transfer experiments. 
Although further studies on the gene deletion method were needed, we succeeded in setting up an 
experimental method to transfer T cells and evaluate their in vivo responses.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、今後申請者がT細胞の補助刺激分子シグナル経路の解析を行うために必須の実験系の樹立などを行
うことに成功した。T細胞に発現する補助刺激分子はT細胞の分化・生存を司る重要な分子群である。また、近年
では補助刺激分子シグナルの違いは、T細胞の記憶細胞への分化や抗体産生を促す濾胞性ヘルパーT細胞の分化に
影響を与えることが明らかとなってきている。今後の遂行状況次第では、T細胞の記憶細胞への分化機構などの
新規メカニズムの解明などが期待できる。そのため、より効率良く免疫記憶を誘導できるワクチン法の開発など
に貢献できる可能性もある。

※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 
 
免疫記憶を司る T 細胞の人工的な活性化制御は、がんや感染症に対抗するための創薬標的とし
て注目されている。その中でも T 細胞に発現する補助刺激分子は T 細 胞の分化・生存を司る重
要な分子群である。その為補助刺激分子による T 細胞活性化機構の解明は、効率よいワクチン
の開発などに重要な課題である。申請者は、本研究開始前の留学先での研究において、T 細胞補
助刺激分子シグナルに関連する機能未知の分子をいくつか同定していた。標的候補が複数存在
したため、遺伝子欠損動物の作成ではなく、in vitro で遺伝子欠損を導入できる CRISPR-Cas9
法の使用を想定して実験の提案・計画を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、この機能未知分子の T 細胞での役割を解明するために、in vitro で T 細胞に遺伝子
欠損を行う手法の樹立と、遺伝子機能を評価するための動物実験法の樹立を行うことを目的と
した。これらを確立し、候補遺伝子を欠損させて T 細胞応答などを確認することで、それぞれ
の分子と補助刺激シグナルとの関連や免疫学的役割の解明を行うことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
候補遺伝子を in vitro で欠損させる手法として、Cas9 を恒常的に発現するマウス（Chiou SH et 
al, Genes Dev, 2015）と、gRNA を発現するレトロウイルスベクター（Theisen et al、Science, 
2018）を検討した。また、生体内での標的遺伝子の機能を評価する実験系として、T細胞の移入
と感染モデルを用いた実験系の樹立を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
2022 年度での研究成果 
 
当該年度は、これらの分子の機能を検討する実験系の立ち上げなどに従事した。このためにまず、
所属研究所の共通機器であるフローサイトメーターを用いて免疫反応後に増殖する T 細胞のサ
ブセット解析を行う条件検討や抗体パネルの作成を行なった。また、今後使用する動物実験モデ
ルの検討を行い、T 細胞応答を観察 するために最適な条件を見出すことに成功した。また、今
後の実験に必須であった T 細胞の移植モデルの実験系も樹立し、移植した抗原特異的 T 細胞が
免疫応答にともなって活性化し増殖していることも確認できた。 これらの結果によって、本研
究の目的とする、特定の分子の T細胞内での機能を検討する実験系を樹立することができた。そ
こで今後は今回樹立した実験系と、CRISRR-Cas9 を用いた実験系を組み合わせ、申請者がこれま
でに見出している T 細胞補助刺激シグナル伝達経路に関与する機能未知の分子の機能解析を行
う予定である。 
 
2023 年度での研究成果 
 
当該年度では、1) CRISRR-Cas9 を用いた実験系を樹立すること、2) レトロウイルスベクターを
用いた T細胞への遺伝子導入実験の条件検討を行なった。 
１）では、gRNA を供与するシステムとして、Theisen et al で使用されているレトロウイルスベ
クターを使用した。条件検討を行うために、申請者が以前に使用した CD5 に対する gRNA 配列を
使用し、CD5 陰性細胞を FACS で検出した。しかしながら、今回用いた T細胞での実験系では gRNA
の発言量が少なく十分な CD5 陰性細胞が検出できなかった。そこで、今後の方策として別の gRNA
を供与するレトロウイルスベクターを addgene より入手し検討を行う予定である。 
２）では、今後必要になる gRNA を導入した T細胞を動物に移入し免疫応答を検討する実験系の
検討を行った。検討を行うため、認識抗原既知の TCR をコードするレトロウイルスベクターを作
製し実験を行った。活性化 T細胞にレトロウイルスベクターを感染させ、その後の T細胞応答を
in vitro の実験系、及び前年度に樹立した T 細胞移入法を用いた動物実験系を用いて検討を行
った。レトロウイルスベクター感染後の T細胞は in vitro での反応、生体内での定着率がレト
ロウイルスベクター非感染細胞と比較してよくないことが明らかとなった。そこでレトロウイ
ルスベクター感染後の T細胞の培養条件を検討し、実験を行ったところ、in vitro での反応性、
生体内での定着率共に上昇する条件を見出すことができた。 



 
以上の研究を通して、本研究では、今後申請者が T細胞の補助刺激分子シグナル経路の解析を行
うために必須の実験系の樹立などを行うことに成功した。T細胞に発現する補助刺激分子は T細
胞の分化・生存を司る重要な分子群である。また、近年では補助刺激分子シグナルの違いにより、
T 細胞の記憶細胞への分化や抗体産生を促す濾胞性ヘルパーT 細胞の分化に重要であることが明
らかとなってきている。今後の遂行状況次第では、T 細胞の記憶細胞への分化機構などの新規メ
カニズムの解明などが期待できる。そのため、より効率良く免疫記憶を誘導できるワクチン法の
開発などに貢献できる可能性もある。 
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