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研究成果の概要（和文）：　近年、トリインフルエンザ、エイズ等の新興・再興感染症や日和見感染症、持続・潜伏感
染症が、人類にとっての新たな脅威となってきている。これらの感染症の治療戦略として免疫遺伝子治療が期待されて
いる。我々は、「リンパ球チップ」という革新的な抗原特異的リンパ球単離技術を応用し、感染症患者の血液や組織か
ら、病原菌特異的ヒトTリンパ球/Bリンパ球を効率良く同定し、そのリンパ球からＴ細胞受容体（TCR）/抗体遺伝子を
迅速（1-2週間）に単離し、ウイルス感染症に対する個の免疫医療の道を開くための基盤技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：Recently, the emerging and re-emerging infectious diseases such as avian flu and A
IDS, and other opportunistic or latent infectious diseases are threatening human beings. Immunotherapy via
 virus-specific monoclonal antibody and cytotoxic T cells is the most likely candidate to treat these fear
ful infectious diseases. We had developed a novel and innovative method, called "lymphocyte chip", to isol
ate human antigen-specific antibody-secreting cells from peripheral blood of patients with infectious dise
ases. In this research, we improved the lymphocyte chip method to clone efficiently and rapidly (within 10
 days) antigen specific-antibody or TCR genes from individual lymphocytes of virus-infected patients as we
ll as cancer patients, which may facilitate personalized immunotherapy for infectious diseases as well as 
cancer.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、SARS、トリインフルエンザ、エイズ
等の新興・再興感染症や日和見感染症、持続・
潜伏感染症、さらには、天然痘などの細菌兵
器が、人類にとっての新たな脅威となってき
ている。これらの感染症や細菌兵器の治療戦
略として免疫遺伝子治療が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、我々が世界に先駆けて独自に開
発した「リンパ球チップ」という革新的な抗
原特異的リンパ球単離技術を応用し、感染症
患者の血液や組織から、病原菌特異的ヒトT
リンパ球/Bリンパ球を効率良く同定し、その
リンパ球からＴ細胞受容体（TCR）/抗体遺伝
子を迅速（1-2週間）に単離し、ウイルス感染
症に対する個の免疫医療の道を開くための基
盤技術を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1）リンパ球チップの改良：従来リンパ球を
細胞チップ上の微小ウェルに導入するのに、
重力沈降のみを利用していたため、少数の細
胞を効率よくチップにアレイすることが困
難であった。本研究では、磁気盤をチップに
配置した磁気チップを種々の磁気ビーズを
細胞に付着させ、どのようなサイズ・形状の
磁気盤と磁気ビーズの組合せが細胞のウェ
ルへの導入に最適化であるかを検証する。 
(2）ISAAC 法の改良：Nature Medicine に発
表したISAAC法による抗原特異的抗体産生細
胞の検出のためには、ボランティアにワクチ
ン等を接種する必要があった。ワクチン等の
接種による血液提供者への負担及び接種可
能な抗原が限られているということから、
ISAAC 法のヒトへの応用は限定されていた。
その欠点を改善し、ISAAC 法を発展させるた
めに、リンパ球を in vitroにてサイトカイ
ン等で刺激することにより、それらの細胞を
効率よく抗体分泌細胞へ分化させる系を確
立する。 
(3)抗原特異的 T細胞の単一細胞レベルでの
検出法（T-ISAAC）の確立：抗原特異的 T細
胞の検出することを目的として、以下の 3種
類の検出法を検討する。すなわち、①抗原で
ある MHC/ペプチド五量体（MHC/p）を T細胞
へ結合させ、セルソータを用いて単一細胞を
分離する方法、②抗原でリンパ球を刺激しサ
イトカインの産生を指標にセルソータを用
いて単一細胞を分離する方法、③抗原でリン
パ球を刺激しサイトカイン産生を細胞チッ
プを用いて検出し単一細胞を分離する方法

（ISAAC 法の応用）の 3つである。 
(4）取得 TCR の機能解析法の確立：取得した
TCR の機能を解析することを目的として、増
幅した TCR 遺伝子を相同組換え法により発現
ベクターに組込み、レトロウイルスを用いて
TCR 欠損 T細胞株（TG40）に TCR/TCR遺伝
子を導入し、TCR/CD3 分子を膜に発現させる。
TC40 には、あらかじめ、ヒト/マウスの CD4
あるいは CD8 遺伝子を導入しておく。次に、
TCR 導入 TG40 細胞を、ペプチドを発現させた
抗原提示細胞あるいは MHC/ペプチドで刺激
し、活性化マーカーCD69 の発現を FACS で測
定、あるいは IL-2 産生能を ELISA で測定する
ことで、TCR の機能を解析する。 
 
４．研究成果 
(1）リンパ球チップの改良：これまでに、ウ
ェルと同数の細胞をチップに添加した場合、
約 20％のウェルにしか細胞を導入すること
ができなかったが、磁気ビーズと磁気チップ
の組合せにより約 60～70％のウェルに細胞
を導入できた。この結果、今後より微量のサ
ンプルをチップで解析することが可能にな
り、患者を含め血液提供者の負担をより軽減
でき、抗体医薬開発と抗原特異的 T細胞治療
を加速できる。 
(2）ISAAC 法の改良：リンパ球を in vitro
にてサイトカイン等で刺激することにより、
感染症から回復した患者血液中のリンパ球
から約100倍効率よくウイルス特異的抗体分
泌細胞を検出することができた。これらの成
果により、今後目的の抗体を保有している健
常人ないし患者に大きな負担をかけること
なく、少量（5～10 mL）の血液より抗原に制
限されることなく目的の抗体を取得できる
ことが可能になり、抗体医薬開発に大きく貢
献できることが期待される。 
(3）抗原特異的 T細胞の単一細胞レベルでの
検出法（T-ISAAC）の確立：抗原である MHC/
ペプチド五量体（MHC/p）を T細胞へ結合さ
せ、セルソータを用いて単一細胞を分離する
方法、および、抗原でリンパ球を刺激しサイ
トカインの産生を指標にセルソータを用い
て単一細胞を分離する方法は、目的細胞の頻
度が低い場合、バックグランドノイズに隠れ
てしまうということが実証された。 
 抗原でリンパ球を刺激しサイトカイン産
生を細胞チップを用いて検出し単一細胞を
分離する方法（ISAAC 法の応用：T-ISAAC）の
方法は、細胞を分離するのに約半日費やする
が、シグナルの形状でシグナルかノイズかを
判別できるため、目的細胞の頻度が非常に低



い場合でも確実に目的細胞を検出できた。さ
らに、患者からの少量のサンプルに対応でき
た。従って、最終成果として、T-ISAAC 法に
より、50％以上の正確性で、抗原特異的Ｔ細
胞を取得できる方法の確立できた。 
(4）取得 TCR の機能解析法の確立：増幅した
TCR 遺伝子を発現ベクターに組込み、あらか
じめ、ヒト/マウスの CD4 あるいは CD8 遺伝子
を導入した TCR 欠損 T細胞株（TG40）に
TCR/TCR遺伝子を導入し、TCR/CD3 分子を膜
に発現させ、ペプチドを発現させた抗原提示
細胞あるいは MHC/ペプチドで刺激し、活性化
マーカーCD69 の発現を FACS で測定、あるい
はIL-2産生能をELISAで測定することでTCR
の機能を解析することが可能となった。この
成果により、抗原特異的 T細胞の検出から、
TCR 遺伝子の取得・機能検証までを全体とし
て約 10 日間で行える画期的なシステムを確
立することができた。従来法では、抗原特異
的 TCR 遺伝子を取得するまでに約 3カ月以上
も要したので、約 1/10 の期間で TCR 遺伝子を
取得することが可能となり、本方法は画期的
といえる。 
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