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研究成果の概要（和文）： 

 近年、腫瘍特異的Ｔ細胞レセプター（TCR）遺伝子導入による悪性腫瘍に対する新規遺伝子治
療が注目されている。さらに、TCR 遺伝子産物を可溶化し、様々な修飾を加えて、がんの治療
や免疫療法感受性の予測などに応用しようとする試みが始まろうとしている。本研究では、そ
の基礎研究として、我々が樹立した WT1,hTERT および Aurora-A kinase 特異的細胞傷害性 T 細
胞（CTL クローン）から TCR 遺伝子を単離し、末梢血 T細胞に遺伝子導入して作製した人工 CTL
の様々な抗腫瘍効果を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we attempted to establish a novel immunotherapy for cancer using tumor 
antigen-specific soluble T-cell receptor (TCR). The data obtained from the series of 
experiments are follows. 1) WT1, hTERT, and Aurora-A kinase-derived peptide-specific 
cytotoxic T cell (CTL) clones were established. 2) TCR genes were isolated from these 
CTL clones. 3) A novel retrovirus vector expressing TCR genes and inhibiting expression 
of endogenous TCR has been developed. 4) WT1-specific hTERT-specific, and Aurora-A 
kinase-specific TCR gene-transduced T cells showed antigen-specific cytotoxicity and 
exerted anti-leukemia effects in vitro and in vivo. Now, we are attempting to produce 
WT1-specific soluble TCR molecules. 
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１．研究開始当初の背景 

現在開発されつつあるがんワクチンは、が
ん特異的細胞傷害性 T 細胞（CTL）の体内誘
導を主な目的としている。CTL はその細胞表
面に発現されている T 細胞受容体（TCR）に
よって、がん細胞表面の HLA とがん特異的抗
原由来ペプチドとの複合体を特異的に認識
して排除する。そこで、がん特異的 TCR 遺伝

子を末梢血Ｔ細胞に遺伝子導入して、人工
CTL を作製し、その養子免疫による新規免疫
遺伝子治療の開発が進んでいる。 
CTL を用いた養子免疫療法を主体とする細

胞免疫療法は、CTL の標的となるがん抗原由
来ペプチドと HLA との複合体（HLA/ペプチド
複合体）ががん細胞表面に十分量発現されて
いることを前提としている。しかし、その評
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価方法は、mRNA の半定量的 PCR 法や、免疫染
色を用いた間接的評価であり、HLA/ペプチド
複合体を直接評価しているのではない。これ
が、がん免疫療法の臨床的効果の不安定さに
深く関わっていると考えられるが、HLA/ペプ
チド複合体を直接定量出来る方法は、未だ確
立されていない。我々は、これまで数々のが
ん抗原ペプチドの同定を行い、その抗原特異
的 CTL クローンを樹立してきた実績を持つ。
さらに、その CTL クローンから単離した TCR
遺伝子を導入した人工 CTLの臨床応用の可能
性を報告した。現在、がん特異的 TCR を用い
た免疫遺伝子治療の臨床研究計画が進行し
ている。本研究では、このTCR遺伝子・・・・
鎖タンパク質二量体分子を溶液中で安定的
に結合させた、モノクローナル抗体様構造で
ある可溶性 TCR 分子を作成して、がん細胞表
面の HLA/ペプチド複合体を直接標識する方
法を確立し、その定量的評価や新規治療法へ
の応用を目指す斬新的発想に至った。 
 
２．研究の目的 
 我々がこれまでに樹立した、がん関連抗原
を特異的に認識する CTL クローンから TCR 遺
伝子を単離し、その発現ベクターを構築する。
さらに、TCR 遺伝子導入Ｔ細胞の様々な機能
を解析する。最終的に、TCR 遺伝子産物を合
成し、可溶性 TCR を作製することを目的とし
た。今回は、一連の研究の初期段階として、
TCR 遺伝子の単離と発現ベクターの構築、さ
らにはその遺伝子発現Ｔ細胞の機能解析を
遂行した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
３．研究の方法 
（１）がんおよび白血病特異的 CTL クローン
樹立：すでに報告した方法によって、WT1, 
hTERT および Aurora-A kinase 由来ペプチド
特異的 HLA 拘束性 CTL クローンを樹立した。 
（２）TCR 遺伝子クローニングおよび発現ベ
クター構築：これら CTL クローンから完全長
TCR-α および TCR-β鎖 cDNA を単離した。さ
らに、タカラバイオ株式会社との共同研究に
よって、内在性 TCR 発現を抑制する（si-TCR）
WT1-TCR, hTERT-TCR および Aurora-A-TCR 発

現レトロウイルスベクターを構築した。 
（３）In vitro T 細胞機能解析：まず、TCR
遺伝子導入による HLA拘束性ペプチド特異性
の獲得を、テトラマー解析ならびに 51Cr 放出
細胞傷害試験で確認した。次に、腫瘍細胞に
対する細胞傷害性を同様に確認した。他方、
ケモカインレセプター遺伝子導入による機
能獲得を、対応ケモカインによるケモタキシ
スならびに発光システムによる in vivo モデ
ルで解析した。 
（４）遺伝子導入 T細胞移入効果判定：まず、
コントロール CTL、TCR 遺伝子単独導入 CTL、
および TCRとケモカインレセプター遺伝子同
時導入 CTL の抗腫瘍効果を in vitro で検討
した。さらに、腫瘍細胞移植マウスにこれら
の CTL を移入し、腫瘍への集積と抗腫瘍効果
を in vivo で検討した。 
 
４．研究成果 
（１）新規レトロウイルスベクターの構築 
我々は、タカラバイオ株式会社との共同研究
で、内在性 TCR 発現を抑制し、発現させたい
TCR のみを選択的に発現できる新規レトロウ
イルスベクターを構築した。このベクターを
用いることで、目的とすべき TCR 発現効率が
向上し、内在性 TCR ならびにミスペアリング
TCR の発現を抑制できることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）TCR 遺伝子導入Ｔ細胞の抗原特異性の
獲得 
 WT1-TCR, hTERT-TCR および Aurora-A-TCR
発現人工 CTL の抗原特性を検討したところ、



 

 

親 CTL クローン同様に、WT1, hTERT および
Aurora-Aペプチド特異的HLA拘束性の細胞傷
害活性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）TCR 遺伝子導入Ｔ細胞の抗白血病効果 
 HLA-A24 陽性 WT1 発現ヒト白血病細胞を NOG
マウスに移植後、コントロール CD8 陽性Ｔ細
胞（コントロール CTL）または WT1-TCR 遺伝
子導入人工 CTL を移入した。その後、マウス
の生存率、ならびにヒト白血病細胞のマウス
体内での増殖を経時的に観察した。その結果、
WT1-TCR遺伝子導入CTLを移入した場合のみ、
明らかな白血病細胞の増殖抑制とマウスの
生存期間延長が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 以上のことから、がん特異的 TCR 遺伝子導
入Ｔ細胞を用いた養子免疫療法は、安全で効
率的ながん治療法となることが示された。現
在、我々が単離した TCR 遺伝子を用いて、TCR
タンパク質の合成を試みており、可溶性 TCR
による新規治療法の開発も遂行している。 
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