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研究成果の概要（和文）：癌免疫療法の成功には、『質』の良い免疫反応を起こすメモリーT細胞の形成が不可欠であ
る。これまでに我々は、T細胞のメモリーおよびエフェクターT細胞への分化を制御すると推測される遺伝子Aを同定し
、T細胞特異的にこの遺伝子Aを欠損するコンディショナルノックアウトマウスを作製した。本研究では、リステリア感
染症モデルを用いて、このマウスのメモリーT細胞形成を評価した。その結果、遺伝子Aを欠損するT細胞は、野生型のT
細胞と比較して、メモリーT細胞マーカーであるCD127およびCD62Lを高発現するとともに、二次免疫応答を強く示した
。以上より、遺伝子AはメモリーT細胞を制御することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The induction of tumor-associated antigens (TAAs)-specific memory T cell and its m
aintenance are essential for ideal cancer immunotherapy. However, mechanism of memory T cell development r
emains unclear. In this study, we investigated the role of gene A in a murine Listeria monocytogenes infec
tion model. As expected, gene A-deficient T cells exhibited high level of CD127 and CD62L expression after
 infection, leading to enhanced memory T cell formation. In addition, gene A-deficient memory T cells show
ed enhanced proliferative response after secondary infection.
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１．研究開始当初の背景 
 今日、世界中で癌に対する免疫療法が注目

され、臨床試験も含め、多くの研究が盛んに

行われている。確かに癌免疫療法による治療

効果は認められるものの、その強さや効果が

出現する頻度は十分とは言い難いのが現状

である。この現状を打開するための戦略のひ

とつとして、メモリーT細胞の増大がある。

一般に T細胞は、メモリーT細胞とエフェク

ターT細胞に大別される。メモリーT細胞は

長期間にわたって体内で維持され、再び抗原

が暴露するとエフェクターT細胞に分化し癌

細胞などを攻撃する。興味深いことに、T細

胞移入療法の研究で、メモリーT細胞は直接

癌細胞を攻撃するエフェクターT細胞よりも

癌拒絶効果が強いことが報告されている。現

在、世界中で実施されている癌免疫療法の多

くは、メモリーT 細胞よりもエフェクターT

細胞の誘導に重点をおいているために、不安

定で弱い癌拒絶効果にとどまっていると考

えられる。したがって、癌免疫療法によって

腫瘍細胞を攻撃しうるメモリーT細胞を誘導

し、抗腫瘍免疫応答の『質』を改善すること

が求められる。しかしながら、メモリーT細

胞の形成に関与する分子メカニズムは明ら

かでない。 
 
２．研究の目的 

 本研究課題では、我々が、これまでに同定し

たメモリーT 細胞制御遺伝子と推測される遺伝

子 A（特許申請のため、仮名）に着目する。この

遺伝子AのT細胞における機能を解析・理解す

ることにより、メモリーT 細胞の効率的な誘導方

法を探索し、上記の問題を解決し臨床応用へ向

けた研究基盤を確立することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 エフェクターT細胞に高発現する遺伝子 Aは

酵素として働くことが知られている。我々は、この

遺伝子 A 酵素によって生成される物質 B をヒト

T細胞培養系に添加することで、T細胞をエフェ

クターT 細胞に分化させることを見出した。反対

に、物質 Bに対する阻害剤を添加することで、メ

モリーT細胞が効率的に誘導された。また、期待

通りに、この方法で誘導されたメモリーT 細胞は、

アポトーシス抵抗性や高い自己複製能・多分化

能、そして免疫不全マウスにおける強い免疫再

構築能を示した。一方、エフェクターT 細胞は、

これらの機能が低下していた。以上の結果は、

遺伝子 Aが T細胞の分化運命決定（つまりエフ

ェクターT細胞もしくはメモリーT細胞になるかど

うか）を制御しうることを示唆する。この遺伝子 A 

の働きが in vitroの特殊な環境だけでなく生

理的な in vivo においても観察できるか遺伝

子改変マウスを作製し解析を行った。 

４．研究成果 

(1) T 細胞特異的遺伝子 A ノックアウト

(A-CKO)マウスの解析 

 これまで、遺伝子 Aノックアウトマウスは

胎生致死となるため、T細胞における遺伝子

A の詳細な働きは不明であった。そこで、

CD4-Cre マウスを用いて T 細胞特異的に遺

伝子 A を欠損する A-CKO マウスを作製し、

T 細胞の表現型を解析した。A-CKO におけ

る T細胞の発生は、胸腺細胞の解析により正

常に起こることが明らかになった。次に、メ

モリーT細胞に高発現し、メモリーT細胞の

マーカーとして用いられる CD62L および

CD127の発現を解析したところ、期待した通

りに、A-CKO マウスの T 細胞において、こ

れらの分子の発現が増強していることが明

らかとなった。特に、CD62L の発現増強は

顕著であり、この発現増強が T細胞の機能に

影響を及ぼすか検討した。その結果、CD62L

の発現増強によって A-CKO由来 T細胞のリ

ンパ節へのホーミング能が亢進していた。以

上の結果は、遺伝子 A欠損 T細胞はメモリー

T細胞を形成しやすいことを示唆した。 

 また、重要なことに、CAGG-CreER マウ

スとの交配によって得られたタモキシフェ

ン誘導性コンディショナルノックアウトマ



ウスにタモキシフェンを投与すると、T細胞

における CD62L の発現が上昇した。一方、

その他の臓器では異常は認められず、マウス

の体重も変化は認められなかった。 

 

(2) リステリア感染症モデルを用いた

A-CKO マウスにおけるメモリーT 細胞形成

能の評価 

 上記の結果より、遺伝子 A欠損 T細胞はメ

モリーT細胞形成能が亢進していることが考

えられた。これを確認するために、遺伝子

Af/f, CD4-Cre+/-, OT-I+/-, Rag1-/-, CD45.1+, 

CD45.2+マウス、およびコントロールとして、

遺 伝 子 Af/f, CD4-Cre-/-, OT-I+/-, Rag1-/-, 

CD45.1+, CD45.2-マウスを作製し、これらの

マウスより CD8+ T細胞を分離し 1:1の割合

で混合した後、野生型マウス (CD45.1-, 

CD45.2+)に移入した。その後、OVA タンパ

クを発現する組換えリステリアモノサイト

ゲネス(LM-OVA)を尾静脈より感染させ、経

時的に移入したT細胞の割合の変化を観察し

た。遺伝子 A欠損 T細胞は、コントロール T

細胞に比べて、effector phaseである day 7

で有意にその頻度が低下していた。しかしな

がら、contraction phaseである day 14では

逆に、遺伝子 A欠損 T細胞の頻度が有意に増

加しており、この現象はmemory phaseであ

る day 87 においても観察された。さらに、

遺伝子 A 欠損 T 細胞は、CD62L および

CD127 の発現がコントロール T 細胞に比べ

て有意に高く、セントラルメモリーT細胞で

ある CD62L+CD127+分画の細胞頻度が上昇

していた。また、CD127+KLRG1-で定義さ

れるメモリーT 細胞の前駆細胞である

memory precursor effector cell (MPEC)が遺

伝子 A欠損 T細胞で有意に多く、逆にメモリ

ーT 細胞にはならない CD127-KLRG1+の

short lived effector cells (SLEC)が減少して

いた。 

 以上の結果より、遺伝子 A欠損 T細胞はメ

モリーT細胞を形成し易いことが明らかとな

った。 

 

(3) T 細胞受容体(TCR)遺伝子導入による癌

抗原特異的 T細胞の作製 

 本研究課題の最終目標は、メモリーT細胞

を軸とした新規癌免疫療法を開発すること

である。したがって、マウスなどの動物実験

で得られた結果を迅速に臨床応用するため

の研究基盤を確立する必要がある。そこで、

新規癌免疫療法を評価するためのプラット

フォームとして T細胞受容体(TCR)遺伝子導

入による癌抗原特異的ヒトT細胞の作製を行

った。 

 我々は、これまでに癌抗原である WT1 特

異的ヘルパーT 細胞クローンやキラーT細胞

クローンを得ている。これらの T細胞クロー

ンより TCR 遺伝子を単離し、ヒト CD4+T

細胞もしくは CD8+T細胞にレンチウイルス

ベクターを用いて遺伝子導入した。TCR導入

CD4+T 細胞は期待通りに、WT1 特異的に

Th1 タイプサイトカインを大量に産生した。

さらに、この CD4+T細胞はヘルパー活性の

みならず WT1 を発現する白血病細胞に対し

て細胞傷害活性を示した。また、キラーT細

胞クローン由来 TCR を導入された CD8+T

細胞も、期待通りに、WT1を発現する癌細胞

を傷害した。 

 この TCR 遺伝子導入による癌抗原特異的

T細胞の作製技術は、新規癌免疫療法の戦略

評価に貢献するプラートフォームになりう

ると期待される。 
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