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研究成果の概要（和文）：細胞チップを用いた個の免疫医療の創生を目的として、1) 磁気盤をチップに配置し
た磁気チップに、磁気ビーズをコートした細胞を播種する方法を開発した。2)抗原特異的サイトカイン産生T 細
胞を、各ウエルから細胞を1個づつ回収し、TCR alpha鎖、beta鎖の遺伝子配列を効率良く決定することができ
た。3) 細胞チップ上で抗原特異的CD4+ T細胞を検出する方法を確立した。4)取得したTCRの機能解析法を改良し
た。5）sTCR（V領域とC領域を含む２量体）とscFv-TCR（単鎖可変領域からなる1量体）の構築に成功した。6）
中和能を有するヒト抗ウエストナイルウイルスモノクローナル抗体を4個樹立した。

研究成果の概要（英文）：To develop an innovative lymphocyte chip to establish personalized 
immuno-therapy for infectious diseases, 1) We developed a new lymphocyte chip using microwave-coated
 chip that were able to efficiency trap single microwave-beads coated lymphocytes. 2) We succeeded 
in retrieving a single antigen-specific T lymphocytes from lymphocyte chip and efficiently analyzing
 TCR gene sequences of alpha- and beta-TCR gene. 3) We succeeded in detection of  antigen-specific 
CD4-positive T lymphocytes using lymphocyte chip. 4) We improved a method for verifying TCR function
 using various target cell lines. 5) We successfully constructed sTCR ( a dimer containing TCR 
V-region and TCR C-region) and scFv-TCR ( a monomer containing V-alpha gene and V-beta gene in a  
single polypeptide).  6) We established 4 kinds of human anti-West Nile virus monoclonal antibodies 
with neutralizing activities.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 「個の免疫医療システムの開発」:「個の
免疫医療システムの開発」とは、患者から抗体
やT細胞が発現するTCRのcDNAを迅速に取得し、
遺伝子工学手法で治療用モノクローナル抗体
(MoAb)や傷害性Tリンパ球(CTL)を作製し、感染
症やがん患者の治療に用いるものである。その
基盤技術として、1個のリンパ球から抗体やTCR
遺伝子を迅速に取り出す技術が必須であるが、
その基盤技術の開発は困難であった。 
(2）「リンパ球チップの開発」：個々の細胞を
解析するための細胞マイクロアレイとして、ス
ライドグラスに蛋白質を結合したチップの開
発（MacBeath G. Science 289;1760, 2000）や、
発現型ベクターに挿入したcDNAをスポットし
たマイクロアレイの開発（Ziauddin J. Nature 
411:107, 2001）が報告されたが、これらの方
法はスライドグラス一面に細胞を培養するの
で、細胞は不均一に分布し、さらに細胞の回収
ができないというデメリットがあった。我々は、
1個のリンパ球を直径10㍈のマイクロチップに
補填し、それを回収し、単一細胞の遺伝子解析、
特に抗体遺伝子解析ができる画期的なシステ
ム「リンパ球チップ」の構築に世界で初めて成
功した（ Yamamura S. et al. Analytical 
Chemistry, 2005）。さらに、このリンパ球チ
ップを用いて、ヒト抗原特異的B 細胞の同定と
ヒトMoAbの迅速作製法（ISAAC:Immunospot 
array assay on a chip）を確立した（Jin A. et 
al, Nature Medicine, 2009, Jin A. et al, 
Nature Protocols, 2011）。 
 そして、このISAAC法を用いて、ワクチン接
種されたヒト末梢血からＢ型肝炎ウイルス、イ
ンフルエンザウイルスに対する強力な中和活
性を有する多数のヒトモノクロナル抗体
（MoAb）を極めて短時間（7日以内）に作成す
ることに成功した（Tajiri K. Antiviral Res. 
2010, Ozawa et al. Antiviral Res. 2011）。 
 さらに、このシステムを発展させ、ウサギ
の末梢血、骨髄、リンパ節から極めて高親和
性（Kd:10-12以上）の蛋白あるいはリン酸化ペ
プチドに対するMoAbを7日間で取得する方法
（Rabbit ISAAC）を確立した（Ozawa T, et al. 
PLOS One, 2012）。これらのヒト・ウサギISAAC
システムは、世界最速で高品質のヒト・ウサ
ギMoAb作製法として世界で注目されている。 
(3)世界最速の TCR 遺伝子クローニングシス
テムの開発に成功：次に、我々は、細胞性免
疫の中心的役割を担うＴ細胞受容体（TCR）
遺伝子を迅速に単離するシステム（hTEC10: 
human TCR efficient cloning within 10 
days）の開発に挑戦した。その結果、EB ウイ

ルス感染者とがん患者の末梢血から、それぞ
れ 200 個以上の機能的なキラーT 細胞の TCR
遺伝子を、世界最短の 10 日間で取得するこ
とに成功した（Kobayashi E. et al. Nature 
Medicine, 2013）。しかしながら、hTEC10 シ
ステムの問題点は、抗原特異的 T細胞を検出
するために特定の MHC/ペプチドのテトラマ
ーで染色し、FACS で単細胞を分離する必要が
あり、臨床応用に限界があることである。 
(4）新技術(T-ISAAC)の開発と臨床応用への
挑戦：そこで、本研究では我々が持つ革新的
チップ技術をTCR遺伝子の迅速取得に応用し、
感染症から世界最速で網羅的にTCRが取得で
きる新技術（T-ISAAC）を開発し、エイズや
ウエストナイル脳症などのウイルス感染症
や細菌兵器に対する「個の免疫医療の基盤技
術の創成」に挑戦する。 
 
２．研究の目的 
近年、SARS、トリインフルエンザ、赤痢菌、
エイズ、ウエストナイル脳炎などの新興・再
興感染症、日和見感染症、輸入感染症、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。人的交流
のグローバル化、高齢化、地球温暖化等のさ
まざまな要因により、感染症は今後ますます
深刻化することが懸念される。本研究は、
我々が独自に開発した「リンパ球チップ」と
いう革新的なリンパ球単離技術を基盤とし
て、感染症の血液や組織から、病原菌特異的
ヒト Bリンパ球と Tリンパ球を効率良く同定
し、抗体および T 細胞受容体（TCR）cDNA を
迅速に単離し、感染症に対する「個の免疫医
療システム」を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 平成 26 年度に、1）新規マイクロウエルチ
ップの開発、2）T-ISAAC 法の確立、3）抗原
特異的 CD8+T 細胞の単一細胞の検出法、4）抗
原特異的 CD4+ T 細胞の検出、5）単一 T細胞
からの TCR 遺伝子取得法の改良を行なう。そ
の成果を基盤に、平成 27年度以降に、6）取
得 TCR の機能解析法の改良、7）可溶化 TCR
（fsTCR）作製法の確立、8）エイズウイルス
に対する有効な迅速ヒト抗体/TCR 取得、9）
ウエストナイルウイルスに対する有効な迅
速ヒト抗体/TCR 取得を目指す。 
 
４．研究成果 
平成 26 年度の研究成果 
(1）リンパ球チップ法のための、新規マイク
ロウエルチップの開発を目的として、磁気盤



をチップに配置した磁気チップに、磁気ビー
ズをコートした細胞を播種する方法で、細胞
導入率を飛躍的に上げることができた。本年
度は、1 個 1 個の細胞の回収率の向上に挑戦
した。具体的には、富山県工業技術センター
と連携し、各ウエルから細胞を下面に吸引す
る方法、あるいは上方から磁気を利用して吸
い上げる方法の両者について検討した。下面
から細胞を吸引する方法については、技術上
ハードルが高いが、上方から細胞を吸引する
方法に進展が見られた。 
(2）抗原特異的T細胞の単一細胞の検出法
（T-ISAAC）の確立を目的として、直径10μm 
のウェルに１個づつＴ細胞を播種し、チップ
上で細胞をPMA/ionomycinで刺激し、23万個の
Ｔ細胞のサイトカイン産生を単一細胞レベル
で検出できる方法を確立している。今回、サ
イトカイン産生T 細胞を、各ウエルから細胞
を1個づつ回収し、遺伝子解析を行った結果、
alpha鎖、beta鎖の遺伝子配列を効率良く決定
することができた。 
(3）次に、抗原特異的 CD8+T 細胞を T-ISAAC
で検出するために、MHC クラスⅠ分子を発現
したミセルを作製し、チップ内で抗原刺激を
したが、バックグランドが高く、再現性が取
れなかった。ミセルの作成法にも問題があっ
た。そこで、CD8+ T 細胞自身の MHC クラス
Ⅰ分子に抗原ペプチドを負荷し、チップ内で
刺激したところ、抗原（ペプチド）特異的に
サイトカイン産生細胞を検出することがで
きた。 
 
平成27年度の研究成果 
(1)細胞チップ上で抗原特異的CD4+ T細胞を検
出する方法を確立した。実験には、I-Ab MHC ク
ラス Ⅱ分子に結合した結核菌由来ペプチド
を認識するP25 TCR トランスジェニックマウ
スを用いた。まず、I-Ab分子を発現した細胞
から細胞膜ミセルに抗原ペプチドを負荷して
Ｔ細胞を刺激した結果、ペプチド負荷でT細胞
のサイトカイン産生が見られた。次に、I-Ab

分子組換えタンパクを細胞で発現させ、界面
活性剤で抽出後、抗原ペプチドを負荷してＴ
細胞を刺激した結果、抗原ペプチド負荷によ
りT細胞のサイトカイン産生が見られた。 
(2)単一細胞からの TCR 遺伝子の単離は、T
細胞の持つ TCR-mRNA の量が少ないため、困
難を伴う。この困難を克服するために、T細
胞をあらかじめ anti-CD3,IL-2, IL-4,マイ
トゲン等で in vitro で活性化して、RT-PCR
を行うと増幅率が上がるかどうかを検討し
た。その結果、活性化により TCR 遺伝子の単

離の確率が飛躍的に上昇した。 
(3)これまで、取得した TCR の機能解析は、発
現ベクターに組み込んだ TCR 遺伝子を、レト
ロウイルスベクターを用いて TCR 欠損、CD4
あるいは CD8 遺伝子を導入した T細胞株
（TG40）に導入し、TCR/CD3 分子を膜に発現
させて、ペプチドを発現させた抗原提示細胞
で刺激し、活性化マーカーCD69 の発現あるい
は IL-2 産生を FACS で測定してきたが、バッ
クグランドが高いという課題があった。そこ
で、EG40 細胞以外のさまざまな細胞株に外来
性 TCR を発現させ、機能解析ができるか否か
を検証した。その結果、他の細胞株を用いて、
より確実に迅速に機能解析が行えることが示
された。また、その細胞株で直接、細胞を傷
害できる可能性も示された。 
 
平成 28 年度の研究成果 
(1）TCR は抗体と同様に MHC/ペプチドの形で
抗原（ペプチド）に特異的に反応するが、抗
体と異なり膜型蛋白であるために、T細胞に
発現させる形でしか扱うことができない。そ
れを可溶化型にすることでモノクローナル抗
体と同様に、病変部位の検出やがん治療に応
用できる可能性がある。しかし、可溶性型 TCR
を作成する場合、TCR ベクターを大腸菌で発
現させると構造が不安定になることが指摘さ
れている。 
 そこで、2種類の sTCR（V領域と C領域を
含む２量体）と scFv-TCR（単鎖可変領域から
なる 1量体）の TCR 遺伝子を構築した。この
遺伝子を CHO 細胞に発現させ、安定化した可
溶化 TCR を得ることができた。さらに、可溶
性 TCR を、ビオチンを用いてマルチマー化（4
量化）することで、より安定した高親和性の
可溶化 TCR を得ることができた。 
(2）日本脳炎ウイルス(JEV)に近縁のウエスト
ナイルウイルス(WNV)は、高齢者層を中心に致
死性の脳炎・髄膜炎を惹き起こす蚊媒介性の
ヒト感染性ウイルスであり、本邦にも普遍的
に存在する自然宿主（鳥・蚊）と国際間の交
通事情によりウイルス侵入の危険は常在して
おり、また今後の高齢化を鑑みれば、その感
染症対策は急務である。これまでに、日本脳
炎ワクチン接種によって獲得されるウエスト
ナイルウイルスに対する交差中和抗体ができ
る可能性が示唆されている。そこで、本研究
では、日本脳炎ワクチン接種後約１ヶ月後の
血液から、ヒト抗ウエストナイルウイルスモ
ノクローナル抗体を 4個樹立した。これらの
抗体のウエストナイルウイルス感染に対する
予防・治療効果を、マウスを使った動物実験



で確認した。 
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