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【研究の背景】

がんの養子免疫療法は、患者のがん抗原特異的な細胞傷害性 T 細胞（CTL）を増やして患者に戻すものであるが、細胞

数が少ないため増殖しづらいという問題があった。そこでがん抗原特異的な T細胞受容体（TCR）遺伝子を導入する TCR-T

細胞療法が開発されたが、導入した TCRが内在性の TCR と競合したり、移入した T細胞の増殖が充分に維持されないとい

う問題がある。一方、近年開発された CAR-T細胞療法は、がん細胞の表面抗原を認識する抗体の可変部と、T細胞活性化

シグナルを伝達する分子を融合させたキメラ抗原受容体（CAR）を発現させるもので、白血病などに著効することが示された。

しかしながら効果が強いがために副作用の問題や、表面抗原しか標的にできないこと、固形がんには有効でないという問題

がある。さらに、ポリクローナルな T 細胞は他人の組織に反応するため他家移植ができず、TCR-T 細胞も CAR-T 細胞も患

者本人の T細胞を用いる自家移植であることから、コストが非常に高く、患者の状態によっては治療ができない場合もある。 

そこで京都大学再生研の河本宏教授らは、がん抗原特異的Ｔ細胞から iPS細胞を作製し（T-iPS細胞）大量培養したのち、

T 細胞へ分化誘導することにより、がん特異的Ｔ細胞を再生することに成功した。一方、T-iPS 細胞を樹立するには時間と手

間がかかることや、T-iPS細胞が T細胞へ分化しづらくなるなど、品質にばらつきが生じるといった問題があった。そこで我々

は、高品質な iPS細胞にレンチウイルスを用いて直接がん抗原特異的な TCR遺伝子を導入し、得られた TCR-iPS細胞を T

細胞へ分化誘導し、機能的な TCR が発現され、キラー活性を有することを報告した。しかしながら、TCR-iPS 細胞から再生

した T 細胞では TCR の発現がやや低く、またウイルスを用いた遺伝子導入では、挿入によるがん化のリスクを否定できない

といった問題がある。 

 

【目 的】

そこで本研究では、ゲノム編集とカセット交換法を用いて、高品質な iPS 細胞の内在性 TCR 遺伝子座へ、がん抗原特異

的 TCR 遺伝子をノックインする。それにより TCR の生理的な発現時期と高い発現レベルを再現し、活性の高いがん抗原特

異的 CTLを、短期間で効率よく再生することを第一の目的とした。TCR遺伝子を導入した iPS細胞から再生した T細胞は、

導入 TCR のみを発現するモノクローナルな集団であるため、HLA が一致していれば他家移植ができるという大きな利点が

ある。しかしながら、CAR-T 細胞が強い活性化シグナルのために増殖能や活性が高いのに対し、TCR 導入 T 細胞は生体

内での増殖能が低いことが多く、効果も限定的である。そこで本研究では、iPS細胞から再生した T細胞に CARのシグナル

伝達分子を発現させ、活性化シグナルを強化することにより、増殖能や抗腫瘍活性を高めることを第二の目的とした。それに

より、他家移植ができる安価で、かつ抗腫瘍活性の高いがん抗原特異的なＴ細胞製剤の開発を目指す。 

 

【方 法】

1）ゲノム編集とカセット交換法を用いた iPS細胞への TCR遺伝子のノックイン 

がん抗原特異的な TCR 遺伝子を、iPS 細胞の内在性 TCR 遺伝子座にゲノム編集とカセット交換法を用いてノックインし

た。具体的には、Hygromycin 耐性遺伝子と、Puromycin 耐性遺伝子-チミジンキナーゼ（TK）融合遺伝子のカセットを、

CRISPR/Cas9によって内在性の TCRβ遺伝子座にノックインした。次にがん抗原特異的な TCRα/β融合遺伝子の前後に
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lox配列を付加したカセット交換用ベクターを Cre発現ベクターとともに遺伝子導入した。Hygromycin耐性遺伝子にも lox配

列を付加してあるので、それぞれの間で組換えが起こり、Hygromycin耐性遺伝子と TCR遺伝子が交換されるとともに、PGK

プロモーターの付加により Puro-TK が発現した。次に FLP 発現ベクターを導入し、frt 配列で挟まれた Puro-TK 遺伝子が

欠失した細胞をガンシクロビルで選択した。正しく TCR 遺伝子が交換された iPS 細胞を、OP9-DLL1 細胞を用いた T 細胞

培養系により、キラーT細胞へ分化誘導したのち、がん抗原を発現する腫瘍細胞に対する細胞傷害活性を解析した。 

2）T-iPS細胞から再生した T細胞への CARシグナル伝達分子の遺伝子導入 

iPS 細胞から再生した T 細胞の増殖能や腫瘍抑制活性を高めることを目的として、CAR のシグナル伝達分子を発現させ

た。CAR シグナル伝達分子としては、名古屋大学の寺倉らが開発した CD3ζ/CD28 と CD3ζ/4-1BB 分子を用いた

（Cancer Immunol. Res. 6: 6, 733, 2018）。これらは、TCRが抗原を認識した際に主シグナルを伝える CD3ζ分子と、活性化

に必要な副シグナルを伝達する CD28や 4-1BB分子を融合させたキメラ分子である。T細胞が抗原を認識すると、CD3ζは

TCR と会合するため、これらのキメラ分子も集合することにより、主シグナルと副シグナルが同時に細胞内に伝達される。特

に CD3ζ/4-1BBはヒト末梢血 T細胞に遺伝子導入すると、抗原特異的に増殖能が高まり、強い抗腫瘍活性を示す。 

T-iPS 細胞から再生した T 細胞は、内在性のがん抗原特異的 TCR を発現するので、これらのキメラ分子をレトロウイルス

を用いて遺伝子導入したのち、抗原ペプチドで刺激して増殖能を解析した。 

3）未知がん抗原に対する腫瘍殺傷能を有する TCR遺伝子の単離 

がん抗原は未知であっても、腫瘍細胞を殺傷できる TCR 遺伝子を単離するために、MHC ホモのカニクイザル由来の腫

瘍細胞をMHCヘテロのサルに移植し、腫瘍組織に浸潤した PD-1陽性 T細胞のシングルセルから TCRα鎖と TCRβ鎖の

遺伝子をセットで単離した。多数単離した遺伝子セットのうち出現頻度の異なる TCR 遺伝子を、ヒト iPS 細胞から再生した T

細胞へレトロウイルスを用いて導入したのち、腫瘍細胞と共培養し、腫瘍細胞に対する細胞傷害活性を解析した。さらに免

疫不全マウスに腫瘍細胞を皮下移植したのちに、TCR遺伝子を導入した再生 T細胞を移植し、抗腫瘍活性を解析した。 

 

【結 果】

1）ゲノム編集とカセット交換法を用いた iPS細胞への TCR遺伝子のノックイン 

がん抗原特異的な TCR 遺伝子を、iPS 細胞の内在性 TCR 遺伝子座にゲノム編集とカセット交換法を用いてノックインし

た。正しく TCR 遺伝子がノックインされた iPS 細胞を、OP9-DLL1 細胞を用いた T 細胞培養系により、キラーT 細胞へ分化

誘導したのち、がん抗原を発現する腫瘍細胞に対する細胞傷害活性を解析した。その結果、がん抗原特異的に高い細胞傷

害活性を示すことが明らかとなった。 

2）T-iPS細胞から再生した T細胞への CARシグナル伝達分子の遺伝子導入 

iPS 細胞から再生した T 細胞の増殖能や腫瘍抑制活性を高めることを目的として、CAR のシグナル伝達分子（CD3ζ

/CD28 と CD3ζ/4-1BB 分子）を、T-iPS 細胞から再生した T 細胞にレトロウイルスを用いて発現させた。T-iPS 細胞から再

生した T細胞は、内在性のがん抗原特異的 TCR を発現するので、これらのキメラ分子を発現させた再生 T細胞を、抗原ペ

プチドで刺激して増殖能を解析した。しかしながら、CAR シグナル伝達分子の発現の有無に拘わらず、再生 T 細胞は高い

増殖能を示した。 

3）未知がん抗原に対する腫瘍殺傷能を有する TCR遺伝子の単離 

がん抗原は未知であっても、腫瘍細胞を殺傷できる TCR 遺伝子を単離するために、MHC ホモのカニクイザル由来の腫

瘍細胞をMHCヘテロのサルに移植し、腫瘍組織に浸潤した PD-1陽性 T細胞のシングルセルから TCRα鎖と TCRβ鎖の

遺伝子をセットで単離した。多数単離した遺伝子セットのうち出現頻度の異なる TCR 遺伝子を、ヒト iPS 細胞から再生した T

細胞へレトロウイルスを用いて導入したのち、腫瘍細胞と共培養し、腫瘍細胞に対する細胞傷害活性を解析した。その結果、

出現頻度の高い TCRは腫瘍細胞に対して高い細胞傷害活性を示したのに対して、出現頻度の低い TCRは細胞傷害活性

を示すものは少ないことがわかった。さらに免疫不全マウスに腫瘍細胞を皮下移植したのちに、TCR 遺伝子を導入した再生

T 細胞を移植し、抗腫瘍活性を解析したところ、細胞傷害活性を示した TCR を発現させた再生 T 細胞は、腫瘍の成長を抑

制するとともに、マウスの生存期間を延長させた。これらの結果から、このサルの腫瘍移植モデルにおいて、腫瘍浸潤T細胞

は腫瘍細胞を殺傷する能力を有し、腫瘍の消失に寄与することが示唆されるとともに、この方法をヒトの治療に応用できる可

能性が示された。 
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【考 察】

本研究では、がん抗原特異的な TCR 遺伝子を、iPS 細胞の内在性 TCR 遺伝子座にゲノム編集とカセット交換法を用い

てノックインした。正しく TCR 遺伝子がノックインされた iPS 細胞を、キラーT 細胞へ分化誘導したところ、がん抗原を発現す

る腫瘍細胞に対して高い細胞傷害活性を示す T 細胞が再生できることが示された。次に iPS 細胞から再生した T 細胞の増

殖能や腫瘍抑制活性を高めることを目的として、CAR のシグナル伝達分子（CD3ζ/CD28 と CD3ζ/4-1BB 分子）を発現さ

せたが、増殖能に変化はなかった。ヒトの末梢血中の T細胞では、抗CD3/CD28抗体などを用いて刺激しても、長期にわた

り増殖させるのは困難であるのに対して、iPS 細胞から再生した T 細胞は、ほぼ無限に増殖させることができることから、CAR

シグナル伝達分子の効果を見ることはできなかったのではないかと考えている。一方、腫瘍細胞を移植した免疫不全マウス

に、腫瘍細胞に対する細胞傷害活性を示す TCR 導入再生 T 細胞を移植したところ、抗腫瘍活性がみとめられた。しかしな

がら、再生 T 細胞の移植実験では複数回の移植が必要であり、現状ではサイトカインも同時に投与している。このことから、

再生 T 細胞は in vitro ではほぼ無限に増殖できる利点はあるが、in vivo ではおそらく疲弊によって増殖能を失う可能性が

考えられることから、CAR シグナル伝達分子を発現させた再生 T 細胞を、腫瘍細胞を移植した免疫不全マウスに移植し、in 

vivoでの再生 T細胞の生存能の維持や、抗腫瘍活性の強化がみられるか、引き続き検討を行っている。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】

TCR 遺伝子を導入した iPS 細胞から再生した T 細胞は、導入 TCR のみを発現するモノクローナルな集団であるため、

HLA が一致していれば他家移植ができるという大きな利点がある。したがって他家移植可能であることをふまえ、予め大量

に調製し、ストックしておくことができるのも大きな利点である。将来的にはいわゆる“off-the-shelf 型”の細胞製剤として、早

期の治療応用も期待できることから非常に有意義である。 
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