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要旨 

  

将来の免疫療法に資する高親和性のT細胞抗原受容体(T cell receptor, TCR)を得るため

に、ファージディスプレイの実験系を確立した。すなわち、HLA-A*02:01拘束性にヒト免疫不全

ウイルスのTax蛋白上のペプチドを認識するCTLクローンA6のTCRを表出するファージミッド

を、pUC119ベクターをベースに合成DNAとの組換え操作により作製した。このファージミッドか

ら産生されるファージ粒子は、リコンビナントHLA-A2/エピトープペプチドを抗原とするELISA

法にて、Taxペプチドを内包するHLA-A2分子に特異的な結合を示した。 

一方、ヒト細胞表面に発現したTCR遺伝子産物を簡便に解析するツールとして、293T細胞に

CD3分子を安定的に導入した細胞を作製し、その有用性を確認した。今後は、本研究室で保有

するHLA-A*24:02拘束性CTL クローンから単離したTCR等から高親和性の変異体を取得す

る予定である。 
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１．研究の背景・目的 

がん細胞を特異的に排除する細胞傷害性T リンパ球(cytotoxic T lymphocyte, 以下CTL と

略す)を体外で増幅し、がん患者体内に経静脈的に戻す免疫細胞療法は、かつて有効性が期

待されたが、投与早期に体内でCTLが死滅してしまうことが課題として残っていた。特定のがん

抗原エピトープに特異的なCTLクローンから単離したT細胞抗原受容体(T cell receptor, 以下

TCR と略す)遺伝子を、レトロウイルスベクターを用いて、体外で培養した患者末梢血リンパ球に

導入することで、同じ抗原特異性をもったCTL集団を大量に得ることが可能である 1)。このように

して作製されたCTLは試験管内での分裂回数が比較的少ないため、患者に投与後も長期間残

存して抗がん活性を維持できることが明らかになってきた。米国では既に、がん抗原であるNY-

ESO-1, Mart-1等に特異的なCTLクローンから単離したTCR遺伝子を用いた遺伝子免疫細胞

療法を臨床応用し、末期がんが完全寛解するなど、一部の症例で劇的な効果が報告されている

2)。 

 上記のようなTCR遺伝子導入T細胞療法において成功の鍵となるのは、標的のHLA/ペプチ

ド複合体への親和性（結合力）が高く、かつ特異性の高い（正常細胞に結合しない）TCRを使用

することである。これを最も端的に示している例が、上記のNY-ESO-1蛋白に特異的なTCR遺

伝子導入T細胞療法における治療の成功である。この臨床試験では、滑膜肉腫、悪性黒色種、

骨髄腫などに高い有効性と安全性が示されたが、使用されたTCRはα鎖CDR3の一部を改変

した高親和性の変異株であった。 この有益な変異はファージディスプレイ法によって発見され

たものである 3)。ファージディスプレイ法は、高親和性TCR単離の方法として最も効果の高い技

術である 4)。本研究では、本邦で未だ実施されたことのない、ヒト TCRのファージディスプレイ実

験法を確立し、将来の免疫療法に資する高性能のTCRを取得する基盤を整備することを目的と

した。 

 

２．方法と結果 

（１）ファージディスプレイ法の確立： 

ファージディスプレイ法を用いてTCRの親和性成熟を行った研究報告は極めて少なく、英国

の一グループからのみである 3)4)。このため、我々の構築したTCR発現ファージミッドが機能する

のか、実験条件は適切か等を判断するために、内部コントロールとなり得る試料を用いた予備実
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験が必要である。この目的で、このグループがファージディスプレイ法で親和性改良に成功した

HLA-A*02:01拘束性ヒト免疫不全ウイルスTax蛋白特異的CTL クローンA6の TCRを用いた

実験を実施した。A6の遺伝子配列情報を国外の研究者から入手して遺伝子合成した。野生型

A6および文献 3)においてファージディスプレイ法で得られた高親和性クローン c134（TCRβ鎖

CDR3領域のアミノ酸４個が変異）それぞれを発現するファージミッドからファージ粒子を作製し、

ファージELISA法を用いて我々が作製した系の検証を行った。実験の結果を図１に示す。ここで

は、ストレプトアビジンがコートされたプレートに、ビオチン付加HLA-A2/Tax（コントロール抗原

としてHLA-A2/EBV-LMP1を使用）を結合させた後、作製したファージを反応させた。検出は抗

Fdファージ・ウサギ抗体で行った。A6および c134、それぞれの親和性に相応した抗原への特

異的結合を示す結果が得られた。 

 

 

次に、野生型A6のTCRβ鎖CDR3領域の当該アミノ酸部位にオーバーラッピングPCRを

用いてランダム変異を導入し、TG1大腸菌へ電気穿孔法でPCR産物を導入してライブラリーを
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作製した。このライブラリーを用いて得られたファージ集団から、ビオチン化HLA-A2/Taxペプ

チド複合体とストレプトアビジン磁気ビーズを用いたパニング法で、高親和性クローンを濃縮・回

収し、その変異部位をDNAシークエンス解析したところ、高親和性クローンの c134に類似した

アミノ酸配列パターンが多く認められた。すなわち、高親和性TCRを取得するための一連の実

験系が作動していることが確認された。 

（２）CD3発現293T細胞を用いたTCR解析： 

TCRが細胞表面に発現するには、４個のCD3サブユニットが必要である。このため、単離した

TCR遺伝子の発現を検証・解析する際には、通常、ヒト末梢血Tリンパ球にレトロウイルス等で導

入することが多い。今後多数の変異TCRクローンを解析する必要が予測されるので、簡易な方

法を開発した。すなわち遺伝子導入が容易な293T細胞にCD3の４個のサブユニットを導入し

た293T-CD3細胞を作製した。pcDNAベクターに組込んだHLA-A*24:02拘束性ヒトCMV特異

的TCRα鎖とβ鎖を遺伝子導入すると、細胞表面にCD3およびHLA-A24/CMVテトラマー

で染色されるTCR複合体が表出した（図２）。 
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３．倫理的配慮 

（１）本研究計画は、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」（平成16年文部科学省・厚

生労働省・経済産業省告示、平成25年2月8日に全部改正、同年4月1日施行）、および、「人

を対象とする医学系研究に関する倫理指針」（平成27年4月1日施行）に基づいて必要な書類

を作成し、愛知県がんセンターヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会において承認を受け

た上で実施した。 

（２）ファージディスプレイおよびリコンビナント蛋白作製に必要な組換えDNA実験は、「遺伝子

組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律」（平成15年6月18日

法律第97号）に基づき、愛知県がんセンター遺伝子組換え実験等安全委員会において承認を

受けた。 

 

４. 考察と結論 

HLA-A*02:01拘束性にヒト免疫不全ウイルスのTax蛋白上のペプチドを認識するCTLクロー

ンA6のTCRを表出するファージミッドを用いて、ファージディスプレイの実験系を確立した。将

来の免疫療法に資する高親和性のT細胞抗原受容体(T cell receptor, TCR)を得るために、今

後は、本研究室が保有する３個のTCRを用いた本実験に進む予定である。これらはいずれもH

LA-A*24:02拘束性CTL クローンから得られたもので、ヒトサイトメガロウイルス(CMV)pp65蛋白

5)、がん抗原Ep-CAM6)、hTERT7)の順に野生株のTCR親和性が高い。野生型TCRの親和性が

高いほど、変異クローンが取り易くなると考えられるため、この順でファージディスプレイを実施

する予定である。 

また、ヒト細胞表面に発現したTCR遺伝子産物を簡便に解析するツールとして、293T細胞に

CD3分子を安定的に導入した細胞を作製し、その有用性を確認した。目的の変異TCRが取得

された際には、それらの遺伝子をこの細胞に導入した後、段階希釈したHLA-テトラマーで染色

することで、親和性の増強および特異性について解析できると考えられる。 
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