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研究成果の概要（和文）：①腫瘍特異的T細胞の生体内動態と機能解析： GITR刺激による抗腫
瘍効果増強及びその機序と、抗腫瘍免疫におけるCD8+T細胞のマルチファンクション性の重要
性を見出した。②動物モデルにおける多価性がんワクチン有効性検証：GITR刺激によるがん
ワクチン増強を確認し、TCR遺伝子導入T細胞を開発しその輸注療法の有効性を確認した。③
臨床応用可能な抗原ペプチド群同定：MAGE-A4, NY-ESO-1, SAGE由来のCD8+及びCD4+T細
胞エピトープ群を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：1) Analyses on in vivo kinetics and functions of tumor specific 
T cells: We found the mechanism of antitumor effect of GITR stimulation and the 
importance of T cell multifunctionality in antitumor immune response. 2) The 
verification of polyvalent cancer vaccine in animal models: We verified the enhanced 
antitumor effect of cancer vaccine by GITR stimulation. We developed TCR 
gene-modified T cells and verified the effectiveness of adoptive T cell therapy using 
TCR gene-modified T cells. 3) Identification of antigen peptides for clinical use: 
We identified the MAGE-A4-, NY-ESO-1-, and SAGE-derived antigen peptides recognized 
by CD8+ and CD4+ T cells. 
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研究分野：腫瘍免疫 
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ペプチド抗原、GITR、TCR 遺伝子改変 T 細胞 
 
１．研究開始当初の背景 
 がんに対する免疫的治療への期待が強ま
っている。これは 近のがんに対する免疫応

答の研究の進歩、とりわけT細胞を中心とす
る免疫担当細胞の認識するがん抗原分子が
多くの人癌で同定され、生体のがん拒絶にお



けるキラーT細胞とヘルパーT細胞、及び抗原
提示細胞の大切な役割が明らかになってき
たことによる。キラーT細胞の認識する抗原
ペプチドの投与によるCD8+キラーT細胞の活
性化を目指したがんワクチンの早期臨床試
験も国内外で進行している。その成果には期
待をいだきつつも、有効性を期待し得るがん
ワクチンの開発研究は端緒についたばかり
であり、今後の戦略的基盤研究が不可欠であ
る。とりわけ生体内での腫瘍特異的T細胞の
動態と役割の解明、それに基づく特異的免疫
応答を効率よく増強するワクチンの工夫、よ
り多数の患者さんに適応可能な抗原ペプチ
ド群の同定等が重要である。本研究では、当
教室に蓄積してきた研究成果、材料、更には
研究環境を有効に活用しつつ、がんに対する
免疫応答の詳細な解析研究を進め、CD4+T細胞
およびCD8+T細胞の有効な活性化が可能な多
価性がんワクチンの開発を目指す。 
 
２．研究の目的 

 1. がんに対する個体内(in vivo)免疫応答
を、腫瘍抗原ペプチド特異的CD8+キラーT
細胞の活性、量および動態について解析を
進めると共に、それを活性化又は制御する
CD4+ヘルパーT細胞とCD4+CD25+抑制性T細
胞の活性と動態を明らかにする。 

2. CD8+T細胞およびCD4+T細胞の認識抗原ペプ
チドの配列を含んだたんぱく分子、及びそ
れをコードするcDNAを用いたDNAワクチン
と、遺伝子改変T細胞輸注による効果的な
多価性がんワクチンをデザインし、動物実
験モデルでその有効性を検証する。 

3. 各種 HLA クラス I 分子に提示されるがん
抗原ペプチドを、HLA クラス I 分子のトラ
ンスジェニック(Tg）マウス及び DNA ワク
チンを用いた新たな方法でスクリーニン
グし、より多数の臨床応用可能な抗原ペプ
チド群を同定する。 

 
３．研究の方法 
研究目的 1 
腫瘍抗原ペプチド特異的CD8+T細胞及び
CD4+T細胞の担癌個体における動態とそれら
の機能解析を行う。解析には同系腫瘍細胞
の発現する抗原ペプチド特異的なCD8+T細胞
およびCD4+T細胞のTgマウスとそれらのT細
胞を受身移植した同系マウスを用いる。腫
瘍担癌マウスの局所リンパ節、腫瘍内でのT
細胞の数、活性および動態を解析する。と
りわけ、抗原特異的CD4+ヘルパーT細胞およ
びCD4+CD25+抑制性T細胞の担癌個体におけ
る役割を中心に解析を進める。抗原特異的
なT細胞のマルチファンクション性を多重
染色フローサイトメトリー法により検討す
る。腫瘍特異的TCRをレトロウイルスベクタ
ーにより導入したヒトT細胞をNOGマウスに

輸注し、ヒトT細胞のin vivo解析を行う。 
研究目的 2 
免疫療法の開発にとっては、腫瘍内抗原分
子を認識するCD4+ヘルパーT細胞の活性を増
強し、CD4+CD25+抑制性T細胞の活性を制御す
ることが極めて重要である。これまでに
SEREX認識抗原の解析等において、我々は抑
制性T細胞の活性制御には、IFN-γまたは
IL-12+IL-18 が重要であることを実験的に
明らかにした。これまでの検討を踏まえ、
CD4+T細胞機能の人為的調節を伴った有効な
多価性がんワクチン(DNAワクチン)をデザ
インし、実験動物モデルでの有効性を検証
する。腫瘍特異的TCRをレトロウイルスベク
ターにより導入し腫瘍特異的T細胞を体外
で大量に作製する技術と、その細胞を用い
た細胞輸注療法を開発する。 

研究目的 3 
我々は、HLA-2402 及びHLA-A0201 を発現す
るTgマウスを作製した。Tgマウスを候補遺
伝子の発現プラスミドで免疫し、脾細胞中
CD8+T細胞と、候補遺伝子中の各HLAクラスⅠ
分子親和性モチーフを有した合成ペプチド
をパルスした抗原提示細胞との反応性を、
エリスポットアッセイで検出する。がん精
巣抗原の未知のHLA-A2402 又はHLA-0201 拘
束性の抗原ペプチドを同定し、候補ペプチ
ドのヒトにおける免疫原性と有用性の検証
をすすめる。 

 
４．研究成果 
１． 腫瘍特異的CD8+ T細胞のGITR刺激による
効果増強機序の解析 
GITR(Glucocorticoid-inducedTNF・Recepto
r family)はCD4+CD25+ Treg およびその他の
CD4+T細胞、CD8+T細胞に発現されておりGITR
の刺激はTreg活性の抑制低下を引き起こす。
BALB/c由来腫瘍CMS5 担癌マウスに、腫瘍拒絶
抗原mutated ERK2(mERK2)ペプチド特異的CTL
クローン(C18)に由来するTCRのTgマウス
(DUC18)のCD8+T細胞を輸注し、腫瘍退縮およ
びin vivo CTL活性を検討した。In vitro の
検討ではCD4+ T細胞非存在下での抗GITRアゴ
ニスティック抗体DTA-1 添加により、DUC18
由来CD8+ T細胞の増殖亢進とIFN-・産生CD8+ 
T細胞数の増加を認めた。長期担癌個体にお
ける腫瘍増殖の検討ではDTA-1 非投与群では
抗腫瘍効果は明らかではなかったが、DTA-1
投与群では腫瘍増殖抑制効果が認められ、
40%の個体で完全退縮を示した。移入CD8+ T
細胞の腫瘍局所リンパ節(DLN)および腫瘍内
における分裂がDTA-1 投与群で促進していた。
また、腫瘍浸潤T細胞 (TIL) の解析ではDLN
と比べ CD25high, GITRhigh の細胞集団が観
察された。in vivo CTLアッセイでは、DLN、
NDLNおよび脾臓において腫瘍抗原特異的な
CTL活性が認められ、DTA-1 投与群ではすべ



ての部位における活性の増強が認められた。
DTA-1 投与により in vivo CTL 活性が長期に
渡り維持される傾向にあった。 
 
２． GITRL 共刺激による特異的CD8+ T細胞誘
導の増強を目指したワクチン開発 
上記 1.の結果に基づいて、CMS5 の腫瘍拒絶
抗原、mERK2 のCTLエピトープ、9mの発現プラ
スミドを単独もしくはGITRリガンド(GITRL)
を発現するプラスミドとともに遺伝子銃を
用いて免疫し、特異的CD8+ T細胞誘導、in vivo
抗腫瘍活性を検討した。GITRLによる共刺激
は、9m 特異的CD8+ T細胞誘導を 5-8 倍増強し
た。初回、追加免疫の両者にGITRLによる共
刺激を加えたもので も効果的な増強効果
が認められた。増強効果は抗CD4+抗体にて抑
制されず、GITRLのCD8+ T細胞への直接作用と
考えられた。また抗CD25+抗体による相加・相
乗効果も認められなかった。腫瘍拒絶モデル
では、腫瘍接種同日より免疫を開始した群で、
9m単独免疫では腫瘍拒絶は認められなかっ
たが、GITRLによる共刺激により腫瘍拒絶が
認められた。GITR-GITRL 共刺激により、特
異的CD8+ T細胞誘導およびin vivo抗腫瘍活性
の増強が認められ、今後のがんワクチン療法
への応用の可能性が示唆された。 
 
３．αβ-γδデュアル TCR 発現γδT細胞の
作製と機能解析 
我々は、腫瘍特異的CD8+CTLのTCR遺伝子を、
癌患者のT細胞に導入・発現し、輸注する細
胞療法の準備を進めている。末梢血に 5%以下
しか存在しないγδT細胞は細菌、ウイルス
やその感染細胞だけでなく、腫瘍細胞に対し
ても細胞傷害性を有することが報告された。
γδT細胞は窒素含有ビスホスホン酸(アレ
ディア等の)処理腫瘍細胞をTCRγδ鎖を使
ってMHCクラスⅠ分子発現にかかわりなく認
識し、破壊する。我々は腫瘍特異的CTLの有
するTCRαβ鎖遺伝子をγδT細胞へ導入し
て細胞療法に用いる可能性を検討した。癌精
巣抗原MAGE-A4143-151ペプチド特異的なCD8+CTL
クローン由来のTCRαβ鎖遺伝子とヒトCD8
αβ鎖遺伝子を、末梢単核球から 2-メチル
-3-ブテニル-1-ピロリン酸を用いて増殖さ
せたVγ9Vδ2 陽性γδT細胞にレトロウイル
スを用いて導入した。MAGE-A4143-151特異的CTL
クローン由来TCRαβ鎖及びヒトCD8αβ鎖
はαβＴ細胞で高い効率で導入・発現された。
目 的 遺 伝 子 を 導 入 し た γ δ T 細 胞 は
MAGE-A4143-151パルスした腫瘍細胞だけでなく、
アレディアをパルスした腫瘍細胞を認識し、
サイトカイン産生および細胞傷害活性を示
した。この事は、TCRαβ鎖とヒトCD8 遺伝子
を導入発現したγδ細胞は、αβ及びγδの
2 つのTCR機能をもち、αβTCRに認識される
抗原が消失したり、MHCクラスI抗原が消失/

減衰した癌細胞を認識破壊し得る可能性が
示唆された。 
 
４． 癌精巣抗原エピトープの同定 
（１）癌精巣抗原SAGE 由来のエピトープ
SAGE715-723、をHLA-A24Tgマウスを用いて同定
した。HLA-A24 陽性末梢血CD8+T細胞を、同定
ペプチドでパルスされたCD8(-)細胞で単回
刺激することにより、健常人６例中 3 例で
SAGE７１５-７２３-A24 テトラマー陽性CD8+T細
胞が誘導された。テトラマー陽性T細胞から
得られたCTLクローンは、SAGE発現HLA-A24 発
現ヒト癌細胞株に特異的に反応を示し
SAGE715-723ペプチドは、内在性蛋白由来ペプチ
ドとして提示されることが示唆された。 
（２）癌精巣抗原 MAGE-A4 由来の MHC クラス
Ⅰ結合性ペプチド(HLA B4002 結合性)および
2 種の MHC クラスⅡ結合性ペプチド(HLA DP9
および DR9 結合性)を同定した。各々のペプ
チドに反応する T 細胞クローンは、MAGE-A4
の mRNA 導入細胞(HLA B4002 拘束性 CD8+CTL
クローンの場合)および組み替え MAGE-A4 蛋
白前処理抗原提示細胞(HLA DP9 および DR9拘
束性 CD4+T 細胞クローンの場合)と反応し、
全てナチュナルペプチドであることが示さ
れた。 
（３）NY-ESO-1は、メラノーマ、食道癌、前
立腺癌等多くの癌において発現頻度が高い
がん/精巣抗原のひとつであり、本抗原発現
腫瘍担癌患者において、自発的に液性および
細胞性免疫応答誘導が認められる極めて免
疫原性の高い抗原であることが明らかにさ
れ、有望ながん免疫療法の標的として多くの
臨床試験が試みられている。 BALB/cマウス
におけるNY-ESO-1に対するCD8陽性T細胞エ
ピトープを同定し、CD8陽性T細胞およびCD4
陽性T細胞の活性化の検出系を確立した。
NY-ESO-1 DNAワクチンにより、ヒトにおいて
も多数のHLA拘束性エピトープが同定されて
いる、NY-ESO-171-90, NY-ESO-181-100に反応する
CD8+T細胞が誘導された。その活性は、抗Dd
抗体でブロックされ、Dd拘束性であることが
示唆された。さらに短縮ペプチドを作成し、
小のCTLエピトープ は、NY-ESO-1分子の81

アミノ酸（アルギニン）から88アミノ酸（ロ
イシン）の8merであることを同定した。
NY-ESO-1蛋白ワクチンおよびDNAワクチンに
より、NY-ESO-1に対するCD8陽性T細胞および
CD4+T細胞が誘導された。この際誘導された
CD8+T細胞は前述のNY-ESO-181-88を認識する事
が確認された。 
 
５．抗腫瘍免疫における T細胞マルチファン
クション性獲得の重要性の発見 
疾患の T 細胞によるコントロールにおいて、
単一細胞レベルでサイトカインや細胞障害
性顆粒の分泌等多機能を持つマルチファン



クション性 T細胞の重要性が指摘されている。
マウスの T 細胞移入療法のモデルを用いて、
in vivo における腫瘍抗原特異的 T細胞のマ
ルチファンクション性（IFNγ、TNFα、CD107a
を指標）につき検討した。腫瘍の進展に伴い、
移入細胞のマルチファンクション性獲得が
阻害され、T 細胞移入療法の抗腫瘍効果が減
弱すること、その阻害には制御性 T細胞が関
与することが判明した。さらに、in vivo に
おける抗原ペプチド投与や GITR 刺激により
担癌状態でも移入細胞のマルチファンクシ
ョン性を改善し抗腫瘍効果を向上させ得た。
ヒトリンパ球にレトロウイルスベクターを
用いて腫瘍抗原 MAGE-A4 特異的 TCR 遺伝子を
導入したリンパ球を作製し、このヒト T細胞
を用いた移入療法の in vivo 評価系を免疫不
全 NOG マウスを用いて確立した。本評価系に
おいても移入 T細胞のマルチファンクション
性獲得が良好な抗腫瘍免疫応答の指標とな
ることが判明した。 
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