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表題 

      成人T細胞性白血病に対するTax特異的T細胞受容体遺伝子導入細胞療法の開発                             

１ 研究目的 

 成人Ｔ細胞白血病（ATL）は、ヒトＴ細胞白血病ウイルスⅠ型（HTLV-1）感染を契機に発症する

予後不良の末梢性T細胞腫瘍である。通常の化学療法では治癒を見込めず、唯一治癒の可能性のあ

る同種移植もその適応は限られている。一方、同種移植後の長期生存例の存在からATLに対する腫

瘍免疫が治癒および再発抑制に重要な役割を果たしていることが推測される。 

 我々はこれまで、ATL に対する腫瘍免疫、特に Tax 特異的細胞傷害性 T 細胞（CTL）に着目して

研究を行ってきた。Tax は HTLV-1 のコードするウイルス蛋白の一つで、重要な転写制御因子であ

る一方、CD8陽性CTLの主要な標的抗原でもある。複数のHLA-A*24:02のATL患者および無症候性

HTLV-1キャリアに対してTax301-309 特異的CTLのT細胞受容体（TCR）のレパトア解析を単細胞レベ

ルで行った結果、全例で TCR-β鎖の complementarily determining region 3（CDR3）領域に選択

的かつ特徴的なアミノ配列：PDRを有するCTLが検出されることを見出した。このPDR+Tax 特異的

CTLは正常細胞を傷害することなく、HTLV-1感染細胞に対して選択的に細胞傷害活性を示すことが

明らかになり、PDR+Tax特異的CTLがATLに対する新規の免疫療法になり得ると期待している。 

 本研究では、PDR+Tax特異的CTLの TCR遺伝子を導入したT細胞を作製し、この細胞を用いて抗

ATL/HTLV-1効果について評価した。 

 

２ 研究方法 

標的細胞としてHTLV-1感染細胞株であるMT-2、MT-4、TL-Su、ATL細胞株であるATN-1、および

3例（急性型2例、慢性型1例）の患者由来のATL細胞を使用した。Tax発現は、フローサイトメ

トリーを用いて解析した。 

以前に樹立した同種造血幹細胞移植後の急性型ATL患者由来のPDR+CTL クローンのHLA-A*24:02

拘束性 Tax301-309 特異的 TCR-ɑ 鎖および β 鎖の全遺伝子配列をクローニングした。次に、

small-interfering RNAsを搭載したsiTCRベクターを用いて、健常ドナーの末梢血単核細胞（PBMCs）

にTax特異的TCR遺伝子を導入した（Tax-siCTLs）。 

標的細胞と反応させたときのTax-siCTLsからのサイトカイン（IFNγ, IL-2, TNF-α）産生能を

評価するために細胞内サイトカイン染色を施行した。また、Tax-siCTLs の in vitro での抗

ATL/HTLV-1効果を評価するためにcalcein-acetoxymethylを用いた細胞傷害試験を施行した。 

 最後に、Tax-siCTLsのin vivoでの抗ATL/HTLV-1効果を評価するためにMT-2をNOD/Shi-scid, 

IL-2Rγnull（NOG）マウスに移植し腫瘍形成させた後、Tax-siCTLsを用いた免疫療法を施行した。

MT-2 の腫瘍の拡がりをみるために、MT-2 にルシフェラーゼ （Luc）遺伝子を導入したものを

（Luc-MT-2）、NOG マウス 9 匹に腹腔内注射した。3 週後 Tax-siCTLs または遺伝子非導入 PBMCs 
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（non-gene-modified PBMCs, NGM）をそれぞれ2×106 cells/匹ずつ各群3匹に週1回、合計4回

尾静脈から投与した。また、Luc-MT-2 を腹腔内注射した残りの 3 匹はコントロールにした。腫瘍

の拡がりは、IVISイメージングシステムで経時的に評価した。 

 

３ 研究成果 

Tax-siCTLs は MT-2（Tax+, HLA-A*24:02+）および TL-Su（Tax+, HLA-A*24:02+）に対して大量の

サイトカインを産生した。しかし、ATN-1（Tax+, HLA-A*24:02+）に対しは少量しか産生せず、MT-4

（Tax+, HLA-A*24:02-）に対しては産生しなかった。同様に Patient #2（Tax+, HLA-A*24:02+）に

対しては大量のサイトカインを産生したものの、Patient #1（Tax+, HLA-A*24:02+）に対して産生

量はやや少なく、Patient #3（Tax-, HLA-A*24:02-）に対してはほとんど産生しなかった。NGM は

いずれのHTLV-1感染/ATL細胞株および患者由来ATL細胞に対してもサイトカインを産生しなかっ

た。細胞傷害試験においてもTax-siCTLsはMT-2およびTL-Suに対しては強力な細胞傷害活性を示

したが、ATN-1 に対しては弱く、MT-4 に対しては示さなかった。同様に Patient #2 に対しては強

力な細胞傷害活性を示したが、Patient #1に対しては示さなかった。 

Luc-MT-2をNOG マウスに移植した動物実験では、Tax-siCTLs投与群は3匹全て速やかに腫瘍が

縮小し、9週後には完全に消失した。肉眼的解剖所見からも腫瘍形成はなく、明らかな臓器障害も

みられなかった。一方、NGM 投与群およびコントロール群の NOG マウスは腫瘍が急速に増大し、9

週の時点で全例が腫瘍死した。 

 

４ 考察 

 最初に健常ドナーPBMCs に siTCR ベクターを用いて PDR+ TCR 遺伝子を導入した T 細胞

（Tax-siCTLs）を作製した。次にTax-siCTLsの抗ATL/HTLV-1 効果をin vitroおよびin vivoで

評価したところ、正常細胞や組織には反応せずに、一部のHTLV-1感染/ATL細胞株および患者由来

ATL細胞に対して強力なHLA-A*24:02拘束性のTax特異的な細胞傷害活性を示した。したがって、

Tax-siCTLsは一部のATL患者に対して有力な免疫療法のツールになる可能性が示唆された。 

 しかしながら、Tax を標的とした免疫療法の問題点の一つは、Tax 発現の有無およびその発現レ

ベルである。約半数のATL患者においては特異的な免疫応答を惹起するのに十分なレベルのTax発

現があるとされているが、約半数のATL患者は遺伝子変異やエピジェネティック変異によって、Tax

の発現が欠如していると報告されている。 

 本研究で、ATN-1とPatient#1由来のATL細胞はともにHLA-A*24:02かつTaxの発現が検出可能

であったにも関わらず、Tax-siCTLs の in vitro での細胞傷害活性は弱かった。近年、ATL 細胞は

多くの遺伝子異常やDNAメチル化異常を獲得することによって、免疫監視機構から回避すると同時

に、生存や増殖に必要なTaxなどのウイルス由来の遺伝子の機能も補うようになることが示唆され

ている。したがって、今後、Tax-siCTLs を用いた免疫療法の臨床応用にむけて、免疫療法の恩恵

を受ける可能性があるATL患者をいかに同定していくかが課題である。 

本研究における主な限界点として、実験で用いた患者由来のATL細胞検体数が少なかったことが

挙げられる。今後、多くの患者由来のATL細胞を用いてTax発現レベルとTax-siCTLs の効果との

関係を調査する予定である。 
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５ 結論 

Tax-siCTLs は正常細胞や組織を傷害することなく、in vitro および in vivo で強力な抗

ATL/HTLV-1 効果を発揮することが示された。したがって、Tax-siCTLs を使った免疫療法が ATL 患

者にとって新規の免疫療法になることが期待される。しかしながら、Taxの発現が検出できたにも

関わらず一部の細胞では効果が乏しかったことから、今後の研究で、ATL細胞のTax発現レベル、

免疫回避機構の有無、およびTax-siCTLsの傷害活性の強弱の関係を解明する必要がある。 

 
 
 


