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緒緒  言言  

 
悪性腫瘍に対する養子免疫療法は、腫瘍抗原を特異的に認識するT細胞を体外で準備し、患者に輸注することで腫瘍

細胞を攻撃させる治療法で、CD19 に対するキメラ抗原受容体（chimeric antigen receptor：CAR）導入 T 細胞    

（CAR-T細胞）療法が再発・難治性のB細胞性腫瘍に著効したことから注目を集め、他のがんにおいても臨床試験が

進められている。しかし主に固形腫瘍に対するその他の抗原を標的とした CAR-T 細胞療法ではいずれも満足すべき 

結果が得られておらず、さらなる改良を必要とする。これまでの臨床試験データの解析から、輸注した抗腫瘍T細胞が

体内で長期間生存することが持続的な治療効果と密接に関わることがわかっているが、これには抗腫瘍メモリーT細胞

の分化状態が大きく影響する。幹細胞様メモリー、セントラルメモリーT 細胞に分類される未分化メモリーT 細胞は 

長期生存能に優れ、持続的な治療効果を誘導できる［1］。慢性リンパ性白血病に対するCAR-T細胞を用いた臨床試験

において、良好な治療効果が得られた症例を解析すると、レンチウイルスによりゲノムに組み込んだ CAR 遺伝子が

TET2遺伝子領域に挿入され、同遺伝子の機能が欠失しているクローンが持続的に生存していることが最近報告された

［2］。TET2 変異はその機能喪失型変異が末梢性 T 細胞リンパ腫の 30～40％程度に見られ、T 細胞の自己複製能・  

長期生存と深く関わることが推察される。このことから T 細胞性リンパ腫で見られる遺伝子変異は TET2 以外にも  

末梢血 T 細胞の長期生存能に寄与する可能性がある。そこで本研究では、抗腫瘍 T 細胞において T 細胞性リンパ腫   

関連遺伝子を改変（過剰発現またはノックアウト）することにより、優れた長期生存能、抗腫瘍効果を誘導できる      
という仮説を立て、以下の研究遂行を計画した。 
1．抗腫瘍 T 細胞の長期生存能に中心的に関わる遺伝子を T 細胞性リンパ腫で報告されている遺伝子変異を網羅的に 

探索・同定する。 
2．同定した遺伝子を改変した抗腫瘍 T 細胞が in vivo において優れた長期生存能、持続的抗腫瘍効果を誘導できる  

ことを示す。 
本研究によりメモリーT細胞の長期生存に関する分子メカニズムを明らかにするとともに、あらゆる養子免疫療法に

おいてその抗腫瘍効果を高めるために応用可能な知見を得ることを目標とした。 
 

方方  法法  

 
11．． TT細細胞胞性性リリンンパパ腫腫関関連連遺遺伝伝子子のの導導入入・・ノノッッククアアウウトト  
変異遺伝子は、P2A配列により truncated NGFR遺伝子（遺伝子導入細胞の識別のための表面マーカとして使用）

と連結し、レトロウイルスプラスミドpMXに挿入した。これらのプラスミドはパッケージング細胞PG13に安定導入

した後、同細胞のウイルス上清液をレトロネクチン（タカラバイオ）を用いてプレートにはりつけ、ヒトT細胞に導入

した。またCRISPR/Cas9 による遺伝子ノックアウトは、Cas9 タンパク質（ThermoFisher）：30μg と in vitro 合成

ガイドRNA：5μgを混合して37℃で5分間静置することでリボヌクレオタンパク（RNP）複合体を合成し、NEPA21
（ネッパジーン）を用いた電気穿孔法により T 細胞に導入した。ノックアウト効率は 48 時間後にゲノムを抽出し、  

標的領域を PCR により増幅し、サンガーシークエンスの波形をコントロールと比較解析する手法（Inference of 
CRISPR Edits:ICE, https:// www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-analysis）により計算した。 
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22．． TT細細胞胞性性リリンンパパ腫腫関関連連遺遺伝伝子子のの導導入入・・ノノッッククアアウウトト  
ヒト T 細胞は、健常人由来の末梢血単核球より刺激増殖させて用いた。T 細胞の刺激は、抗 CD3 抗体       

（クローン OKT3）の単鎖可変領域フラグメントを CD8α分子の膜貫通・細胞内ドメインと連結して HLA 陰性の  

白血病細胞株K562 の細胞表面に発現させ、同時に共刺激分子CD80 を導入することにより作製したK562-OKT3/80
と共培養することにより行った。細胞培養はRPMI1640、10％ fetal bovine serumにサイトカイン IL-2を100 IU/ml
で添加して行った。CD19 に対する CAR 遺伝子は、クローン FMC63 由来の単鎖可変領域フラグメントに CD28、
CD3z の細胞内ドメインを連結した第二世代 CAR を用いた。T 細胞の表面抗原及びサイトカイン産生の解析は     

フローサイトメトリー（LSRFortessa：BD）により行った。In vivo における T 細胞の生存能評価は、放射線照射   

（1.5 Gy）を行った NSG マウス（Jackson Lab）にヒト T 細胞を輸注することにより行った。遺伝子       

発現プロファイルは RNA シークエンスにより解析した（タカラバイオ）。HISAT2 によりヒトゲノムにマッピングを

行った後、HTSeq により各遺伝子ごとのリードカウントを計算した。2 群間の遺伝子の発現変化は、EdgeR により  

抽出した。Gene Set Enrichment Analysisは、DESeq2によりリードカウントを正規化したデータについて行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．TT細細胞胞性性リリンンパパ腫腫関関連連遺遺伝伝子子変変異異のの末末梢梢血血TT細細胞胞ににおおけけるる導導入入  
T 細胞性リンパ腫で報告されている代表的遺伝子既報に基づき抽出した（表 1）［3］。表中、赤字で示す遺伝子は   

変異遺伝子の過剰発現により導入、黒字の遺伝子はCRISPR/Cas9によるノックアウトを行った。 
  

表1．T細胞性リンパ腫で報告されている主な遺伝子変異 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
過剰発現系については T 細胞に各遺伝子を個別に導入後に NGFR 陽性細胞を単離した。抗CD3 抗体により再刺激

の細胞増殖を観察したところ、14 日後前後をピークにいずれも徐々に T 細胞が減少し、リンパ腫遺伝子導入による  

不死化は見られなかった。Day 21の細胞数ではCD28 T195P、TP53 R248Q遺伝子を導入されたT細胞の生存細胞数

がコントロールと比較して有意に多かった（図1B）。またT細胞の分化状態には有意な差はなかった（図2）。 
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図1．各リンパ腫遺伝子を個別に導入後のT細胞の増殖を解析 

a） 再刺激後の細胞増殖の時系列表示。 
b） 再刺激後day21における細胞増殖。 

 

 
 

図2．各リンパ腫遺伝子を個別に導入後のT細胞のメモリー形質をday 18に解析（n＝3）  
  
一方、T 細胞性リンパ腫で欠失や機能喪失型変異が見られる遺伝子（DDX3X、DUSP22、PRDM1、TET2 ）に    

ついては、CRISPR/Cas9によるノックアウトを行い、同様に細胞増殖・メモリー形質を観察した。図3に示すように、

PRDM1遺伝子のノックアウトにより、長期培養後の細胞生存が維持された（A、B）。またメモリー形質も、PRDM1
のノックアウトにより、顕著に維持されており、特にCCR7も発現が高く保たれていた（C、D）。 
以上の解析から、過剰発現系についてはCD28 T195P、TP53 R248Q変異遺伝子、ノックアウト系についてはPRDM1

遺伝子がT細胞の長期生存能を高める有望な標的遺伝子として同定できた。 
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図3．T細胞リンパ腫で変異・欠失の見られる遺伝子のノックアウトによる生存能への影響解析 
A）  T細胞数を時系列で解析。 
B）  Day 21時点でのT細胞数。 
C, D）  Day 14で、メモリー形質を解析。DにPRDM1ノックアウトによる representative plotsを示す。 

 
22．．PPRRDDMM11遺遺伝伝子子ノノッッククアアウウトトにによよるる iinn  vviivvooににおおけけるるTT細細胞胞生生存存能能へへのの影影響響をを解解析析  
上記の結果を踏まえ、メモリー形質・長期生存能の維持の両指標において最も有望な PRDM1 ノックアウト T 細胞

の性質について、先行して解析を進めた。末梢血 T 細胞において同遺伝子をノックアウト後、免疫不全マウス     

（NSG マウス）に輸注した。In vitro における高い生存能と合致して、PRDM1 ノックアウト T 細胞は末梢血中、   

コントロールと比べて高い割合で検出され、in vivo においても同様に生存能において優れていることがわかった  

（図 4A）。また多くのマウスは徐々に体重減少を来し、xenogeneic GVHD を発症した（図 4B、C）。本モデルに     

おいて、GVHDはT細胞の未分化性維持に比例して発症が高頻度で起こることが知られている［4］。これらのデータ

から、PRDM1のノックアウトによりT細胞が in vivoにおいても長期生存能・増殖能を獲得することがわかった。 
 

 
 

図4．PRDM1ノックアウトCAR-T細胞の in vivoにおける生存能を解析 
A） NSGマウスにコントロール、PRDM1ノックアウトCAR-T細胞を輸注

し、末梢血中のヒトT細胞割合をフローサイトメトリーで解析。 
B、C）  移植したマウスの体重をモニターした。 
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33．．PRDM1遺遺伝伝子子ノノッッククアアウウトトにによよるる遺遺伝伝子子発発現現ププロロフファァイイルル変変化化のの網網羅羅的的解解析析 
次に、PRDM1 のノックアウトにより起こる遺伝子発現プロファイル変化を、RNA シークエンスにより網羅的に  

解析した。各 3 検体について比較解析し、未分化な T 細胞で発現が亢進している遺伝子セットを公開データ

（GSE123235）より抽出し、gene set enrichment analysis（GSEA）を行ったところ、PRDM1ノックアウトにより

未分化性の維持に関わる遺伝子群の有意な発現上昇が見られた（図5）。個別遺伝子レベルでは、例えば表面抗原CCR7、
IL7R、転写因子 TCF7、LEF1、BACH2 など、メモリー形成に重要な因子の高発現が見られた［5］。このことから

PRDM1 ノックアウトはゲノムワイドに T 細胞の遺伝子発現変化を引き起こすことで、機能変容につながることを  

確認できた。抗腫瘍 T 細胞の治療効果を高めるために有望な標的候補と考えられ、さらに複数の腫瘍モデルを使って   

現在検証を進めている。またTP53遺伝子変異についても同様の解析を行う予定である。 
 

 

 
図5．PRDM1ノックアウトCAR-T細胞の遺伝子発現解析  

各 3 ドナーについて RNA シークエンスによる遺伝子発現解析を行った。    
リードカウントを標準化した後、未分化T細胞において発現の高い遺伝子群を

セットとしてGSEAを行った。 
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