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A. 研究目的 

 分子標的薬やその他の抗腫瘍剤が進歩す

る中で残されたハイリスク造血器腫瘍に対

する同種造血細胞移植は重要な治療の選択

枝である。最近では HLA 適合ドナーが見つ

からない場合 HLA 半合致の血縁から移植を

行う Post-cyclophosphamide 方法が報告され

移植適応患者の増加が期待される。しかし、

この HLA 不適合移植後でも再発は依然とし

て主要な死因となっている。これに対して、

NK 細胞の養子移入、腫瘍抗原特異的細胞傷

害性 T 細胞（CTL）の養子移入などが試み

られているが、B 細胞性腫瘍に対する

CD19/CD20-chimeric antigen receptor (CAR)導

入 T 細胞療法を除き、効果は依然として限

定的である。最近では米国に於いて HLA-A2

拘束性 WT-1 ペプチドを認識する T 細胞を

用いた養子免疫療法がある程度の効果を挙

げつつあり、エフェクター細胞を大量に輸

注する治療法は、難度が高いものの有望と

思われる。 

 我々は HLA 以外の同種抗原であるマイ

ナー抗原に着目して、日本人移植患者にお

いて重要な役割をもっているものを複数種

類新規同定し、報告してきた。マイナー抗

原はドナー・患者間の遺伝子多型に由来す

る非自己抗原であり、HLA によって T 細胞

に提示され、日自己抗原ゆえ強い抗原性が

研究要旨 再発ハイリスク造血器腫瘍に対する同種造血細胞移植においては、最近は HLA 半

合致移植後の cyclophosphamide などの導入でドナーソースが増え適応患者が増えつつある

が、移植後再発と GVHD は依然として大きな問題である。我々は選択的抗腫瘍効果を誘導し

うるような血液系分化抗原の SNP 部位を含むマイナー抗原エピトープを同定し、移植後再発

の予防や治療への応用を検討してきた。能動免疫法は予防で特に有用であるが、効果発現に

はある程度の時間を要する。これに対して養子免疫療法は輸注直後から効果が期待できる。

昨年度は同種移植例に適用できるモデル抗原として HLA-A2 拘束性に提示される HA-1H マ

イナー抗原を認識する単鎖抗体 chimeric antigen receptor (CAR) を導入した T 細胞について初

期の検討結果を報告した。本年度はこの CAR-T 細胞が認識する細胞あたりの HLA/ペプチド

複合体数、サイトカイン産生能、また異なった KD値を持つ CAR を導入した T 細胞との機能

比較について検討した。CAR-T 型にすることで、フローサイトメトリーでシフトが検出でき

る閾値レベル検出限界の 7 分の 1 以下の抗原量まで細胞傷害能が発現することが明らかに

なった他、30 分の 1 程度の KD 値の CAR-T でも同レベルの細胞傷害性が見られるなど、KD

値だけでは予測できない T 細胞の認識機序があることが示され、更に検討を要すると考えら

れた。 
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期待されている。その中で我々は、選択的

graft-versus-leukemia/lymphoma (GVL)効果を

得るために血液系細胞にのみ発現する分化

抗原について集中的に検討してきた。昨年

度は HA-1H マイナー抗原ペプチド＋HLA-

A2 複合体を認識する“TCR 様”抗体の樹立、

単鎖化抗体の性質、これに CD38-CD3ζ鎖を

結合し T 細胞に導入した CAR-T 細胞の細胞

傷害機能と問題点を報告した。今年度はさ

らに、単鎖抗体と CAR-T とした場合とで低

密度抗原の認識に差があるか、特異性は同

じながら異なる平衡乖離定数（KD）をもっ

た CAR-T 細胞との比較、サイトカイン産生

能などを検討したので報告する。 

 

B. 研究方法 

1) HLA-A2/HA-1H 複合体を認識する単鎖抗

体の樹立と異なった親和性を持つ CAR を遺

伝子導入した T 細胞との比較： 

 HLA-A2/HA-1H-テトラマーと陰性コント

ロールである HLA-A2/HA-1H-テトラマーは

主任研究者の葛島らが作製した。HLA-

A2/HA-1H-テトラマーを HLA-A2 遺伝子導

入 B6 マウスに 3 回免疫した。1 週間後に脾

細胞を取り出し、研究協力者の赤堀らが

pharge display システムを用いて HLA-

A2/HA-1H 複合体に特異的な単鎖抗体を複数

樹立した。これの単鎖抗体のうち KD 値が最

も低いクローン#131 を直接 PE で標識し、

HA-1H, HA-1R を含む HLA-A2 結合性のペプ

チドを HLA-A2 陽性 TAP 欠損 T2 細胞に添

加後、抗 HLA 抗体（W6/32）・抗 HLA-A2

抗体を用いて表面 HLA-A2 の安定化度を評

価した。 

 引き続き CAR-T 細胞の作製を行った。ま

ずクローン#131 の他、異なった KDをもつ単

鎖抗体（クローン#4, #9）の cDNA の 3’末

部分に CD28 の細胞膜貫通領域、CD3ζ鎖の

ITAM ドメインを結合し、「第 2 世代」の

CAR のレトロウイルスコンストラクトを作

製した。 

 Primary な T 細胞は健常人よりインフォー

ムドコンセント後に採取した末梢血より、

磁性ビーズを用いて CD3 陽性 T 細胞に純化

した。これを CD3-CD28 コーティングビー

ズを用いて刺激し、48, 72 時間後にウイルス

上清で２回感染、IL-2 および IL-7 をサイト

カインとして添加した。培養は 3-4 日おきに

ヒト血清メディウムでパッセージを行い、

CAR 導入細胞の割合、増殖率を測定した。 

 培養開始 14～21 日目に必要に応じて CD4、

CD8 陽性細胞に分画してから機能解析を

行った。標的として HLA-A2 陽性の T2 細胞、

HLA-A*02:01 導入 K562 細胞、マウス B6 由

来の EL4 に HLA-A*02:01 を導入した細胞を

用いた。標的細胞は 51Cr で標識し、通常の

4 時間細胞傷害性試験をおこなった。この際

に HA-1H、HA-1R、他、HLA-A2 結合性ペ

プチドをさまざまな濃度で添加しタイト

レーションを行った。 

2) 単鎖抗体および CAR-T が認識に必要な細

胞表面抗原（HLA/ペプチド複合体）密度の

検討： 

 最も KD値の低いクローン#131 単鎖抗体を

用いて、T2 細胞上に様々な濃度の HA-1H ペ

プチドを添加した場合、実際にどれくらい

の HLA/ペプチド複合体が形成されているか

を検討した。QIFI キット（DAKO）を用い、

表面に結合した抗体分子数が既知の検量用

ビーズと、様々な濃度の HA-1H をパルスし

た T2 を#131-scFV-PE および抗 PE 抗体で標

識し、最後に共通の抗 IgG-FITC 抗体で蛍光

強度を測り、比較検討した。検量線を作成

後、HLA/ペプチド複合体数に対応する HA-

1H ペプチド濃度を決定した。さらに、得ら

れた濃度と#131-scFV CAR-T 細胞による認
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識との関係を検討した。 

 さらに単鎖抗体染色による検出感度を上

げることで、実際には低濃度の HA-1H パル

スでも単鎖抗体が結合できていないかを検

討した。FASER キット（Miltenyi）を用いて

PE の蛍光を 10 倍以上増幅し、フローサイ

トメトリーによる解析を行った。 

3) CAR-T 細胞のサイトカイン産生パターン

の検討： 

 昨年度の結果では#131-CAR-T 細胞が内在

性に HA-1H エピトープを発現する細胞を傷

害出来なかった。そこで、#131, #4scFV を導

入した CAR-T 細胞と HLA-A*02:01 cDNA を

導入した K562/A2 細胞に更に HA-1H または

HA-1R（Allelic variant）をコードするミニ遺

伝子を導入したものと一晩共培養し、上清

中の IFN-γ、TNF-α、IL-2 を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究で行う HLA 型やマイナー抗原型に

関するゲノム解析は、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・経済産業省告示第 1

号）､臨床研究に関する倫理指針（平成 20

年厚生労働省告示第 415 号）、厚生労働省の

所管する実施機関における動物実験等の実

施に関する基本指針（平成 18 年 6 月 1 日付

厚生労働省大臣官房厚生科学課長通知）及

び申請者が所属する研究機関で定めた倫理

規定等に従って作成した研究計画書を作成

し、倫理委員会の審査・承認を得た後に、

担当医による人権擁護上の配慮、研究方法

による研究対象者に対する不利益、危険性

の排除や説明を実施後書面にて同意を得ら

れた場合のみに実施された。以上の厳格な

遵守により、本研究は倫理面で問題が無

かったものと考える。 

 

C. 研究結果 

1) HLA-A2/HA-1H 複合体を認識する異なっ

た親和性を持つ CAR を遺伝子導入した T 細

胞との比較： 

 昨年度は最も KD 値の低かった単鎖抗体

（クローン#131）を用いたが、これを T 細

胞に導入した場合、scFV と HLA/ペプチド

複合体が強固に結合し過ぎてしまい、マイ

ナー抗原のような少ない細胞抗原量（10 コ

ピー程度/細胞）の場合、T 細胞が Rolling に

よる連続的な刺激を得ることができないこ

とが、細胞傷害性を発揮できない理由では

ないかと考えた。そこで#131 より約 1/30 の

KD 値をもつクローン#4 で同様な CAR-T 細

胞を作成して CAR の発現（下図）と機能を

検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 次いで、磁性ビーズを用いて CD4、CD8

に分離後に解析したところ、HLA-A2/HA-

1H テトラマーによる染色性は KD 値の低い

#4 の方が若干良好であった。次に HA-1H ペ

プチドを添加した T2 細胞に対する傷害性を

検討した。その結果 CD4 陽性の#4 CAR-T

細胞がより強い傷害性を示したものの、低

濃度 HA-1H ペプチドパルスにおける認識性

は#131、#4 ともに 1 nM 付近が検出限界で

あり、差を認めなかった（下図）。 
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 このことは、少なくとも 30 倍程度 KD が

弱くなる程度では CAR-T 細胞としての細胞

傷害性に影響を与えず、今後さらに TCR に

近い KD値の scFv を導入した CAR-T 細胞で

検討を要すると考えられた。 

 

2) 単鎖抗体および CAR-T が認識に必要な細

胞表面抗原（HLA/ペプチド複合体）密度の

検討： 

 B 細胞性腫瘍におけるリツキシマブの標

的となる CD20 の発現量は 10 万コピー/細胞

前後とされ、抗 CD20 抗体を搭載した CAR-

T 細胞にとって標的抗原は十分あると考えら

れる。他方、HLA 上に提示されたマイナー

抗原のコピー数については、過去の報告で

HA-1H が 10 コピー/細胞程度とされる。HA-

1H に特異的なキラーT 細胞（CTL）はこの

ような条件下でも良好な傷害性を示す。

#131 CAR-T 細胞では内在性に HA-1H を発

現する細胞を傷害出来なかったが、他方

10nM のペプチドをパルスすることで T2 細

胞を傷害した（上図）。そこでフローサイト

メトリーの染色性（平均蛍光強度）と細胞

あたりの HLA-A2/HA-1H 複合体数の関係を

検討した。フローサイトメトリーでシフト

として観察される添加ペプチド濃度下限は

100nM 程度であり、10nM ではほぼ検出され

なかった（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 細胞傷害性試験の結果と比較すると、

CAR-T とした場合、少なくとも傷害能で検

出される感度はフローサイトメトリーの検

出下限の 10 倍以上であった。 

 さらにコントロールビーズの染色性との

比較から、T2 細胞上の HLA/ペプチド複合

体数を算出した（下表）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 表で SABC が細胞あたりの抗原複合体の

分子数を示す。100 nM で約 2000 分子、10 

nM で 300 分子前後であった。すなわちフ

ローサイトメトリーの検出下限は 2000 分子

と高く、CTL では 300 分子前後であった。 

 また蛍光増幅を行うと、フローサイトメ

トリーによる検出限界は 100nM 以下となっ

たが、10nM が限界であった（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

3) CAR-T 細胞のサイトカイン産生パターン

の検討： 
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 #131 scFv CAR-T 細胞による細胞傷害性は、

エピトープを内在性に発現する HA-1H また

は HA-1R（Allelic variant）をコードするミ

ニ遺伝子を導入した K562/A2 細胞では示さ

れなかった（下図、ポジティブコントロー

ルは 10nM HA-1H ペプチドをパルスした

K562/A2）。 

 

 これは細胞表面上のコピー数が 300 個以

下であるためと思われたが、もう１つの

CTL の機能であるサイトカイン産生能につ

いても検討した。代表的な IFN-γ産生の結

果を示す（下図）。 

 

 IFN-γは#131 scFV を導入した CAR-T 細

胞から産生され、その産生は CD4 陽性分画

の方が多かった。また#4 は IFN-γ産生能で

は#131 に劣るか（CD4 分画）、産生出来な

かった（CD8 分画）。図には示さないが、#4 

scFv CAR-T 細胞は TNF-αおよび IL-2 産生

能では#131 より良好であった。 

 

D. 考察 

 本年度は KD 値が高すぎることが CAR-T

とした場合に細胞傷害活性がでない原因な

のか、またどの程度の細胞表面抗原量が今

回作成した HLA-A*02:01 拘束性 HA-1H を

認識する TCR-like 抗体の検出限度か、そし

て細胞傷害活性に加えサイトカイン産生能

について検討を加えた。 

 KD 値の検討では、30 倍 KD 値の弱い

（TCR では最大の KD 値 10-7M に相当）#4 

scFv を用いて検討したが、HA-1H 特異的

CTL としてクローニングされた EH6 という

CTL のような活性は見られなかった。以上

のことより、高すぎる KD値のために T 細胞

に連続的な刺激が入らないためという仮説

は否定的となった。CAR-T は細胞内シグナ

ルドメインはζ鎖の ITAM だけであり、ま

た HLA/ペプチド複合体と scFv 結合部分に

TCR で形成されるような免疫シナプスが形

成されるかも不明であり、今後の検討課題

と考えられた。 

 今回の CAR-T 細胞が細胞傷害性を発揮す

るには細胞あたり 300 分子程度の抗原が必

要と判明した。サイトカイン産生能で評価

した場合は更に 1 桁以上低い抗原量で反応

が出ていたので、CAR-T 細胞のエフェク

ター相では抗原量に応じサイトカイン産生

＞細胞傷害活性が発現すると考えられた。

フローサイトメトリーで検出される下限で

も CAR-T とすることにより細胞傷害活性が

出ることより、これまで親和性が低いとし

て断念していた抗体や、抗原量が少ないと

して効果が期待できないと想像された腫瘍

でも CAR-T とすることで治療効果が期待で

きると考えられた。 

 本研究はモデル抗原として HA-1H を用い

たが、これは HLA-A2 トランスジェニック
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マウスが入手できたことが主な理由である。

今後は日本人の 6 割以上が有する HLA-A24

に拘束される抗原エピトープペプチド複合

体を認識する抗体・CAR-T 細胞を開発し、

対象を広げる必要があると考えられた。 

  

E. 結論 

 HLA に結合したマイナー抗原ペプチドを

認識する TCR-like 抗体と CAR-T を作製し、

その機能、抗体の KD 値や抗原量との関係、

エフェクター機能について詳細に解析し、

TCR-like 抗体を組み込んだ CAR-T が HLA/

ペプチド複合体を認識することを示した。

今後は実際の抗腫瘍効果や off-target 効果の

有無を検討し、トランスレーションが可能

かを見極める必要がある。 
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cancer cell line induced CTL responses 
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