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研究要旨 
 我々は成人 T細胞白血病（ATL）に対する樹状細胞療法の臨床試験（ATL-DC1-L1）において、
フローサイトメトリー（FCM）を使用した ATL細胞と制御性 T細胞（Treg）の解析を行ない、治
療前後の ATL細胞と Treg動態のモニタリングに成功した。これら先行研究の結果を踏まえ、今年
度は新しい樹状細胞療法（ATL-DC1-101）における ATL細胞、Treg、末梢血リンパ球、および HLA-A
発現をより詳細に解析するマルチカラーの染色組合せを考案した。健常人血を用いて一部の染色

方法で予備実験を行ない、Treg における表面マーカー、および Foxp3 や CTLA-4 など細胞内機能
分子の同時解析が可能であることが示された。FCM を使用した本解析システムは、ATL-DC1-101
における病態のモニタリングとメカニズムの解明の手段として、有用なツールとなることが期待

される。 
 
Ａ.研究目的 
 ATL-DC1-101 において ATL 細胞、Treg、末
梢血リンパ球および HLA-A 発現レベルをより
詳細に解析するマルチカラーFACS 解析システ
ムを確立し、樹状細胞療法における病態のモニ

タリングとメカニズムの解明を目指す。 
 
Ｂ.研究方法 
 先行研究の結果を踏まえ、今年度は新しい樹

状細胞療法（ATL-DC1-101）におけるマルチカ
ラーの染色組合せを考案した。 
 また、一部の染色方法については健常人末梢

血を使用し、目的とする解析が実施可能である

のか検証した。 
 
（倫理面への配慮） 
 平成 26年 12月までの時点で、ATL-DC1-101
の患者登録は行なわれなかった。したがって、

今回の予備実験では、健常人ボランティアか

らの末梢血検体を使用した。解析結果は内部

コントロールとして、学会や論文での発表は

行なわない。 
 
Ｃ.研究結果 
 副次評価項目として「CD4陽性CD25陽性
Foxp3陽性細胞数」と「末梢血リンパ球表面マー
カー」の解析を、付随研究として「HLA-A発現」
を解析するための蛍光標識抗体の組合せを考案

した。 

1. 副次評価項目 
1) 目的・意義 
① CD4陽性CD25陽性Foxp3陽性細胞数 
 ATL細胞は、免疫抑制機能を持つTregのフェ
ノタイプや機能を持つことが報告されている。

また、一般にがん患者ではTreg活性が亢進し、
がんに対する免疫反応を抑制することが知ら

れている。したがって、本臨床治験においては、

治療効果判定のためのATL細胞の検出に加え、
ATL細胞以外のTregフェノタイプを判別して解
析する。また、Tregフェノタイプが真のTregで
あるのか確認する目的で、細胞内 Foxp3と
CTLA-4も同時に解析する。これらの解析によ
り、免疫療法の評価判定とTreg動態を明らかに
する。 
② 末梢血リンパ球表面マーカー 
 ポテリジオ投与やDC療法前後の末梢血免疫
細胞を測定し、これらの治療に伴う影響をモニ

タリングする。 
2) 染色方法 
① CD4陽性CD25陽性Foxp3陽性細胞数 
 末梢血単核細胞をCD3、CD4、CD7、CD14、
CD25、CD45RA、CD127、CCR4、TSLC−1、Foxp3、
および  CTLA-4に対する蛍光標識抗体の組合
せで染色する（表1、Stain 1）。 
② 末梢血リンパ球表面マーカー 
 T細胞およびNK細胞関連マーカーとして、末
梢血単核細胞をCD2、CD3、CD4、CD5、CD7、
CD8、CD14、CD16、CD25、CD56、CD235a、
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およびTSLC-1に対する蛍光標識抗体の組合せ
で染色する（表1、Stain 2）。 
 また、B細胞および造血幹・前駆細胞関連マ
ーカーとして、末梢血単核細胞をCD3、CD10、
CD11c、CD14、CD19、CD20、CD34、CD45、
およびCD235aに対する蛍光標識抗体の組合せ
で染色する（表1、Stain 3）。 
2. 付随研究 
1)目的・意義 
 樹状細胞（DC）療法では、DC表面上の
HLA-A*02:01 、 HLA-A*11:01 、 あ る い は
HLA-A*24:02にTax由来ペプチドを結合させて
患者に投与するが、ATL細胞表面のこれらの
HLAがダウンレギュレーションして免疫機構
からエスケープする可能性もある。よって、

ATL細胞表面の当該HLAの発現レベルも解析
する。 
2) 染色方法 
 末梢血単核細胞をCD3、CD4、CD7、CD14、
CD235a、HLA-2、HLA-A9、HLA-A11、および
TSLC-1に対する蛍光標識抗体の組合せで染色
する（表1、Stain 4）。 
3. 検体採取ポイント 
 スクリーニング（Day -28 〜 Day -14）、Day 
-7、治療期間（ATL-DC-101投与0週目、2週目、
4週目）、後観察期間（6週目、8週目）、追跡
調査（24週目までは4週間毎に来院、24週目以
降は8週間毎に来院）の各ポイントで採血する
（図1）。スクリーニング期間からDC療法後2
年間までの間でトータル21回、147 mlの採血量
となる。Day -7では「末梢血リンパ球表面マー
カー」解析のみ行ない、「Treg解析」は行なわ
ない。中止となった場合は、中止時の採血を行

なう。 
4. 検体採取法 
 EDTA添加、静脈血採血。 
5. 検体量 
 7 ml。 
6. 搬送法 (温度、搬送時間制限) 
 常温の宅急便で送付する。採血後24時間以内
に解析を開始する。 
7. 検体管理・保存条件 
 必要と認められた場合はATL細胞フェノタ
イプをソーティングして、医科研の保存施設に

おいて液体窒素に凍結保存する。 
8. 報告所用日数 
 検体受け取り後3日以内に、末廣陽子医師に
メールでご報告する。 
9. 責任者および検査機関 
渡辺信和 

東京大学医科学研究所 臨床検体専用FACSコ
アラボラトリー（臨床FACSコアラボ、1号館2
階） 
〒108-8639 東京都港区白金台4-6-1 
Phone: 03-5449-5765、Fax: 03-5449-5750、Mail: 
nwatanab@ims.u-tokyo.ac.jp 
10. 予備実験 
 健常人の末梢血を使用し、表1のStain 1の染色
組合せで細胞を染色した。健常人血であるため、

ATL細胞マーカーであるCD7とTSLC-1による
染色は行なわなかった。 
 一般に活性のあるTreg分画と見なされている
のは、CD3+CD4+細胞のFoxp3+CD45RRA-分画

（青のドット）である。これらの活性型Treg分
画はCD25、CCR4、およびCTLA-4が陽性に染ま
り、活性型のTregとして一致する所見が得られ
た。 
 
Ｄ.考察 
 平成 26年 12月の時点で、本治験はまだ患者
登録が行なわれていないことから、本年度はフ

ローサイトメトリー解析における蛍光標識抗

体の組み合わせを考案するに留まった。 
 Tregの解析方法に関しては、今だに多くの相
反する意見があり、フローサイトメトリー解析

のみで真の Tregを同定することは困難が伴う。
しかしながら、ATL 細胞と正常 CD4+T 細胞を
判別した上で、Treg 活性の本質につながる
Foxp3 と CTLA-4 を解析する我々の方法は、現
時点で可能な最善の解析方法と思われる。 
 
Ｅ.結論 
 FCM を使用した本解析システムは、
ATL-DC1-101 における病態のモニタリングと
メカニズムの解明の手段として、有用なツール

となることが期待される。 
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Ｈ.知的財産権の出願・登録状況 
 特になし 
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