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     Antitumor activity of chimeric immunoreceptor
  gene-modified Tcl and Thl cells against autologous
carcinoembryonic antigen-expressing colon cancer cells

（キメラ免疫受容体遺伝子を導入したTcl，Thl細胞の

CEA発現自家大腸癌細胞に対する抗腫瘍活性）

学位論文内容の要旨

    【要約】

  癌患者における、癌特異的かつIFN-ッ産生性Tcl細胞、およびThl細胞の誘導が癌免疫療法におい

て重要であると考えられる。現在までに我々は，ヒトCEA特異的モノクローナル抗体の単鎖抗体を組

み込んだChimeric immunoglobulin T-cell receptor(以後cIgTCRと略す）遺伝子を非特異的に活性化したポ

リクローナルT細胞にレンチウィルスベクターを利用して遺伝子導入し，このT細胞に癌細胞膜表面

上のcarcinoembryomc孤tigen（以後Q強と略す）に対する特異的反応性を付与し抗腫瘍効果を得られ

ることを報告してきた，今回我々はT細胞機能の低下が認められる担癌患者において同様の免疫活性

を持つT細胞の誘導が可能であるかどうか、そして誘導されたT細胞がCEA発現自家癌細胞に対して、

CEA特異的な抗腫瘍活性を付与されるかどうかを検討した。またより効率が高く、臨床応用を視野に

入れた遺伝子導入T細胞誘導方法の検討として、レトロウィルスベクターを用いた系を確立しその有

効性についても検討した。さらに，抗腫瘍活性における冊1，Tc1細胞間の相互作用についても検討を

加えた。

  その結果、レトロウィルスベクターを用いた我々のcIg1℃R導入効率はTh1，Tc1細胞ともに平均60

～70％と非常に良好であり、20ccの末梢血採血より2週間ほどで約1x108個程度のcIgTくニR導入Tc1

細胞（Tc1―Tbody）とcIg1℃R導入1111細胞（冊1‐Tbody）を調整可能であった。またこのプロトコール

は担癌患者末梢血にも同様に施行可能であり、担癌患者末梢血由来1111一Tbody、Tc1―Tbodyが、同患者

大腸癌肝転移巣切除標本より樹立された自家大腸癌細胞株SC1に対し、MHC分子非拘束性、かっCEA

特異的に高い抗腫瘍活性をもっことが示された。さらにこれらのTbodyを用いて，腫瘍拒絶の中心的

役割を担うTc1細胞の長期生存に必要な因子を調べたところ，m11細胞との細胞間接触が重要であるこ

とが示された．そしてこれらのTbodyの抗腫瘍活性はmvitroにおいて高い血清a弧値をもつ自家血

漿中でも，阻害されたり逆に非特異的に活´陸化されることもなかった．

    【材料と方法】

  2004年に北海道大学附属病院にて大腸癌肝転移巣の切除術を受けた50代女性の切除組織より，CEA

陽性大腸癌細胞株SC1を樹立し、同患者末梢血よりEBウィルスにより不死化した13 ccll line SLC1を

樹立した．その他4種類のヒト腫瘍細胞株，HLC-1 (lungcancer，PCI‐10Qancreascance1、Daumoymphoma），

    －´199－



SH10 (gastnc cancerを比較対象とした，SC1、m℃‐1、PくニI－10はCB` 発現細胞株であり、Daudi、Sm0、

SLC1はCEA非発現細胞株である。いずれもMHCclassI発現、MHCdassH非発現細胞であった。

  抗ヒトCEAモノクローナル抗体の単鎖抗体（F11←39）、CD8h血gelesion、CD28の膜貫通部および細

胞内シグナル伝達部位、CD3く鎖から構成されるcIgTくニR遺伝子（F39scFv／CIR‐2）のcI）NAをレトロ

ウィルスベクター（pGCD△NSaInIRESGFP）のmunipledoningsiteに組込み、このベクターのstable

producerである細胞株，PG13を生成した。

  ヒト末梢血より得られた末梢血単核細胞（PBMQ）より抗CD4抗体，抗CD8抗体を用いたcellsoning

により99％以上の純度を持つCI）4十T細胞，CD8十T細胞を分離し、このT細胞をphytohemagglutinin存

在下に冊1サイトカイン（IFN―ッ，H′2，IL12）添加条件で72時間培養する．こうして得られたポリ

クローナルに活’陸f匕された1111，Tc1細胞に対し、PG13より生成されたcIgTCR導入レトロウィルスを

用い、24時間置きに2回ゝ血femonを行い、固相化antiーCD3刺激により増殖を行う。infecdon後9～12

日 後 に nowcytome衂 に て 最 終 的 な 導入 効 率 の 測 定 を 行 い ， 各 種assり に 用 い た ．

    【結果】

  大腸癌担癌患者末梢血より当プロトコールによって得られたTcl-T body、Thl-T bodyのcIgTCR導

入効率はそれぞれ71%、66％であり、健常人末梢血を用いた際とほぼ同様の結果であった。cIg1℃R非

導入ポリクローナル活性化T細胞（con缸olTc1、conロ011111）も同時に誘導し、皿气発現、．非発現細胞

株に対する抗腫瘍活性を比較検討したところ、Tc1．Tbody、皿1―Tbodyが自家細胞に対しても、MHC

非拘束性、くニE強特異的に強い細胞障害活性と、IFN－ッ産生能を付与されていることが証明された。ま

たこの抗腫瘍効果は腫瘍細胞の皿气発現量に比例していると推測された。TbodyとcontrolT細胞の抗

腫瘍効果の差異は顕鏡化にも確認された。

  上記反応においてSC1細胞により刺激を受けたTc1－Tbodyは反応後早期にアポトーシスに陥る．そ

こで腫瘍免疫において中心的役割を担うとされるTc1細胞の長期生存に寄与する要素を、SC1細胞と

自家Tc1一Tbody、皿1一Tbodyの様々に組み合わせた共培養により検討したところ、冊1．Tbodyとの細

胞間接触がTc1ーTbodyの長期生存に重要であることが示された。

  癌患者末梢血に存在するsoluble皿气が、Tc1‐Tbody、1h1‐Tbodyの活性を阻害したり、また非特異

的活性を示す可能性がないかを調べるために、高C王強値をもつ自家患者血清、およびreconlbinantQ狐

を用いて、Tc1^ Tbody、1111－Tbodyの自家細胞SC1に対する腫瘍活性のb10ck血gassayを行ったところ、

solubleCB` の存在はこれらe艶ctor細胞の腫瘍効果を阻害することもをく、非特異的に活性化すること

もないことが示された。

    【考察】

  Chimeric immnoreceptorを用いたT細胞への癌抗原特異的腫瘍活性能付与は癌免疫においていくっか

のアドバンテージを持っていると考えられる。ひとっは腫瘍特異的T細胞の誘導の容易さであり、も

うひとっはその抗腫瘍効果がMHCに拘束されないという点である。今回我カがこのプロトコールが担

癌患者においても施行可能であったこと、また自家癌細胞においても応用可能であったことを示したこ

とより、臨床応用可能な癌免疫両方の戦略としてなお了層期待される。Thl細胞の細胞間接触によるTcl

細胞へのサポート能については、今後その分子生物学的機序について解明が期待される．

  当プロトコールを用いた癌免疫療法は，生体内におけるI型免疫の誘導とその汎用性において，今後

大いに期待される．
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学位論文審査の要旨

                   -f

     Antitumor activity of chimeric immunoreceptor

  gene-modified Tcl and Thl cells against autologous

carcinoembryonic antigen-expressing colon cancer cells

（キメラ免疫受容体遺伝子を導入したTcl，Thl細胞の

CEA発 現 自 家 大 腸 癌 細 胞 に 対 する 抗 腫瘍 活性 ）

  癌患者における，癌特異的かつIFN-ッ産生性Tcl細胞，およびThl細胞の誘導が癌免疫療

法において重要であると考えられる．しかし担癌患者のT細胞機能の抑制状態，MHCの個

体差，それに伴うT細胞認識エピトープの多様性ぬどの障壁により，その誘導には困難を伴
う．そこで申請者は，癌抗原特異的単鎖抗体とT細胞受容体の細胞内シグナル伝達部位との

融合蛋白であるcIgTCR(chimeric immunogrobulinTcell receptor)の遺伝子を強制発現させた

Tcl細胞とThl細胞をin vitrDにて誘導し，それを体内に戻す癌免疫療法を想定し，その臨床

応用に向けた基礎的研究を行った．癌抗原としてはcarcinoembryomcantigen（CEA）をターゲッ

トとし，CEA特異的c培rCR遺伝子を導入したTc1細胞，Th1細胞をそれぞれTc1‐Tbody，
Th1‐Tbodyと呼称し，さまざまな分析を行った，また，より効率が高く，臨床応用を視野に

入れた遺伝子導入T細胞誘導方法の検討として，レトロウィルスベクターを用いた系を確立

しその有効性にっいても報告した．さらに，抗腫瘍活性におけるTh1，Tc1細胞聞の相互作

用にっいても検討を加えた．

  北海道大学附属病院にて大腸癌肝転移巣の切除術を受けた症例の切除組織より，CEA陽性
大腸癌細胞株SC1を樹立し，同患者末梢血よりEBウィルスにより不死化したBcelllineSLC1

を樹立した．その他4種類のヒト腫瘍細胞株，HLCー1（lungcancer），PCI1100ancreascancer）、

Daudi（1ymphoma），SH10（gasmccancer）を比較対象とした．SC1，HLC．1，PCI・10はCEA発現

細胞株であり，Daudi，SH10，SLC1はCEA非発現細胞株であった．いずれもMHCclassI

発現，MHCclassn非発現細胞であった．
  抗ヒ゛トCEAモノクローナノレ抗体の単鎖抗体（F11‐39），CD8Mngelesion，CD28の膜貫通部

および細胞内シグナル伝達部位いCD3く鎖から構成されるcIgTCR遺伝子（F39scFV／CIR‐2）
のcDNAをレトロウィノレスベクター（pく℃D△NsamH旺峪GFP）のmultipleclomngsiteに組込

み ， こ の ベ ク タ ー の stableproducerで あ る 細 胞 株 ， PG13を 生 成 し た ．
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  SC1樹立を行った同一患者末梢血より得られた末梢血単核細胞より抗CD4抗体，抗CD8
抗体を用いたcell sortingにより99％以上の純度を持つCD4+T細胞，CD8+T細胞を分離し，
このT細胞をphytohemagglutinin存在下にThlサイトカイン(IFN-ッ，IL-2，IL12)添加条件
で72時間培養した．こうして得られたポリクローナルに活性化されたThl，Tcl細胞に対し，
PG13より生成されたcIgTCR導入レトロウィルスを用い，24時間置きに2回infectionを行
い，固相化anti-CD3刺激により増殖させinfection後9～12日後にfiow cytometryにて最終的
な導入効率の測定を行い，その抗腫瘍効果を検討した．
  その結果，レトロウィルスベクターを用いたcIgTCR導入効率は癌患者末梢血を用いても，
Thl-T body，Tcl-T bodyともに平均60丶70％と非常に良好であり，20ccの末梢血採血より2
週間ほどで約1X108個程度のTc1・TbodyとTh1‐Tbodyを調整可能であった．担癌患者末梢
血由来Th1―Tbody，Tc1‐Tbodyが，自家大腸癌細胞株SClに対し，CEA特異的に高い抗腫瘍
活性を付与されることが示された。さらにこれらのTbodyを用いて，腫瘍拒絶の中心的役割
を担うTc1細胞の長期生存に必要な因子を調べたところ，Th1細胞との細胞間接触が重要で
あることが示された．そしてこれらのTbodyの抗腫瘍活性は加WケIDにおいて高い血清CEA
値をもつ自家血漿中でも，阻害されることや，逆に非特異的に活性化されることもなかった・
よって本法を用いた癌免疫療法は，多くの適応患者をもち，担癌生体において効率的に癌特
異 的 I型 免 疫 を 誘 導 す る 可 能 性 が あ り ， 今 後 の 臨 床 応 用 が 期 待 さ れ る ．
  公開発表において，副査近藤哲教授よりTh1‐TbodyのTC1‐Tbodyへのサポート能とそれら
の同時投与の際の強い癌拒絶との関連性にっいて，Tbodyの実際における適切な誘導，培養
方法，ウィルスベクターとしてレトロウィルスを選択した理由，細胞株樹立の際の工夫点に
っいて質問があった．続いて副査西村孝司教授より、臨床応用にむけて乗り越えるべき障壁
にっいて，Th1細胞のTcl細胞へのサポート能と表面分子，サイ卜カインとの関連性にっい
て質問があった．最後に主査今村雅寛教授より、臨床応用へのハードルにっいて，また鏡検
像においてTh1‾TbodyとTc1‐Tbodyの腫瘍細胞周囲への集塊形成パターンが異なる理由につ
いての質問があった，いずれの質問に対しても，申請者は主旨をよく理解し自らの研究デー
タと文献的考察を混じえて適切に回答した．
  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取得単位なども併
せ申請 者が 博士（ 医学）の学位を受けるのに充分な資格を有すると判定した．


