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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：感染および抗腫瘍免疫における交差性生体制御機構の意義 

 

２ 研究者氏名：田中 義正 

グループメンバー：喜多 祥一（研究期間：H14.4.1～H17.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

現在行われているがんに対する治療法は、手術、放射線照射、化学療法などいずれも侵襲性

の高いものが多く、患者の QOL がきわめて悪い。これに対して、がんに対する免疫療法は、侵襲

性が低く、QOL も良好であるが、治療効果の面で期待されているほどの成績は出ていない。本研

究課題においては、ヒトγδ型Ｔ細胞の有する感染免疫作用と抗腫瘍免疫作用との交差性を利

用した新しい腫瘍標的免疫療法を確立するための基盤解析を行うことを目的とした。 

一般に、免疫療法は大きく２つに分類することができる。一つは、サイトカインなどを用いた非特

異的免疫療法であり、他方は、細胞傷害性Ｔ細胞を利用した特異的免疫療法である。前者におい

ては、IL-2 を利用した LAK 療法などが代表的なものである。これらの治療法においては、具体的

な手技として、サイトカインの投与といった既存の一般的技術しか利用しないため、治療法の標準

化が容易である。しかし、その治療効果はメラノーマなど一部の腫瘍に限定され、一般化が困難

である。後者においては、特異的なペプチド性抗原認識が期待されるため、理論的には治療の標

準化が可能であるが、実際的には、腫瘍特異的ペプチドの同定や抗原特異的Ｔ細胞の大量培養

などの高度な免疫学的手法を駆使するため、臨床的な標準化が困難である。また、腫瘍細胞に

ＭＨＣの発現抑制があると、効果がなくなるため、適用症例にも限界がある。 

一方、γδ型Ｔ細胞は、結核菌、マラリア原虫、ピロリ菌など病原性微生物の産生するピロリン

酸モノエステル系代謝産物、プロテウスなどの病原性細菌の産生するアルキルアミン系代謝産物、

また、それら天然微生物抗原の類縁体である窒素含有型ビスホスホン酸などを認識する。すなわ

ち、微生物に特異的なパターン抗原を認識するという点で、機能的には自然免疫系の細胞群に

分類されるが、抗原認識に遺伝子の再構成を経て構築されたγδ型Ｔ細胞受容体を利用してお

り、構造学的には適応性免疫にも分類されうる。このことから、γδ型Ｔ細胞は自然免疫と適応性

免疫との交差性を有していることが考えられる。また、病原性微生物の産生する抗原を認識し、感

染直後に増殖誘導がみられることから、γδ型Ｔ細胞は感染免疫に関与していることが明らかで

あるが、一方、増殖誘導をうけ活性化されたγδ型Ｔ細胞は強い腫瘍細胞傷害性を有するという

点において、腫瘍免疫にも関与していると考えられる。実際に、腎臓がんにおいては、約４分の１

の患者においてγδ型Ｔ細胞の増加がみられ、原発巣の摘出後にはγδ型Ｔ細胞の減少が観察

されている。このようにγδ型Ｔ細胞は、感染免疫と抗腫瘍免疫との交差性をも有する。 

本研究課題においては、γδ型Ｔ細胞の感染免疫的側面を利用して、ピロリン酸モノエステル

系化合物によりγδ型Ｔ細胞の増殖誘導を行い、また、その細胞の腫瘍免疫的側面を利用して、

窒素含有型ビスホスホン酸処理により感作した腫瘍細胞を効率よく傷害するという、新しい腫瘍

標的免疫療法を確立するための基盤解析を行った。 

 

４ 研究成果： 

（１）γδ型Ｔ細胞受容体依存的非ペプチド性抗原の認識機構の解析 

αβ型Ｔ細胞は、主要組織適合性抗原(MHC)クラスⅠあるいはⅡ／抗原性ペプチド複合体を

αβ型Ｔ細胞受容体(TCR)で認識し、その際、その相互作用を CD4 あるいは CD8 分子が補助す

る。一般に、γδ型Ｔ細胞は CD4、CD8 分子を欠落しており、抗原もペプチドではなく、ピロリン酸

モノエステル、アルキルアミン、窒素含有型ビスホスホン酸のような非ペプチドである。このような
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ことから、γδ型Ｔ細胞の非ペプチド性抗原認識機構がγδ型 TCR 依存的かどうかは明らかで

はなかった。そこで、Jurkat 細胞の系を用いて TCR 依存性を検討した。まず、TCR 欠損株の

Jurkat 細胞にγ鎖およびδ鎖の遺伝子を導入し、γδ型 TCR を発現する Jurkat 細胞を確立した。

そして、αβ型 Jurkat、ＴＣＲ欠損型 Jurkat、γδ型 Jurkat のそれぞれに、３種の非ペプチド性抗

原を作用させた結果、γδ型 Jurkat 細胞だけが反応性を示し、IL-2 を産生した。このことから、ピ

ロリン酸モノエステル、アルキルアミン、窒素含有型ビスホスホン酸の非ペプチド性抗原は、いず

れもγδ型 TCR により認識されることが明らかとなった。 

次に、γδ型 TCR によりどのようにして非ペプチド性抗原が認識されるのか明らかにするため

に、γδ型 TCR の立体構造解析を行った。まず、γ鎖およびδ鎖の細胞外領域をコードする遺伝

子を大腸菌用の発現ベクターに組み込んだ。このままでは、いずれも発現が見られなかったため、

RBS 領域の改変、ステムループの除去、ホルミルメチオニンの効率的除去、リボソームの可動性

誘導、レアーコドンの除去などを行い、大腸菌１リットル培養において 300mg 程度の封入体を得る

ことができた。次に、これら封入体を DTT 加尿素・グアニジン溶液に溶解し、アルギニン加トリスベ

ース緩衝液に迅速希釈した。さらに、低濃度尿素加トリス緩衝液に対して透析を行い、陽イオン交

換カラムクロマトグラフィーにより精製を行った。γδ型ＴＣＲ細胞外領域タンパク質の純度検定に

ついては電気泳動、ゲル濾過、光散乱により行い、免疫グロブリンフォールドの形成は円偏光二

色性により確認した。得られたタンパク質標品を結晶化スクリーニングに供した結果、２種類の緩

衝液で結晶が確認され、0.2mm 程度の単結晶が得られた。これをインハウスのＸ線発生装置で解

析した結果、４Åの解像度でデータが得られ、さらに、SPring8 の放射光を用いた解析により、1.9

Åの解像度のデータセットが得られた。次に、結晶の軸を決定し、分子置換法により分子モデル

を構築し、精密化した結果、2.4Åの解像度でγδ型 TCR の構造を決定することができた。 

次に構造解析の結果、および、遺伝子配列解析の結果から、非ペプチド性抗原認識に関わる

と考えられるアミノ酸残基を推定したところ、γK108、δR51、δL97 が重要であると考えられた。

そこで、この３つのアミノ酸残基をアラニン置換して、それらをコードする遺伝子を、Jurkat 細胞の

システムで再構成したところ、いずれの点変異においても非ペプチド性抗原に対する反応性は消

失した。このことから、非ペプチド性抗原の認識機構は、次のようになると考えられた。まず、ピロ

リン酸モノエステル系抗原の場合、γK108 およびδR51 のポジティブチャージしたアミノ酸側鎖に

環境中の無機リン酸などのネガティブチャージしたイオンが相互作用する。ここにピロリン酸モノエ

ステル系抗原が入ってくると、無機リン酸が排除され、ピロリン酸残基のネガティブチャージがγ

K108 およびδR51 のポジティブチャージと相互作用する。そして、ピロリン酸モノエステル系抗原

の炭化水素鎖とδL97 のアミノ酸側鎖が疎水相互作用する。このようにして、ポジティブ・ネガティ

ブの相互作用と疎水相互作用により、ピロリン酸モノエステル系抗原が認識される。一方、ポジテ

ィブチャージを有しているアルキルアミン系抗原の場合には、環境中の無機リン酸はそのままで、

そのネガティブチャージとアルキルアミンのポジティブチャージが相互作用する。すなわち、γ

K108 およびδR51 のポジティブチャージ、無機リン酸のネガティブチャージ、アルキルアミンのポ

ジティブチャージの電荷ブリッジが形成される。そして、ピロリン酸モノエステル系抗原の場合と同

様、アルキルアミン系抗原の炭化水素鎖とδL97 のアミノ酸側鎖が疎水相互作用する。このように

して、アルキルアミン系抗原が、ピロリン酸モノエステル系抗原の認識部位と同一の部位で認識さ

れる。また、窒素含有ビスホスホン酸系抗原の場合には、基本的には、アルキルアミン系抗原と

同様の作用様式で認識されると考えられる。以上のように、本研究により、γδ型ＴＣＲの結晶構

造が高解像度で解析され、さらに、遺伝子工学的手法を用いた機能解析の結果から、構造・機能

相関が明らかとなり、γδ型Ｔ細胞による非ペプチド性抗原認識機構を詳細に解析することが可

能になった。 

 

（２）γδ型Ｔ細胞による腫瘍細胞認識に関与する副刺激シグナル分子の解析 
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γδ型Ｔ細胞は、高活性化状態にあるときには、ナチュラルキラー様の活性により、γδ型ＴＣ

Ｒ非依存的に種々の腫瘍細胞を傷害する。しかし、定常状態においては、非常に限られた細胞株

だけをγδ型ＴＣＲ依存的に傷害する。これらの中には、RPMI8226 などのマルティプルミエローマ

細胞や Daudi などのバーキットリンパ腫が含まれる。これは、RPMI8226 や Daudi にγδ型 TCR

の抗原が発現されているためだと考えられる。一方、腎臓がん、膀胱がん、肺がんを含むほとん

どの腫瘍細胞株において、窒素含有型ビスホスホン酸処理を行うと、定常状態のγδ型Ｔ細胞が

γδ型 TCR 依存的に腫瘍細胞傷害性を呈するようになる。この際、腫瘍細胞表面上の窒素含有

型ビスホスホン酸がγδ型 TCR 依存的に認識されると考えられる。しかし、そのシグナル伝達を

サポートする副刺激シグナル分子については、ほとんど明らかになっていなかった。そこで、本研

究において、ほとんどの腫瘍細胞上に発現している正の副刺激シグナル分子の探索を行った。ま

ず、膀胱癌の一種である EJ-1 と肺癌の一種である LK-2 をマウスおよびラットに免疫し、それらを

認識するモノクローナル抗体をスクリーニングした。この際、他に６種類の腫瘍細胞の染色も行い、

計８種類の腫瘍細胞をクロス染色できるモノクローナル抗体を選択した。その結果、８種類の独立

したモノクローナル抗体が樹立でき、ウェスタンブロティング解析、免疫沈降解析、質量分析を行

い、樹立された８種類のモノクローナル抗体がいずれも CD166 を認識していることを確認した。

CD166 の発現分布を解析した結果、ほとんどのヒト腫瘍細胞にその発現がみとめられ、正常細胞

では、CD14 陽性のモノサイト系の細胞にその発現が確認された。ここで、CD166 の受容体は CD6

であることが明らかとなっているので、γδ型Ｔ細胞上の発現を確認したところ、CD6 の強い発現

が認められた。 

以上の結果から、CD166/CD6 の相互作用がγδ型Ｔ細胞の抗腫瘍活性に影響を与えている

可能性が示唆されたので、機能解析を行うことにした。まず、CD166 の発現の認められないエリス

ロリュ－ケミアである K562 にモックのベクターあるいは CD166 の遺伝子を組み込んだ発現ベクタ

ーを遺伝子導入し、K562/Mock および K562/CD166 細胞を樹立した。これらの細胞に窒素含有型

ビスホスホン酸をパルスし、γδ型Ｔ細胞を作用させた。その結果、CD166 の発現があると、γδ

型Ｔ細胞の抗原認識能が明らかに上昇した。このことは、CD166/CD6 の相互作用が、γδ型Ｔ細

胞の腫瘍細胞傷害性において、明らかに正の制御を行っていることを示唆している。また、逆に

CD166 の発現を抑制した場合にγδ型Ｔ細胞の機能にどのような影響を与えるか検討を行った。

まず、CD166 分子を発現している LK-2 にモックのベクターあるいは CD166 の RNA 干渉用のベク

ターを組み込んだ。そして、窒素含有型ビスホスホン酸パルスを行い、γδ型Ｔ細胞の反応性の

違いを検討した。その結果、CD166 の発現を抑制すると、γδ型Ｔ細胞のエフェクター作用が抑制

されることが明らかとなった。以上の結果より、CD166/CD6 の相互作用が、γδ型Ｔ細胞の抗腫

瘍作用において、正の副刺激シグナルとして作用していることが明らかになった。 

 

（３）新しい腫瘍標的免疫療法における安全性の確立 

上記のγδ型Ｔ細胞のエフェクター作用に関する基礎的解析結果をもとに、新しい腫瘍標的免

疫療法を開発するための基盤解析を行った。この腫瘍標的免疫療法は、病原性微生物抗原の合

成誘導体である 2-メチル-3-ブテニル-1-ピロリン酸により、in vitro でγδ型Ｔ細胞を増殖誘導す

る局面と、がん細胞を窒素含有型ビスホスホン酸で標識して、γδ型Ｔ細胞で傷害する局面とに

分かれる。このうち、最初の局面においては、まず、健常人末梢血単核球で検討したところ、抗原

処理により１０３倍から１０４倍の増殖効果が見られた。また、がん患者においても、同様の結果が

得られたことから、γδ型Ｔ細胞の増殖誘導に関しては問題のないことが明らかになった。次に、

がん細胞を窒素含有型ビスホスホン酸で標識する局面に関しては、窒素含有型ビスホスホン酸

投与の安全性が確立しているため問題は生じない。そこで、最後の局面である、γδ型Ｔ細胞の

投与に関してその安全性を検討した。すなわち、がん患者において、抗原処理によりγδ型Ｔ細

胞を増殖誘導し、それをがん患者に投与することに関して、その安全性を検討した。その結果、γ
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δ型Ｔ細胞を１０１０から１０１１程度移入しても、重篤な副作用はみとめられず、その安全性が確認

された。以上の臨床的結果より、今後、新しい腫瘍標的免疫療法を開発するための基盤が確立さ

れた。 

５ 自己評価： 

本研究課題に採択された際に、掲げた目標は、γδ型TCRの構造解析を行い、それをもとにし

て、構造・機能相関からγδ型Ｔ細胞の非ペプチド性抗原認識機構を明らかにするとともに、その

作用様式を利用して、新しい腫瘍標的免疫療法を開発するための基盤解析を行うというものであ

った。まず、最初の目的である、結晶解析による三次構造の決定であるが、これは、三次構造解

析技術を習得することと、実際得られた構造をもとにして構造・機能相関解析を行うことの２つの

目的があった。技術の習得に関しては、タンパク質の発現制御、リフォールディング、結晶化、コン

ピューター解析と一連の手技を習得することができ、今後の研究において重要な意味を持つと考

えられる。また、実際に得られた結果に関しては、γδ型 TCR による非ペプチド性抗原認識機構

の概要が明らかになり、それをもとに、構造・機能相関解析ができるようになった。しかし、より明

確な結論を出すためには、γδ型 TCR と非ペプチド性抗原との共結晶解析、点変異体γδ型

TCR の結晶解析が必要であり、今後の課題となっている。しかし、技術的問題はクリアーされてい

るので近い将来結果を出すことができると思われる。また、本研究の基礎面における結果を応用

する試みとして、もう一つの課題であった実際の臨床応用研究の基礎構築を試みた。その結果、

臨床応用のための前臨床治験も終了し、その安全性が確立されたので、これから、がんトランス

レーショナルリサーチへと進み、本研究課題で提唱した新しい腫瘍標的免疫療法の確立を目指し

ていきたい。 

 

６ 研究総括の見解： 

ヒトγδ型 T 細胞の感染免疫作用と抗腫瘍免疫作用との交差性を利用した新しい腫瘍標的免

疫療法を確立するための基盤解析を目標とした研究である。γδ型 T 細胞の感染免疫学的側面

を利用したピロリン酸モノエステル系化合物によるγδ型 T 細胞の増殖誘導やその細胞の腫瘍

免疫的側面を利用した窒素含有型ビスホスホン酸処理により感作した腫瘍細胞の効率の良い傷

害など、新しい腫瘍標的免疫療法を確立するための基盤解析を行い、今後の発展が期待される

成果を挙げている。 
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