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1. 研究の背景・目的 

近年、広く臨床へ応用されている免疫チェックポイント阻害薬には、がん免疫を活性化す

る画期的なアプローチであるが、一部の患者では効果が限定的であることもあり、がん免

疫療法のさらなる発展が求められている。がん免疫療法の 1つとして、がん抗原に特異的

な T細胞受容体（TCR：T cell receptor）を患者由来のリンパ球に導入した TCR遺伝子導

入 T細胞療法がある。しかし、担がん患者からがん抗原特異的な T細胞の特定は容易では

なく、また、その抽出された T細胞は抗原に対して低〜中親和性であった。この問題を解

決するため、がん・精巣抗原であるNY-ESO-1 に特異的な T細胞を高親和性の TCRに改

変し、治療効果を上げる試みが報告されており 1、担がん患者から得られる TCRの親和性

を高め、抗腫瘍効果を引き上げるための更なる開発が必要である。近年の研究では、TCR

の抗原親和性を高めるために、TCRの相補鎖決定領域 (CDR: complementary determining 

region) の遺伝子改変が行われている。特にCDR3β配列は、TCRと抗原の結合特異性を

決定する上で重要な役割を果たしている 2。しかし、TCR の遺伝子改変は膨大な組み合わ

せを考慮する必要があり、人工知能を活用することで、高親和性の TCRを特定する効率を

向上させることができるのではないかと考えた。近年、機械学習やDeep learning system

を用いて、ウイルスや細菌に対する TCRの予測が行われているが 3、がん抗原に関しては

まだ十分な研究が行われていない。本研究では、これらの方法をがん抗原に応用し、人工

知能を用いて TCR遺伝子の改変を行うことで、がん抗原に対して高親和性の TCRを特定

し、TCR遺伝子導入 T細胞治療に応用することを目的とした。これにより、がんの種類を
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超えたより効果的な治療法が提供され、個別化医療の進展に貢献することが期待される。 

 

2. 研究の対象ならびに方法 

当分野では肺癌検体から、がん・精巣抗原である KK-

LC-1 (Kita-Kyusyu Lung Cancer Antigen-1) に対する

TCRを同定している 4。がん・精巣抗原は正常組織では

免疫系から隔絶された精巣にのみ発現するため、がん特

異的であり、がん免疫療法の有望なターゲットになりえ

る。同定した TCRのうち、細胞傷害活性が最も高い TCR 

（図１）を用いて、CDR3β領域の遺伝子改変をおこな

った。 

① 遺伝子改変 TCRの作成 

TCR Vβの CDR３領域は 13 アミノ酸で成り立っており、最初のシステインと最後のフ

ェニルアラニンを除く、2番目から 12番目までのアミノ酸を、それぞれ他の 19アミノ酸

に置換し、遺伝子改変 TCR を作製した。具体的には、改変した TCR Vβをコードする人

工遺伝子を PCR により増幅し、そのDNA を Gibson Assembly 法によって定常領域を含

むプラスミドベクターを作製した。これにより TCRαと今回改変した TCRβの

Transcriptionally active PCR (TAP) fragmentを作製した。 

② Luciferase Assayによる活性の評価 

TAP fragmentと pGL4.30 (luc2P/NFAT-RE/Hygro) ベクターを Jurkat細胞にエレクト

ロポレーションで形質転換した。5.0×10^4 cells の Jurkat-Luc-TCR 細胞と 2.0×10^4 

cells の Lymphoblastoid Cell Line を、peptide である KK-LC-1 の有無で一晩共培養を

行った。NFATの活性化を Steady-Glo Luciferase Assay Systemで測定した。 

③ MHC tetramerによる結合力の評価 

TAP fragmentを Jurkat細胞にエレクトロポレーションで形質転換し、48時間培養した。 

2.0×10^5 cellsの Jurkat -TCR細胞を使用して、tetramer-PEを加え、氷上で 30 分染色

した後に、更にTCRαβ-APCを加え、氷上で30分染色した。染色した細胞をLSRFortessa 

X-20 フローサイトメーターを使用して分析し、データは FlowJoを使用して解析した。 

④ TCR model2による立体構造の予測 

近年、deep learningをベースとした立体構造の予測、特にAlphafold はアミノ酸列から

単量体および多量体タンパク質の構造予測に著しく成功していることが証明されている5。

TCRmodel2 は AlphaFold ベースとして、高い精度で TCR-pMHC 複合体のモデルを生成す

図 1: IFN-γ ELISA 
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ることができる 6。TCRmodel2 の Web サーバー(https://tcrmodel.ibbr.umd.edu/)から

TCR-pMHC 複合体を予測し、PyMOL を使用して、立体構造の解析を行った。 

 

3. 研究結果 

 Lusiferase Assay では、改変

TCR のルシフェラーゼ活性を、

peptide の有無により、それぞれ

Fold changeを行い、Wild type と

比較した。MHC tetramerでは、

TCRαβ＋tetramer+の細胞をゲ

ーティングした後に、tetramerの

平 均 傾 蛍 光 強 度 ： Mean 

Fluorescence Intensity（MFI）を

測定し、Wild typeと比較した。結

果を右に示す (図 2~4) 。 

 活性については、Wild type と比

較して、概ね低下あるいは維持さ

れている遺伝子改変が多かった

が、中には Wild type より上昇し

た遺伝子改変があった。結合力に

ついては、Wild typeと比較して、

多くの遺伝子改変で低下あるいは

維持されている程度で、上昇する

遺伝子改変はほとんどなかった。

特に G7 については全てのアミノ

酸置換で活性および結合力の低下

が認められた。活性が上昇した遺

伝子改変においては、結合力は 75

〜９5%で維持されていた。逆に、

結合力が同様に維持されているも

のの、活性が低下する遺伝子改変も認められた。 

図 2: Luciferase  assay 図 3: MHC tetremer 

図 4: 活性と結合力の散布図 



研究実績報告書 

 - 4 - 

次に、このTCRの立体構造予測を行った（図

5）。TCRのCDR3 領域のうち、中心部に近い

位置のアミノ酸はエピトープとの距離も近

くなると報告されており 2、実際の予測でも

CDR3βにおいて、中心部に近い位置のアミ

ノ酸、特に G7 でエピトープと最も接近して

いた。グリシンは側鎖が水素(-H) のみで最も

小さく、唯一の不斉炭素原子をもたないアミ

ノ酸である。このグリシンを他のアミノ酸へ

置換することで、側鎖が大きくなってしま

う。それにより、側鎖が epitopeと衝突して

しまうことで、pMHC と TCR が結合できな

くなってしまったのではないかと考えられ

た。 

 

4. 考察  

TCRVβのCDR3 領域のうち、エピトープとの距離も近くなるG7を置換した場合には全

てアミノ酸置換で活性・および結合力の低下を認めた。しかし、中心部から少し離れた位

置でのアミノ酸置換によって、活性の上昇を認めた。一般的に機能的活性は、pMHCとの

結合親和性と相関することが多いが、必ずしも相関はしないこともある。そのような場合

には、生理的関連性は特に機能的活性の方が高いと言われている 7。今回でも、Wlid type

と比較して、結合親和性がやや低下したものの、機能的活性が上昇したアミノ酸を特定で

きた。そのようなアミノ酸置換に注目することで、細胞傷害活性の高い最適な改変 TCRを

特定できる可能性がある。今回、CDR3βのアミノ酸置換を行ったが、他のCDR領域の改

変や、それらの組み合わせもある。今回得られたデータを元に、システム解析分野と連携

し、最適な TCR を今後予測していく予定である。また、本実験では、一過性に TCR を

Jurkat 細胞に発現させた実験のため、TCR の導入効率による発現量の違いに制限がある。

今後、TCRを安定発現させて Jurkat細胞での検討が必要である。 

 

 最後に、本助成により貴重な研究機会をいただき、 関係各所の方々には、ご支援とご協

力いただき、この場を借りて、 心から感謝を申し上げます。  

 

図 5: pMHC-TCRの立体構造予測 
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