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研究成果の概要（和文）： 

施設内研究倫理委員会承認下に、同意を得られた ATL 患者末梢血白血病細胞の TCRVのレパ

トアが V2 であることを確認。抽出 RNA より 5’RACE 法を用い，TCR のとの全長をクロ

ーニングし単離した。TCRの発現ベクターをレンチウイルスベクター系により樹立し、Jurkat 

細胞株に感染し、TCR2 の発現系を確立した。同時にヒト抗体重鎖・軽鎖発現ファージライブ

ラリーの構築を、正常ヒトリンパ球 RNA をもとに構築した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Under admission of IRB, repertoire of TCRVb of leukemic cells derived from an ATL patient 

was demonstrated Vb2. Full length of TCR  and  were separated from extracted RNA by 

5’RACE method. TCRb expressing vector was established using lenti-virus bector system, 

and infected into Jurkat cells which expresses successfully trnsfected TCR2 protein. On 

the other hands, human anbibody heavy and light chain expressing phage library was 

constructed using normal health lymphocyte RNA. Using these two materials, we further 

study establishment of malignant T cell targeted antibody therapy. 
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 １．研究開始当初の背景  

  申請者らの鹿児島県は T 細胞性リンパ腫

のひとつである成人 T 細胞白血病（Adult T 

cell leukemia;ATL）の多発地域である。ATL

の原因は鹿児島を中心に西南日本に侵淫し

ているウイルス Human T leukemia virus 

type-1(HTLV-1)に感染した T リンパ球が腫

瘍化することによる 1)。主にウイルス保持母

親の母乳中のウイルス感染リンパ球から児

へ感染し、そのうち約５０名に１名が６０〜
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７０歳になって発症する。一旦発症すると従

来のリンパ腫治療法では治療が困難であり、

新規治療法開発が急務となっている 2)。 

 近年、造血期腫瘍に対して抗体療法が登場

した。標的に特異的に作用する点で副作用が

少ないことが期待され、事実、B 細胞性リン

パ腫に対して抗CD20抗体リツキシマブが臨

床応用され、既に標準療法に組み入れられて

いる 3)。一方、T 細胞性リンパ腫に対しては、

抗 CD２抗体や最近では抗 CCR4 抗体が一部

ベッドサイドで用いられ、または治験中であ

るが、未だ有効性が確立していない。問題は、

T 細胞全般に作用すること、さらには他の細

胞種にも作用することから起こる副作用で

ある。この克服のため、より特異的な標的を

選出することが今後の課題となる。 

 ATL を始めとして多くの T 細胞性リンパ

腫における腫瘍細胞は T 細胞受容体(TCR)を

発現する。 

TCR は 鎖と鎖のヘテロ二量体である。

鎖の抗原結合部分はV遺伝子にコードされ

るが、V遺伝子領域には５０種類の遺伝子が

並んでおり、T 細胞クロンごとに、即ち T 細

胞性腫瘍ごとにひとつが選択される。最近、

フローサイトメトリー法でT細胞性腫瘍細胞

ごとに発現している鎖が容易に測定できる

ようになった。そこで、各患者に特有の V

を標的とする抗体を作製すればクロン選択

的な抗腫瘍作用が期待でき、正常 T 細胞への

影響が少ない優れた治療法となる。 

 

 

２．研究の目的 

申請者の有馬は鹿児島大学病院血液膠原

病内科で長年 ATL やその他の T 細胞性リン

パ腫患者を多数診療し、その過程で多くの腫

瘍細胞のストックがある。また、これまでそ

れらの腫瘍細胞から多くの細胞株を樹立し

ている。他方、伊東はこれまでの研究で優れ

たファージ抗体ライブラリーを作製し、パン

ニング法を用い多くの抗体を樹立してきた

実績がある 4)。両者の経験をもとに共同研究

する事で、平成２３年度中には 10 種ほどの

Vに対する特異的 scFv ヒト抗体を作製し、

かつ Fc 部分を加工し ADCC 活性を高め、ま

たは Toxin を結合させる。平成２４年度には

細胞株や患者腫瘍細胞を用いて in vitro での

殺細胞効果を確認する。 

 

 

３．研究の方法 

Ｔ細胞性リンパ腫に対する抗体治療薬と

して、TCR-Vを標的とした特異的抗体を作

製する。そのために、既に準備している単鎖

Fv(scFv)ヒト抗体ファージライブラリーを

用いる。同時に TCR-Vをまったく発現しな

い ATL 細胞株に、単離されている TCR-V

発現ベクターを用いて発現させた細胞との

結合性をフローサイトメーターで分離する

（バイオパンニング）。分離した scFv ファー

ジから scFvcDNA を抽出し、さらに full IgG 

cDNA を作製する。 

大腸菌で抗体を産生させ、単離し、前もっ

て TCR-Vを確認してある細胞株もしくは患

者リンパ腫細胞との結合性、および ADCC

活性を検討し、抗体医薬としての可能性を検

討する。 

 

４．研究成果 

今回の研究期間において、施設内研究倫理

委委員会承認下に、文書にて同意を得られた

ATL 患者より末梢血の最終を行った。末梢血

単核球分離後、フローサイトメトリー法を用

いた TCR-Vのレパトアを確信した。TCR-V2

が養成であった患者末梢血単核球より RNAを

抽出し、5’RACE 法を用いてその患者 ATL 細



胞 TCR のとｂの全長をクローニングし、シ

ークエンスにより単離を確認した。TCRb の発

現べくツアーをレンチウイルスベクター系

により樹立した。尚、本レンチウイルスベク

ターは培地へのドキシサイクリン添加によ

り TCR の発現を制御することが可能である。

当初の計画では、申請者により既に樹立され

ている ATL 患者細胞由来 S1T 細胞株への、今

回の ATL 患者由来の TCR 遺伝子移入を予定し

ていたが、TCR の発現を全く確認できなかっ

た。後に、S1T 細胞株は CD3 の発現が低下し

ており、そのため TCR の細胞膜表円への発現

を妨げていることが判明しため、他の細胞株

でヒト急性リンパ性白血病細胞株である

Jurkat 細胞株への遺伝子導入を試みた。その

結果、Jurkat 細胞株での ATL 患者 TCR遺伝

子の導入と発現が、フローサイトメトリー法

で確認できた。この細胞株を用いて、ファー

ジデイスプレイ法により、TCRV-b2 に特異的

に結合する単鎖 Fvヒト抗体の作製を試みた。

具体的には正常ヒトリンパ球より抽出した

RNA から cDNA を作製し、抗体重鎖と軽鎖特異

的プライマーを用いて、重鎖遺伝子ライブラ

リーと軽鎖遺伝子ライブラリーを作製し、リ

ンカ DNAにより重鎖と軽鎖を結合させたのち

に pCANTTAB5 ベクターへ挿入し、単鎖 Fv ヒ

トファージライブラリを構築した。 

 現在、TCR2 発現 Jurkat 細胞と、単鎖 Fv

ヒトファージライブラリーを用いて、バイオ

パンニング法により、結合性の高いファージ

の選別を図っている。 
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