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第 1章：序論 

成人 T 細胞白血病（ATL）は、ヒト T 細胞白血病ウイルス 1 型（HTLV-1）の感染に

よって引き起こされる血液がんである 1。HTLV-1 の感染から 40 年以上の潜伏期間を経

て、ATL を発症する。生涯発症率は 3~5%程度であるが 2、発症すると強い免疫不全を

引き起こすため、極めて予後が悪い。ATL の主な治療法は、化学療法、同種造血幹細胞

移植、抗体療法であるが 3-5、これらは重篤な副作用を引き起こすことや再発率が高いこ

となどが課題である 6,7。したがって、ATL の治療法は現在も開発段階であり、新たな効

果的な治療法の開発が切望されている。 

当研究室では ATL に対する新たな診断・治療法の開発を目的として、細胞表層のが

ん関連糖鎖抗原を標的とした抗糖鎖抗体の開発を行ってきた。これまでに、ATL 細胞株

である S1T 細胞の細胞表層 O-型糖鎖を固定化したファイバー型シュガーチップと、一

本鎖抗体（scFv）提示ファージライブラリーを用いて、ATL 細胞表層糖鎖に選択的に結

合する scFv（S1TSCFR3-1）の単離に成功している 8。そこで本研究では、S1TSCFR3-1

を応用した ATL に対する新規治療法の開発に取り組んだ（図 1）。 

まず、S1TSCFR3-1 固定化蛍光性ナノ粒子（scFv-FNPs）を開発し、光線力学療法（PDT）

の光感受性物質として利用可能か検討した（第 2 章）。scFv-FNPs は ATL 細胞選択的な

結合性を示し、複数分子の scFv を固定化することで、結合親和性を向上できることも

示された。scFv-FNPs の PDT 効果を検討したところ、scFv の結合強度の高い S1T 細胞

において、40%程度の殺細胞活性が観測された。したがって、scFv-FNPs を用いた PDT

は、抗原糖鎖が高発現している細胞においては有効であることが示唆された。 

次に、ATL に対するより効果的な新規治療法の開発を目指して、キメラ抗原受容体

（CAR）を導入したナチュラルキラー（CAR-NK）細胞を用いた細胞免疫療法の開発

に取り組んだ（第 3 章）。S1TSCFR3-1 を抗体成分に有する CAR-NK 細胞は、レンチウ

イルスベクターを用いて作成した。調製した CAR-NK 細胞と ATL 細胞株を共培養す



ると、90％以上の殺細胞活性が観察された。したがって、調製した CAR-NK 細胞は、

ATL に対する細胞免疫療法に有効であることが示唆された。 

 

図 1 S1TSCFR3-1 を用いた ATL に対する治療法開発の概略図 



第 2 章：一本鎖抗体固定化蛍光性ナノ粒子を用いた光線力学療法の

開発 

研究背景 

第 2 章では、scFv 固定化蛍光性ナノ粒子（scFv-FNP）を用いた光線力学療法（PDT）

の開発について述べる。PDT は、光感受性物質から産生される活性酸素種（ROS）によ

ってがん細胞を殺傷する侵襲性の低い治療法である 9。我が国では、早期の肺がん、胃

がん、子宮頸がんなどの固形がんに対して保険適応が認められており、良好な治療成績

を示すことが報告されている 10,11。一方、血液がん細胞には光感受性物質が蓄積しにく

いため、治療効果が乏しく、臨床利用は認められていない。したがって、ATL に対する

PDT を確立するためには、ATL 細胞選択的に蓄積する光感受性物質の開発が必要であ

る。近年、蛍光性ナノ粒子（FNPs）である量子ドットに光照射すると ROS が産生され

ることが報告されており、PDT の光感受性物質としての利用が期待されている 12。そこ

で本研究では、FNP 成分に生体適合性の高い ZAIS/ZnS 量子ドット（QDs）を用い、

S1TSCFR3-1 を固定化した FNPs を光感受性物質に利用した ATL に対する PDT の開発

について検討した（図 2-1）。 

 

図 2-1 scFv-FNP を用いた ATL に対する PDT の概略図  



研究概略 

 scFv 固定化 FNPs（scFv-FNPs）のデザインを図 2-2A に示す。scFv は、His-tag と Ni-

NTA の相互作用を利用して FNP 表面に固定化した。まず、scFv を固定化するためのニ

トロソ三酢酸（NTA）とチオクト酸を縮合した NTA-TEG-TA を固定化した FNPs（NTA-

FNPs）を調製した。NTA-TEG-TA の固定化量が FNPs の特性に影響を与えるか検討する

ために、細胞への非特異的な結合を抑制する TEG-mono を共固定化して、NTA-TEG-TA

の固定化密度を調整した 3 種類の FNP（NTA-FNPs）を調製した。既報 13を参考に、NTA-

TEG-TA と TEG-mono のモル比が、1:9、5:5、10:0 になるようにそれぞれの溶液を混合

して、リガンド交換反応によって FNP 表面に固定化した。3 種類の NTA-FNPs の水中で

の粒径を、動的光散乱法（DLS）によって解析したところ、粒径はいずれも 8-9 nm であ

り、FNPs のコア（4-5 nm）を含む理論的サイズと一致した。したがって、いずれも水中

で単一の粒子として分散していることが示唆された。一方、FNPs の蛍光強度は、NTA-

TEG-TA の固定化量が増加するほど減少した。これらの結果から、NTA-TEG-TA の固定

化量は、FNP の水分散性には影響しないが、蛍光特性に影響することが分かった。以下

の実験では、NTA-TEG-TA と TEG-mono の固定化時のモル比が 1:9 になるように調製し

た NTA-FNPs を用いることとした。次に、FNP 表面の NTA に Ni イオンを配位させた

FNPs（Ni-NTA-FNPs）を調製し、scFv を固定化した。scFv の固定化量が細胞結合性に

及ぼす影響を調べるために、Ni-NTA-FNPs と scFv の固定化量の異なる 5 種類の scFv 固

定化 FNPs（scFv-FNPs）を調製した。scFv の固定化量を検討したところ、それぞれ 1~5

分子の scFv が固定化されていることが分かり、FNP 上の scFv の固定化量は調節可能で

あることが示された。また、調製した 5 種類の scFv-FNPs の蛍光スペクトルを測定した

ところ、scFv の固定量は FNP の蛍光特性に影響しないことが分かった。scFv-FNP の

ATL 細胞株（S1T 細胞）に対する結合性解析では、1 分子の scFv を固定化した scFv-FNPs

よりも、4 分子固定化した scFv-FNPs の方が、約 1.5 倍程度蛍光強度が高かった（図 2-



2B）。したがって、複数分子の scFv を固定化することで、クラスター効果によって ATL

細胞への結合親和性が向上することが示された 14。 

 scFv-FNPs が PDT の光感受性物質として利用できるか検討するために、scFv-FNPs の

ROS 産生量を検討した。その結果、scFv の固定化量の増加に伴って、光照射により生

成した ROS 量が減少することが分かった。生成した ROS が scFv を構成するアミノ酸

に吸収されたことが考えられ、scFv-FNP を光感受性物質として利用するには、scFv の

固定化数は少ない方がよいことが示唆された。1 分子の scFv が固定化された scFv-FNPs

の ATL 細胞株に対する PDT 効果を評価したところ、scFv の結合強度の高い S1T 細胞に

おいて、40%程度の殺細胞活性が観測された。一方、scFv の結合強度が低い細胞では、

scFv-FNP の殺細胞活性は示されなかった。したがって、scFv-FNP を ATL に対する光感

受性物質として利用する場合、scFv の抗原糖鎖が高発現している細胞においては有効

であることが示唆された。今後、より結合性の高い scFv が得られれば、ATL に対する

PDT の開発に繋がると期待できる。 

 

図 2-2 scFv-FNPs のデザイン（A）と scFv-FNPs の細胞結合性（B） 

  



第 3章：キメラ抗原受容体導入ナチュラルキラー細胞を用いた細胞

免疫療法の開発 

研究背景 

第 3 章では、ATL に対するより効果的な新規治療法の開発を目指して、キメラ抗原受

容体（CAR）を導入したナチュラルキラー（CAR-NK）細胞を用いた細胞免疫療法の開

発について述べる。細胞免疫療法は、患者またはドナーの免疫細胞を生体外で培養して

活性化させた後、生体内に戻した免疫細胞によってがん組織を排除する治療法である 15

（図 3-1）。手術などの外科的処置を必要としないため、高齢のがん患者のような体力が

著しく衰えている患者にも利用できる非侵襲的な治療法である。また、手術では切除が

困難な腫瘍や血液がん、骨髄腫などに対しても有効な治療法として知られている 16。し

かし、現在の免疫細胞療法では、生体内に投与できる細胞数が限られることや、投与し

た免疫細胞が腫瘍細胞からの攻撃抑制シグナルを回避できず、治療効果が不十分なこと

が課題である 17。そこで近年、より治療効果の高い免疫細胞療法を行うため、キメラ抗

原受容体（CAR）導入細胞の利用が注目を集めている。 

CAR は、主に scFv、膜貫通ドメイン、シグナル伝達ドメインから構成され、人工的

に設計された一連のタンパク質である。CAR 導入細胞は、scFv による標的細胞への特

異的な結合性と、抗原認識によって引き起こされる強力な免疫応答を有することが特徴

である 18,19。CD19 を標的とした CAR 導入 T（CAR-T）細胞を用いた細胞免疫療法は、

B 細胞性急性リンパ芽球性白血病に対して 82%、急性骨髄性白血病に対しては 90%の

寛解率を示すことが報告され 20,21、血液がんに対する新たな有効な治療戦略として近年

注目を集めている。そこで本研究では、S1TSCFR3-1 を発現させた CAR 導入細胞を開

発し、ATL に対する免疫細胞療法を確立することを研究目的とした。一方、CAR-T 細

胞療法では、異なるドナー由来の T 細胞を用いた場合、ヒト白血球抗原がドナーごとに

異なるため、移植片対宿主病（GVHD）を誘発することが指摘されている 22。また、CAR-



T 細胞の活性化に伴い、炎症性サイトカインが過剰に放出されるため、サイトカイン放

出症候群のリスクが非常に高いことも問題である 23。そこで本研究では、これらの問題

点を克服した細胞免疫療法を開発するために、NK 細胞を利用することを着想した。NK

細胞は T 細胞と異なり、異なるドナー由来の NK 細胞や、細胞株を用いた場合でもレシ

ピエントに対する適応性が高く、GVHD を引き起こしにくいことが報告されている 24。

また、活性化に伴い放出するサイトカインも非炎症性である場合が多く、サイトカイン

放出症候群のリスクが低い 25。したがって、S1TSCFR3-1 を導入した CAR-NK 細胞は、

ATL に対して安全性と治療効果が高い細胞免疫療法への利用が期待できる（図 3-2）。 

 

図 3-1 細胞免疫療法の概略図 

 

 

図 3-2 S1TSCFR3-1 を scFv 成分に導入した CAR-NK 細胞療法の概略図  



研究概略 

S1TSCFR3-1 を scFv 成分とした CAR コンストラクトは、You, F.らの報告 26を参考に

設計した。CAR 遺伝子は、レンチウイルスベクターを用いて NK 細胞株に導入した。遺

伝子導入された NK 細胞は、マーカータンパク質として発現する EGFP を指標に、セル

ソーターを用いて分離・回収した。遺伝子導入細胞において CAR が欠損なく発現して

いることをウエスタンブロッティング、フローサイトメトリー解析により確認した。In 

vitro で殺細胞活性を解析したところ、CAR-NK 細胞と ATL 細胞株（S1T 細胞、または

Su9T01 細胞、MT-2 細胞）の共培養によって、90%の ATL 細胞を死滅させた。一方、

CAR を発現しない NK 細胞との共培養では、ATL 細胞株に対して 10%程度の殺細胞活

性しか示さなかった。したがって、CAR の導入は、NK 細胞の ATL 細胞に対する殺細

胞活性を顕著に増強することが示された。次に、7 名の ATL 患者から分離した末梢血単

核細胞（PBMC）を用いて、まず scFv の結合性を評価した。その結果、3 名の患者から

分離された ATL 細胞に scFv が結合した。次いで、scFv が結合性を示した ATL 患者

PBMCとCAR-NK細胞を共培養したところ、CAR-NK細胞の殺細胞活性が観察された。

一方、健常者の PBMC に対しては、CAR-NK 細胞は殺細胞活性を示さなかった。した

がって、これらの結果から、調製した CAR-NK 細胞が、scFv 結合性の ATL 細胞を有す

る患者において、細胞免疫療法効果を示す可能性が見い出された。最後に、ATL 細胞移

植免疫不全マウスを用いた CAR-NK 細胞の in vivo での抗腫瘍活性を評価した。その結

果、NK細胞と比べると、CAR-NK細胞は生体内で抗腫瘍活性があることが考えられた。

以上の結果から、調製した CAR-NK 細胞は、ATL に対する細胞免疫療法に有効である

ことが示唆された。 

  



第 4章：総括と今後の展望 

本研究では、ATL に対する新たな治療法の開発を目的として、scFv-FNPs を用いた光

線力学療法および CAR-NK 細胞を用いた細胞免疫療法について検討した。 

ATL に対する光線力学療法の開発においては、ATL 細胞選択的な結合性を有する光

感受性物質としての scFv-FNPs を開発した。FNP 表面の scFv の固定化数は調節可能で

あり、複数の scFv を固定化することで、クラスター効果により ATL 細胞への結合親和

性が向上することが分かった。scFv-FNPs を用いて、ATL 細胞株に対する PDT 効果を評

価したところ、scFv の結合強度の高い S1T 細胞において、40%程度の細胞障害性が観測

された。一方、scFv の結合強度が低い細胞においては、scFv-FNPs の光照射に伴う細胞

障害性は示されなかった。今後、より結合性の高い scFv が得られれば、ATL に対する

PDT の開発に繋がると期待できる。 

CAR-NK 細胞による細胞免疫療法の開発では、レンチウイルスベクターを用いて

S1TSCFR3-1 を発現させた CAR-NK 細胞を調製した。得られた CAR-NK 細胞は、ATL

細胞株のみならず、ATL 患者由来 PBMC にも殺細胞活性を示した。また、ATL 移植モ

デルマウスを用いた in vivo での CAR-NK 細胞の抗腫瘍活性の解析では、CAR-NK 細胞

を投与した ATL 移植モデルマウス群において、NK 細胞投与群と比べて腫瘍の増大が抑

制された。したがって、CAR-NK 細胞は生体内においても抗腫瘍効果を示すことが示唆

され、ATL に対する細胞免疫療法に有効であると考えられた。今後、CAR-NK 細胞の投

与量の最適化などによって、さらなる抗腫瘍効果が示されれば、ATL に対する CAR-NK

細胞の細胞免疫療法に繋がると期待できる。 
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