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下記のとおり共同研究課題の実施結果について報告します。 

 
記 

 
１． 研究課題： iPS 細胞技術とゲノム編集を用いた 

効率のよいがん抗原特異的キラーT 細胞の再生 

 
２．ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：河本 宏 

 
３．研究期間：平成２９年４月１日～平成３０年３月３１日 

 
４．研究経過及び研究成果： 

1）5ʼRACE 法によるシングルセルからの TCRα鎖と TCRβ鎖遺伝⼦のクローニング 
本研究は、がん抗原特異的Ｔ細胞か

ら iPS 細胞技術を⽤いてキラーＴ細胞
を再⽣する⽅法をより発展させること
を⽬的として、がん抗原特異的なＴ細胞
受容体（TCR）遺伝⼦を直接 iPS 細胞に
導⼊することにより、効率よく再⽣ T
細胞を作製することを⽬指した。まずが
ん抗原特異的なキラーT 細胞をセルソ
ーターで分取し、シングルセルから完全
⻑の TCRα鎖と TCRβ鎖の遺伝⼦をセ
ットで、5ʼRACE 法によって効率よくク
ローニングする⽅法を確⽴した。同様に
WT1 がん抗原に特異的なキラーT 細胞
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クローンから単離した TCRαと TCRβ遺伝⼦を、⾃⼰開裂型 p2A ペプチドでつないだ融合遺伝
⼦としてレンチウイルスベクターに挿⼊し、T 細胞への分化誘導能が⾼い⾼品質な iPS 細胞に直
接遺伝⼦導⼊を⾏った。得られた TCR 遺伝⼦導⼊ iPS 細胞（TCR-iPS 細胞）を T 細胞へ分化誘
導し、再⽣した T 細胞が、機能的ながん抗原特異的 TCR を発現することや、がん抗原特異的に
がん細胞を傷害する活性を有することを確認した（図１）。 

 
２）ゲノム編集を⽤いた効率のよい TCR 遺伝⼦の内在性 TCRβ遺伝⼦座へのノックイン 
① CRISPR/Cas9n を⽤いた薬剤耐性遺伝⼦カセットの TCRβ遺伝⼦座へのノックイン 

単離した TCRαと TCRβ遺伝⼦
を内在性の TCRβ遺伝⼦座へ直接
ノックインすることも考えられたが、
様々な TCRαと TCRβ遺伝⼦を
次々にノックインしていく必要性が
⽣じると予想されたため、ゲノム編
集によるノックインとカセット交換
法という⽅法を組み合わせることを
考案した。すなわち、薬剤耐性遺伝
⼦からなるカセットを予め内在性
TCRβ遺伝⼦座へノックインしたの
ち、Cre/loxP システムにより様々な
TCRαと TCRβ遺伝⼦を次々に交
換反応で組み換えるという⽅法である（図２）。 

そのために、まず PGK プロモーターでドライブされる Hygromycin 耐性遺伝⼦の前後に、Cre
組み換え酵素の標的で、配列の異なる lox2272 と loxP 配列を配置し、その下流に開始コドンを
⽋く Puromycin 耐性遺伝⼦とチミジンキナーゼ（TK）の融合遺伝⼦と、FLP 組み換え酵素の標
的である frt 配列を配置した薬剤耐性遺伝⼦カセットを作製した。さらにその上流に、T 細胞に
おける転写活性化能が⾼い Vβ20-1 遺伝⼦のプロモーターを含む相同領域を 5ʼアームとして付
加し、下流にはエンハンサー（Enh）を含む相同領域を 3ʼアームとして付加したターゲティング
ベクターを構築した。次にアームの内側２カ所にニックを導⼊する CRISPR ガイド RNA と Cas9
ニッカーゼ（Cas9n）を共発現するベクターを構築し、ターゲティングベクターとともに iPS 細
胞へ遺伝⼦導⼊する。ただし iPS 細胞では T 細胞へ分化誘導しないと TCR が発現しないので、
まず実験系を確⽴するために、ヒト T 細胞性⽩⾎病由来の Jurkat 細胞を⽤いて薬剤耐性遺伝⼦
カセットのノックインを試みた。 

Jurkat 細胞にターゲティングベクターを CRISPR/Cas9n ベクターとともに遺伝⼦導⼊し、
Hygromycin で選択したのち複数のクローンを得た。正しくノックインされているか PCR により
調べたところ、Vβ20-1 プロモーターを含む 5ʼアーム側のゲノム領域では相同組み換えが起きた
が、カセットと 3ʼアームの 3ʼ側にはベクターが付いた状態で挿⼊されていた。他⽅、エンハンサ
ーを含む 3ʼアーム側のゲノム領域でも相同組み換えが起きたが、カセットと 5ʼアームの 5ʼ側には
ベクターが付いた状態で挿⼊され、正しいノックインは起きていないことがわかった。これはお



そらく 2 カ所の切断部位が約 180kb 離れていることから、180kb を⽋失するような形でノック
インすることは難しいためであると考えられた。 

そこで確実に相同組み換えを起こさせるために、切断部位を 1 カ所にしてノックインを⾏うこ
ととした。具体的には、VDJ 組み換えを起こし再構成している TCRβアリルに変異が⼊り TCR
β鎖が発現しない Jurkat β変異細胞株を⽤いて、D1J1 組み換えまでで再構成が停⽌している
TCRβアリルの Dβ2 遺伝⼦上流にノックインすることを試みた（図３）。 

そのために、Hygromycin 耐性遺伝
⼦の上流に Vβ20-1 遺伝⼦のプロモ
ーターを付加し、さらにその上流に、
内在性 TCRβ遺伝⼦座の Dβ2 遺伝
⼦上流の相同領域を 5ʼアームとして
付加し、下流には Dβ2, Jβ2 遺伝⼦
を含む相同領域を 3ʼアームとして付
加したターゲティングベクターを構
築した。次に Dβ2 遺伝⼦の上流にニ
ックを導⼊する CRISPR ガイド RNA
と Cas9n を共発現するベクターを構
築し、ターゲティングベクターとと
もに Jurkat β変異細胞へ遺伝⼦導⼊
した。Hygromycin で選択したのち複数のクローンを得た。そのうち正しくノックインされたか
PCR で解析したところ、薬剤耐性遺伝⼦カセットが正しくノックインされたものを複数得ること
ができた。 
② カセット交換法による TCRα-p2A-TCRβ融合遺伝⼦の TCRβ遺伝⼦座への挿⼊ 

次に WT1 抗原特異的な TCRαと TCRβを、⾃⼰開裂型 p2A ペプチドでつないだ融合遺伝⼦

の前に lox2272 配列を付加し、下流に frt 配列、PGK プロモーター、開始コドンを付けた loxP

配列を付加したカセット交換⽤ベクターを構築した。これを Cre 発現ベクターとともに上記の薬

剤耐性遺伝⼦カセットがノックインされた Jurkat β変異細胞へ遺伝⼦導⼊を⾏った。lox2272

と loxP 配列はそれぞれの間でのみ Cre によって組み換えが起こるため、Hygromycin 耐性遺伝⼦

と TCRα-p2A-TCRβ遺伝⼦が交換されるとともに、PGK プロモーターと開始コドンの付加によ

って Puro-TK 遺伝⼦が発現するようになる。Puromycin で選択したクローンのうち調べたもの

全てで正しい組み換えが起きていた。 



③ FLP 組換え酵素による Puro-TK 遺伝⼦の⽋失 
正しく TCRα-p2A-TCRβ遺伝⼦が導⼊された Jurkat β変異細胞では、PGK プロモーターに

よって Puro-TK 遺伝⼦が発現しているため、内在性 TCRβ遺伝⼦座のエンハンサー（図 3 Enh）
が Vβ20-1 プロモーターに作⽤することができず、導⼊された TCRα/β遺伝⼦は発現しなかっ
た（図 4）。そこで FLPe 組み換え酵素の発現ベクターを導⼊し、frt 配列で挟まれた Puro-TK
遺伝⼦が⽋失した細胞をガンシクロビルで選択した。その結果、Puro-TK 遺伝⼦が⽋失し、内在
性エンハンサーが Vβ20-1 プロモーターに作⽤することにより、導⼊された TCRα/β遺伝⼦が
発現することが確認できた（図４）。 

Jurkat 細胞を⽤いた上記の実験系
で、導⼊した外来性のがん抗原特異的
TCR 遺伝⼦の発現が確認できたこと
から、iPS 細胞でも同様の⼿順で実験
系が正しくワークすることが予想さ
れた。そこで iPS 細胞を⽤いて、タ
ーゲティングベクターを CRISPR/ 
Cas9n ベクターとともに遺伝⼦導⼊
を⾏い、既に薬剤耐性遺伝⼦カセット
のノックインまで終了し、現在カセッ
ト交換反応を実施している。 

カ セ ッ ト 交 換 法 に よ り TCR α
-p2A-TCRβ遺伝⼦が内在性 TCRβ
遺伝⼦座へ正しく挿⼊された iPS 細胞（TCR-KI-iPS 細胞）が得られたら、以下のようにして T
細胞へ分化誘導する。まず T 細胞分化を誘導する Notch リガンド DLL1 を発現した OP9/DLL1
細胞の上で培養し、さらに抗 CD3 抗体で刺激することで CD8 陽性の成熟キラーT 細胞へと分化
誘導する。こうしてできた成熟 T 細胞の WT1 抗原反応性とキラー活性を検討する予定である。 
 
５．研究成果の公表 
※発表論文リスト（掲載予定、プレプリントを含む。準備中も可）、学会発表、 
特許取得等 
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特許：出願準備中 

 


