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	「癌の活性化リンパ球療法」に必要な活性化リンパ球を数万倍に
拡大培養できる新技術を開発


タカラバイオ株式会社（社長：加藤郁之進）は、組換えヒトフィブロネクチン誘導体をコートした培養容器を用いることによって、養子免疫療法などに用いる活性化リンパ球を、培養期間の短縮のみならず、数万倍に拡大培養できる技術を開発しました。新技術の詳細は、名古屋で開催される日本癌学会総会で９月２６日に発表します。

活性化リンパ球療法

がん治療の現状は、外科手術、放射線治療、抗がん剤を用いる化学療法などが併用されていますが、一般的に癌患者のQOL(Quality of Life)が損なわれることが多いと考えられています。この問題を解決するために、副作用の少ない「養子免疫療法」が広まり始めています。そのうちの１つ「活性化リンパ球療法」と呼ばれるがん免疫療法は、がん患者のリンパ球を抗CD３モノクローナル抗体で刺激し、インターロイキン２存在下で患者の体外(細胞培養用のバッグなど)で増殖させることにより得られた活性化リンパ球を再び患者に戻し、がん細胞に障害を与え結果的にがん細胞を破壊する治療法です。一般的に、大量に増やされた活性化リンパ球は、２週間間隔で６回程度、患者に投与されます。活性化リンパ球は患者自身のものであり副作用が非常に少ないことがこの治療の特徴です。当社は、水町重範医師と共同で、活性化リンパ球療法を含めたがん免疫療法を行う医療機関を支援するため、ミズマチ・タカラバイオ株式会社を本年7月に設立しました。
組換えヒトフィブロネクチン誘導体を用いた活性化リンパ球拡大培養期間の短縮

リンパ球を抗CD３モノクローナル抗体で刺激し、インターロイキン２存在下で培養・増殖させる方法で、組換えヒトフィブロネクチン誘導体をコーティングした培養容器を用いると、培養時間を約3割短縮できるだけでなく、癌細胞に障害を与える能力をもつ細胞の指標である細胞マーカーCD8の陽性率が２倍に上昇し、癌細胞を攻撃し破壊する能力を備えた細胞の割合が増えていることが確認されました。

つまり、培養期間の短縮は治療費の軽減に、またCD8の陽性率の上昇は癌の治療効果の向上にそれぞれつながります。

組換えヒトフィブロネクチン誘導体を用いた細胞の高効率拡大培養

　癌患者の体外でのリンパ球の拡大培養では、培養細胞の汚染を防ぐため、植え継ぎ回数を極力減らし閉鎖系で培養することが必要です。しかし、治療に必要な量のリンパ球を確保するためには、最初から大きな容器で培養する必要があり、リンパ球の密度が極端に低い状態から培養を始めなくてはなりません。ところが、細胞は低密度になると非常に不安定で増殖し難くなります。しかし、通常の条件下ではほとんど増殖しない低細胞密度状態でも、組換えヒトフィブロネクチン誘導体でコートした容器を用いることでリンパ球の増殖を促進し拡大培養が可能になることが明らかになりました。つまり、ヒトフィブロネクチン誘導体で気体透過性バッグの内部表面を覆うことで、植え継ぎ回数を極力減らした閉鎖系でのリンパ球の拡大培養が可能になることが示唆されました。

さらに、ヒトフィブロネクチン誘導体をコーティングした培養容器を用いて培養する際に抗CD３モノクローナル抗体で再刺激を加えると、２週間で1,000倍程度にしか増殖させることができなかった活性化リンパ球数を、数万倍にまで増殖させることが可能になりました。また、拡大培養後のCD8陽性細胞率は非コートの場合と比べて160～180％程度になることも明らかになりました。さらに、リンパ球活性化の指標であるインターロイキン２受容体の発現を測定したところ、拡大培養された細胞の約８０％以上がインターロイキン２受容体を発現していることも明らかになりました。
本法を臨床に応用することで、高効率拡大培養により、患者の負担の軽減や、あるいは、高いCD8陽性率や高いインターロイキン２受容体陽性率により、移入後の癌破壊活性の向上につながる可能性が期待できます。

組換えヒトフィブロネクチン誘導体を用いた抗原特異的な細胞障害活性を維持した細胞障害性Ｔ細胞の拡大培養法

一方、活性化リンパ球とは異なる養子免疫療法として、「細胞障害性T細胞療法」と呼ばれる方法があります。細胞障害性T細胞療法は、癌患者のリンパ球に、患者の腫瘍組織や癌細胞に特異的に存在するペプチド断片によって数回刺激を加え、癌細胞由来の抗原特異的な細胞障害機能を発揮する細胞障害性Ｔ細胞集団(CTL)を作り出し、癌患者に戻すことによって、癌細胞群を破壊する方法です。この方法も患者自身に由来する細胞を使用するため、副作用が非常に少ないと考えられています。

我々は抗原特異的な細胞障害性T細胞を誘導する際にも、組換えヒトフィブロネクチン誘導体で表面をコートした容器を用いてCTL培養の効果を検討したところ、T細胞の活性化を示す指標であるインターロイキン２受容体の発現上昇が確認されました。
つまり、抗原特異的な細胞障害性T細胞の誘導・拡大培養時において特定の組換えヒトフィブロネクチン誘導体を利用することにより抗原特異的な活性化細胞障害性T細胞(CTL)を大量に得ることが可能になると考えられます。

実用化に向けての検討

当社が開発した組換えヒトフィブロネクチン誘導体を養子免疫療法に利用するために、臨床応用へ向けた検討を行い、実用化していきたいと考えています。

当資料取り扱い上の注意点
資料中の当社の現在の計画、見通し、戦略、確信などのうち、歴史的事実でないものは、将来の業績に関する見通しであり、これらは現時点において入手可能な情報から得られた当社経営陣の判断に基づくものですが、重大なリスクや不確実性を含んでいる情報から得られた多くの仮定および考えに基づきなされたものであります。実際の業績は、さまざまな要素によりこれら予測とは大きく異なる結果となり得ることをご承知おきください。実際の業績に影響を与える要素には、経済情勢、特に消費動向、為替レートの変動、法律・行政制度の変化、競合会社の価格・製品戦略による圧力、当社の既存製品および新製品の販売力の低下、生産中断、当社の知的所有権に対する侵害、急速な技術革新、重大な訴訟における不利な判決等がありますが、業績に影響を与える要素はこれらに限定されるものではありません。
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この資料は、　8月２5日に京都経済記者クラブに配布しています。
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＜参考資料＞
ミズマチ・タカラバイオ株式会社の概要

社名：
ミズマチ・タカラバイオ株式会社

（英語名 Mizumachi-Takara Bio Inc.）
所在地：
東京都渋谷区千駄ヶ谷1丁目1番16号
資本金：
50百万円
出資比率：
タカラバイオ（株）50％、水町重範医師50％
事業目的：
活性化リンパ球療法等のがん免疫療法に関する研究開発、技術支援、細胞加工処理に関する支援業務
代表者：
加藤郁之進（タカラバイオ（株）代表取締役社長）、水町重範（水町クリニック院長）
設立：
２００３年7月9日

＜語句説明＞
養子免疫療法

ヒトリンパ球をインターロイキン２やインターロイキン４等の存在下で培養し、がん細胞に対して非特異的な細胞障害活性を示すキラー細胞を誘導します。この細胞を患者の体内に戻してがん治療を行う治療法です。米国がん研究所のローゼンバーグ博士らが開発しました。

フィブロネクチン
細胞表面、結合組織、血液中などに存在する糖蛋白質で、分子量約２４万の単体がS-S結合による二量体（血漿性）、または多量体（細胞性）で存在します。生理活性としては、細胞の接着、伸展、分化、増殖などが知られています。

組換えヒトフィブロネクチン誘導体
フィブロネクチンとは、細胞表面、結合組織、血液中などに存在する糖蛋白質で、分子量約２４万の単体がS-S結合による二量体（血漿性）、または多量体（細胞性）として存在します。生理活性としては、細胞の接着、伸展、分化、増殖などが知られています。弊社では１５年以上のフィブロネクチンの部分的構造を有する組換えヒトフィブロネクチン誘導体の研究を続けており、様々な組換えヒトフィブロネクチン誘導体に関する全世界的な物質特許を保有しています。特に、そのうちの１フラグメントであるレトロネクチン®は、ヒトフィブロネクチン分子中の細胞結合領域、ヘパリン結合領域（ウイルス結合部位）およびCS-1領域（細胞結合部位）から構成される分子量約63,000の組換え蛋白質で、レトロネクチン法は、いまやレトロウイルスベクターによる遺伝子導入遺伝子治療臨床試験のスタンダードとなっています。

活性化リンパ球療法

現在、国内ではいくつかの大学病院で高度先進医療として実施されているほか、民間の医療機関でも自由診療として実施されています。患者の血液から取り出した白血球の中のＴリンパ球をリンパ球増殖因子であるインターロイキン－２やTリンパ球を刺激する抗CD３抗体により体外で刺激し、増殖させる方法が最も一般的に行われています。Ｔリンパ球として腫瘍部位から分離されるリンパ球を使用したり、刺激として自己腫瘍細胞やがんやウイルス由来のタンパク質抗原を使用する場合もあります。

抗CD３モノクローナル抗体
CD３はヒトリンパ球上に存在する表面抗原分子の一つで、このCD３分子を特異的に認識する均一分子の抗体。抗CD３モノクローナル抗体がＴリンパ球上のCD３分子に結合すると、T細胞が活性化されると考えられています。

インターロイキン２
Tリンパ球が分泌する糖蛋白質でサイトカインの一種。T細胞増殖因子ともよばれ、Tリンパ球を増殖させる働きがあります。

CD8およびCD8陽性T細胞
CD8はT細胞上に発現している糖タンパク質であり、CD8のみを発現しているT細胞は主として細胞障害性T細胞としての性質を持っています。末梢のT細胞は、大きく２つのグループに分けられ、その片方のT細胞は、さらに、細胞表面にCD4分子を発現するCD4陽性T細胞と、CD8分子を発現するCD8陽性T細胞とに分けられます。CD8陽性T細胞は、その細胞障害活性により、ウイルスや細菌が感染した細胞を殺傷します。これはウイルスおよび細胞質内寄生性細菌の新たな感染源を排除することにより、宿主を感染から救うための重要な手段であると考えられています。また、CD8陽性T細胞は細胞障害活性で癌細胞を殺傷して排除します。

気体透過性バッグ
炭酸ガス培養装置中で外界と直接接することなく培養可能なプラスチック製のバッグです。リンパ球などのヒトの細胞は炭酸ガス培養装置中で通常プラスチック製のシャーレやフラスコで培養されますが、これらの培養器具では、培養中及び細胞の増殖とともに新たな栄養分を追加する際に、外界と接し微生物による汚染を起こす危険性があります。これに対して、ガス透過性のプラスチックを使用したバッグを使用すれば、培養中は外界と完全に隔てられること、培地の追加も他のバッグから移動させることにより外界と隔離して行うことができます。従って、汚染の危険性が極めて低い細胞加工が可能となります。

インターロイキン２受容体
インターロイキン２受容体は、多種類のサイトカインの中からインターロイキン２を識別してそれと結合する機能と、結合による情報を細胞内に伝達する機能を持っており、α鎖(CD25)、β鎖(CD122)、γ鎖(CD132)の３サブユニットで構成されています。今回、測定した分子はこのうちのアルファー鎖(CD25)で活性化されたリンパ球で発現が増加することが確認されており、活性化の指標として用いられています。

細胞障害性T細胞(CTL: Cyototoxic T cell)
ウイルス感染細胞や癌細胞など特定の抗原を細胞表面にもつ細胞を殺傷するT細胞です。CD8分子を持つT細胞が主です。

細胞障害性T細胞療法
免疫療法の１つで、体外で患者のリンパ球より腫瘍特異的な細胞障害性T細胞を大量に作成し、患者体内へ移入することによって癌の退縮効果を狙う療法です。
ペプチド断片
抗原タンパクは抗原提示細胞の中で分解されてペプチド断片となり抗原提示細胞の表面に出されます。

レトロネクチン®
レトロネクチン®は、ヒトフィブロネクチン分子中の細胞結合領域、ヘパリン結合領域（ウイル結合部位）およびCS-1領域（細胞結合部位）から構成される分子量約63,000の組換え蛋白質です。当社は本物質に関する全世界的な物質特許を保有しています。標的細胞とレトロウイルス両者に対して特異的相互作用を持つことにより､シャーレに固定化されたレトロネクチン®上で、レトロウイルスと標的細胞が 密接に接触し、遺伝子導入効率が上がると考えられます。GMPグレードのレトロネクチン®を用いたレトロネクチン法は、いまやレトロウイルスによる遺伝子導入遺伝子治療臨床試験のスタンダードとなっています。

レトロネクチン法
当社と米国インディアナ大学医学部が共同で開発したもので、これまで難しいとされてきた造血幹細胞等の血液系細胞へのレトロウイルスベクターによる高効率遺伝子導入を可能にしました。造血幹細胞とは、全ての血液細胞の源になる細胞で、その人が生きている限り増えつづけます。この造血幹細胞に目的の遺伝子を組み込むことができれば、その遺伝子は生涯にわたって体の中に存在することになり、治療効果が飛躍的に高まると考えられています。現在、国内外７カ国の３０以上の研究機関や病院で遺伝子治療の臨床研究に用いられており、レトロウイルスベクターを用いる造血幹細胞遺伝子治療法には欠くことのできないものとなっています。

レトロウイルスベクター
遺伝子を目的の細胞に導入し、発現させるための運搬体をベクターという。本臨床試験研究で使用するベクターは、モロニー白血病ウイルス（レトロウイルス）由来のもので、安全性が長期の動物実験で確認されています。
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