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研究成果の概要（和文）：キメラ抗原受容体からの活性化シグナルにより駆動する、分子スイッチ機能を有したプロモ
ーターの開発を行った。改変型SV40 polyを2つ、ヒトIL-2プロモーター領域に存在する転写因子NFAT結合領域を４つ、
IL-2の最小プロモーター、レポーター遺伝子（ZsGreen1またはELuc）、BGH polyAを順に連結することで、ON/OFF比に
優れたスイッチプロモーターを作製することができた。このスイッチ発現カセットを導入したPBMCをCD19陽性の標的細
胞と共培養すると、時間経過と共にZsGreen1やELucの発現が特異的に誘導された。

研究成果の概要（英文）：Chimeric antigen receptor (CAR)-based immunotherapy shows therapeutic efficacy. Ho
wever additional genetic modification is necessary for enhancement of the efficacy and safety of CAR-T cel
ls. For example, production of an antitumor cytokine from CAR-T cells can potentially enhance their tumor-
killing activity, but there are concerns that constitutive expression of anticancer molecules will cause s
ystemic side effects. Therefore, it is important that exogenous gene expression is confined to the tumor s
ites. In this study, we aimed at developing switch promoters that would respond to activation signals from
 a CAR. We prepared a switch cassette that was arranged in order of two SV40 polyAs, four NFAT-REs, a mini
mal IL-2 promoter, ZsGreen1, and a BGH polyA sequence. Genes encoding switch cassettes were transferred in
to CD19-targeted CAR-expressing PBMCs. ZsGreen1 expression in PBMCs was strongly induced by co-culture wit
h CD19-positive target cells. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

腫瘍学分野

キーワード： キメラ抗原受容体　細胞・遺伝子治療　がん　シグナル伝達

腫瘍免疫学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、高齢化社会の進展とともにがんの罹
患率ならびに死亡率は益々増加傾向にあり、
B 細胞性リンパ腫腫瘍においても。分子標
的治療薬のような抗体医薬の臨床開発も進
み、治療成績も向上しつつあるが、再発・
難治例も依然として多く、満足できる治療
法が確立されているとは言い難い。そこで、
従来の化学療法・放射線療法・抗体療法と
はコンセプトの全く異なる新しい治療法の
開発が期待されている。例えば、抗がん作
用を有する治療薬のがん病巣へのターゲテ
ィング技術の開発が、副作用を減じ、有効
性を高める上で極めて重要であり、遺伝子
改変 T細胞を用いた養子免疫遺伝子療法に
注目が集まっている。キメラ抗原受容体
（chimeric antigen receptor; CAR）発現
T 細胞を用いた養子免疫遺伝子療法は、既
存の化学療法に対して抵抗性を示す腫瘍に
対しても有効な治療法として今後の発展が
期待されているが、T 細胞の抗腫瘍活性を
高める工夫が重要な課題となっている。治
療効果の増強法としては抗腫瘍性サイトカ
インの併用が考えられる。しかし、組換え
製剤を全身投与するストラテジーでは、副
作用の出現頻度が高くなるため、ベネフィ
ットが上回るとは言い難い。さらに、血中
半減期が短いために頻回投与を必要とする
問題もある。頻回投与を避けるには、遺伝
子の形で投与し、ある程度の期間は体内で
の持続的な発現が期待できることが望まし
い。また、全身性の副作用を極力抑えるた
めには、がん組織局所で抗腫瘍性サイトカ
インを発現させ、局所で働かせるシステム
が必要となる。 
２．研究の目的 
本研究では、CAR 発現 T 細胞が抗原（標的
となるがん細胞）と結合することで発現が
誘導される分子スイッチ機能を有したプロ
モーターを作製する。そして、腫瘍局所で
抗腫瘍性サイトカインを発現することで抗
腫瘍効果の増強を図る治療ストラテジーを
構築し、CAR 発現 T 細胞を用いた養子免疫
遺伝子療法の有効性向上に繋がる成果を上
げることを目的とした。 
３．研究の方法 
(1) 分子スイッチプロモーターの作製。 
ヒト IL-2 プロモーターの最小プロモータ
ーの上流に NFAT 結合領域を 4 個または 6
個タンデムに連結し、これらを分子スイッ
チの候補とした。さらに、改変型 SV40 eraly 
polyA と BGH polyA を挿入した。レポータ
ー遺伝子として ZsGreen1 または ELuc を使
用した。 
(2) 分子スイッチ搭載型レトロウイルスベ
クターの作製。 
分子スイッチカセットを自己不活性化レト
ロウイルスベクター（pQCXIX）に、レトロ
ウイルスベクターゲノムの転写方向とは逆
向きにサブクローニングした。このプラス

ミドを Gag-pol 発現プラスミドおよび
VSV-G 発現プラスミドと共にリン酸カルシ
ウム法で 293T 細胞に遺伝子導入し、一過性
のレトロウイルベクター上清を回収した。
上清中のベクター力価を定量的 PCR 法で測
定し、レトロネクチン法で目的とする細胞
（Jurkat、健常ドナー由来 PBMC）に遺伝子
導入した。 
(3) 分子スイッチの機能比較（in vitro）。 
抗原となるCD19とCARが結合して細胞が活
性化することにより、分子スイッチが意図
した通りに作動することをin vitroで検証
した。分子スイッチ搭載型 CAR 発現細胞を
CD19 発現細胞（Raji）と共培養し、一定時
間経過後にルシフェラーゼアッセイを行っ
て発光量を測定した。ネガティブコントロ
ールには CD19 非発現細胞（K562）との共培
養群を使用し、ポジティブコントロールに
は TPA
（12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
）および Ionomycin で活性化した細胞を用
いた。 
４．研究成果 
(1) 分子スイッチプロモーターの作製。 
NFATを４つまたは6つ連結したプロモータ
ーの発現強度を比較した。６つ連結した者
では、キメラ抗原受容体からの活性化シグ
ナルによって駆動した際の発現強度は高か
ったが、無刺激下（バックグラウンドレベ
ル）での発現も高く、発現 ON/OFF は十分で
はなかった。４つ連結したものでは、駆動
した際の発現強度は 6つ連結した場合と比
較して低かったものの、バックグラウンド
レベルの発現も低い為、良好な ON/OFF 比を
得ることができた。さらに、この NFAT 配列
の上流に、バックグランド低減シグナルと
して挿入したところ、レポーター遺伝子の
バックグラウンドレベルでの発現をさらに
抑制することができた。最終的に、改変型
SV40 early poly を 2 つ、ヒト IL-2 プロモ
ー タ ー 領 域 に 存 在 す る 転 写 因 子
NFAT(nuclear factor of activated 
T-cells)結合領域を４つ、IL-2 の最小プロ
モーター、レポーター遺伝子（ZsGreen1 ま
たは ELuc）、BGH (bovine growth hormone) 
polyA を順に連結することで、ON/OFF 比に
優れたスイッチプロモーターを作製するこ
とができた。 
(2) 分子スイッチ搭載型レトロウイルスベ
クターの作製。 
スイッチ発現カセットを自己不活性化レト
ロウイルスベクターにサブクローニングし
た。この際に、レトロウイルスベクターゲ
ノムの転写方向と正方向に挿入すると、レ
ポーター遺伝子のバックグラウンドレベル
での強い発現が観察された。しかし、レト
ロウイルスベクターゲノムの転写方向と逆
方向に挿入することで、この問題は解消さ
れた。レトロウイルスベクターを作製し、
Jurkat 及び PBMC へ遺伝子導入を行った。



この時、レトロウイルスベクターのエンベ
ロープとして、Jurkat では VSV-G を用いた
シュードタイプ化、PBMC では GaLV エンベ
ロープを用いた場合に良好な遺伝子導入効
率を得ることができた。しかし、本研究に
おいては、CD19特異的CAR発現ベクターと、
スイッチ発現カセットを共に遺伝し導入す
る必要がある。最終的に、CAR 発現ベクタ
ーは GaLV エンベロープ、スイッチ発現カセ
ットを VSV-G でシュードタイプ化し、各ベ
クターを 1:1 (vol./vol.)で混合したベク
ター溶液を用いてレトロネクチン法で単回
遺伝子導入することによって、CAR および
スイッチカセットの良好な導入効率を得る
ことが出来た。 
(3) 分子スイッチの機能比較（in vitro）。 
スイッチ発現カセットと CD19 特異的 CAR
発現ベクターを共に、Jurkat またはヒト健
常者由来の PBMC に遺伝子導入した。この細
胞を CD19 陽性の標的細胞（ Raji 、
K562/CD19）と共培養すると、時間経過と共
に ZsGreen1 や ELuc の発現が誘導された。
一方、CD19 陰性細胞（K562）との共培養で
は、レポーター遺伝子の発現は誘導されな
か っ た 。 Jurkat と PBMC 共 に 、
effector/target 比が 1 前後の時に優れた
スイッチカセットの発現誘導が認められ、
共培養開始数時間後には観察可能なレベル
の ELuc または ZsGreen1 の遺伝子発現が誘
導された。このスイッチからの遺伝子発現
は、CD19 陽性の細胞との共培養だけでなく、
CD3/CD28 での刺激によっても誘導された
が、キメラ抗原受容体からの活性化シグナ
ルがそもそも CD3/CD28 からの活性化シグ
ナルと同様の経路を辿るため、不可避な応
答であった。しかし、様々なサイトカイン
を培養系に添加してスイッチの発現を観察
したが、有意な誘導は観察されず、このス
イッチカセットはキメラ抗原受容体からの
活性化シグナルに特異性をもったものであ
ると結論づけた。また、この発現誘導はキ
メラ抗原受容体からのシグナルのうち、カ
ルシニューリンを介したシグナル伝達系に
依存していると考えられた。そこで、カル
シニューリン阻害剤である FK506 で処理す
ることによりスイッチの誘導発現を経時的
に観察したが、共培養前に FK506 で処理し
た場合はスイッチの誘導発現は全く起こら
なかったが、共培養後に処理した場合にお
いても有意に抑制することができた。 
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