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研究成果の概要（和文）：腫瘍細胞が免疫細胞から逃れるために腫瘍細胞上に発現していると考えられるPD-L1
という分子に対する抗体のアミノ酸配列情報をもとにPD-L1に結合する単鎖抗体を作成し、細胞内ドメインとし
てCD28/4-1BB/その両方をもつ分子をつないだ新規の分子を作成した。この抗体はPD-L1分子を蛍光標識して染色
すると、良好に染色されることから、抗原ときちんと結合することが分かった。これをTリンパ球に遺伝子導入
し、その働きを試験管内およびマウス生体内で検討した。一方でT細胞が活性化後に発現し、自己に対して抑制
的に働くとされるCTLA-4という分子をノックアウトする試みを行った。

研究成果の概要（英文）：Based on the amino acid sequence information of the antibody against the 
molecule PD-L1 thought to be expressed on tumor cells in order that tumor cells escape from immune 
cells, a single-chain antibody binding to PD-L1 was prepared. We further created a novel molecule 
with CD28 or 4-1BB or both as a part of domain. When this antibody was stained by 
fluorescent-labeled PD-L1 molecule, it was found that it stained well, indicating that it binds well
 to the antigen. This gene was transfected into T lymphocytes and its function was examined in vitro
 and in vivo in mice. On the other hand, we tried to knock out CTLA-4 molecule, which is expressed 
after activation of T cells and supposedly acts suppressively on self.

研究分野： 遺伝子導入T細胞療法

キーワード： キメラ抗原レセプター　遺伝子導入T細胞療法　CD8陽性細胞　Tリンパ球　腫瘍微小環境
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腫瘍細胞はその周囲に免疫抑制的環境を
形成することによって、免疫監視機構から巧
妙に逃れている。T リンパ球には自己免疫反
応などの副反応の発生を抑制するために、
多数の自己抑制的メカニズムが存在し、腫
瘍や慢性炎症の排除にあたってはその途中
で免疫寛容が誘導されてしまうことがあ
る。こうした免疫逃避の為に腫瘍細胞が利
用している分子として近年様々な分子が同
定されている。なかでも今回我々は PD-L1
に 注 目 し 、これまで chimeric antigen 
receptor (CAR) 遺伝子導入 T 細胞（CAR-T）
の開発で培った T 細胞に対する遺伝子導入
技術を用いて、PD-L1 に結合して免疫を活性
化するシグナルを伝える分子を開発するこ
とにした。これは既存の CAR-T 細胞の
CD28/4-1BB signal を PD-L1との結合で伝
えようとするものであり、CAR においては
抗原との結合のみで得られていたシグナル 1
と 2 を分離して得ようとするものである。こ
れは TCR 遺伝子導入 T 細胞療法との組み合
わせで使用され 、TCR 遺伝子導入 T リンパ
球に付加的なシグナルを与えて、PD-L1 特
異的な共刺激を受けることによって活性化
を得ることを目指した。 
 
(2) T リンパ球は抗原刺激を受けて一旦活性
化すると、その後に CTLA-4 が抗原提示細
胞上の B7 分子 (CD80/86)に結合し、不活性
化されるという自己抑制性を持っている。こ
れは自己免疫反応や不必要なTリンパ球の活
性化が長引くのを防ぐためであると 考 え ら
れている。近年がん免疫両方にブレークスル
ーをもたらした免疫チェックポイント抗体
療法は患者体内の T リンパ球を非特異的に
活性化させ、免疫抑制状態に陥っていた腫瘍
特異的T細胞の活性を呼び戻すものである。
しかしながら、全身的には比較的強い副作
用が観察され、腫瘍縮小は得られるものの患
者 QOL の低下が一定の頻度で見られること
が報告されている。今回我々が目 指 し たの
は腫瘍特異的リンパ球において特異的に
CTLA-4 遺伝子を knock-out (KO)するもこ
とである。腫瘍特異的リンパ球が、自己抑
制性を発揮しなくなることによって、より
長く活性化状態が続き腫瘍に対する効果を
増すことを期待した。  
 
２．研究の目的 
(1) PD-L1 に対する  chimeric signaling 
receptor (PD-L1-CSR ) 開発および機能
解析 
腫 瘍微小環境に発現し、腫瘍免疫に対して
抑制的な環境を作る分子である PD-L1 に着
目し、その抑制的なシグナルを、逆に免疫
に対する賦活化シグナルに変換する方法を
開発する。 
 
(2) CTLA-4 KO T リンパ球の開発  

T リンパ球に備わっている自己抑制的メカニ
ズムの中で中心的な役割を果たしている 
CTLA-4 をノックアウトすることによって、
腫瘍特異的Tリンパ球が患者体内で自己抑制
的に収縮することを防ぐ方法を開発する。  
 
３．研究の方法 
(1) PD-L1 に対する  chimeric signaling 
receptor (PD-L1-CSR ) 開発および機能
解析 
PD-L1-CSR の作成：既に作成し、PD-L1 に
結合することも確認した単鎖 PD-L1 抗体に
CD28/4-1BB/CD28＋4−1BBの 3種類の膜貫
通領域と細胞内ドメインをつないだものを
overlap PCR を用いて作成する。また細胞内
ドメインを欠く construct も作成する。
CD28/4-1BBの膜貫通領域と細胞内ドメイン
は、既に作成したものを鋳型として使用でき
る。 
PD-L1-CSR 遺伝子をコードするレトロウイ
ルス・ベクターの作成：レトロウイルスを作
成するため、レトロウイルス・パッケージ細
胞に、我々が作成した PD-L1-CSR をコード
するプラスミド・ベクターを遺伝子導入する。
培養上清中のレトロウイルスを濃縮してレ
トロウイルス・ベクターを作成する。これを
用いて、PD-L1-CSR を T リンパ球に遺伝子
導入する。 
PD-L1 を発現していない腫瘍細胞株に前述
のレトロウイルス・システムを用いて PD-L1
を発現させる。腫瘍細胞にレトロウイルスを
感染させた後、PD-L1 の発現によって細胞を
分取し、発現の十分に高い細胞株を得る。 
CD4 あるいは CD8 に選択した T リンパ球を
用いて PD-L1-CSR を遺伝子導入し、さらに
CAR あるいは TCR 遺伝子を遺伝子導入する。
これまで報告したウイルス特異的 T 細胞に
CAR を遺伝子導入し、純化する方法を応用で
きる。 
 
(2) CTLA-4 KO T リンパ球の開発 
Cas9 system（Sigma）を用いて CTLA-4 遺
伝子の KO が可能であるかどうか検討する。
KO と同時にドナー・ベクターを用いて
Homologous recombination (HR, 相同組み
換え)を起こし、TCR あるいは CAR を遺伝子
導入する。そうすることによって T リンパ球
に抗原特異性を持たせることが可能になる。
このためには HRを起こすために両端に特異
配列を配した CAR or TCR 遺伝子配列を組
み込んだドナー・ベクターを作成する必要が
ある。これらの元ベクターは System 
Bioscience 社から入手した。CTLA-4 を特異
的に KO する Cas9 ベクターおよびドナー・
ベクターを CD4 あるいは CD8 に選択した T
リンパ球に nucleofection する。 
 
４．研究成果 
(1) PD-L1 に対する  chimeric signaling 
receptor (PD-L1-CSR ) 開発および機能
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改善する

を発現した
共培養

することが観

これらの結果を検証する
ため、ヒトの腫瘍細胞株を移植したマウスに

はじめにプラスミド・ベクターを用いて
CTLA-4 の

細胞に対する細
強く、十分な生細胞を得る

ことができなかった。そこでプラスミド・ベ
を作成し、これを

パクと一緒に作用させる系におい
一連の

遺伝子導入後に十分な生細胞の割合を得る
が可能となっ
リンパ球に

するため、Cas9 
を標的とし

を作用させた
が低下

CTLA-4
確認出来た。PCR

により該当部分の配列を増幅し、遺伝子配列
が切断されていることを確認することがで

同様の方法を用いて、他の標的遺伝子を KO
できるかどうかも検討した。我々の開発した

と併用することを想定

4 KO/CD19CART 
球を作成するため、細胞作成の手順を

球を作成するこ
を遺伝子導入する方

CD19 によ



る刺激を行なった場合の CTLA-4 KO の効果
を検討する予定としている。 
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