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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、疲弊抵抗性CAR-T細胞の開発を試み、代表的な慢性感染症であるヒ
ト免疫不全ウイルス(HIV)感染症をモデルとして、その有用性を検討した。異なる共刺激シグナルドメイン
(CSSD)を有するHIV特異的CAR-T細胞の機能および性状解析から、CAR-T細胞の創出におけるCSSDとして現在広く
利用されているCD28や4-1BBと比べ、HVEMを有するCAR-T細胞は機能的・性状的に優れていた。さらに、疲弊化し
たCAR-T細胞の割合が少なく、疲弊抵抗的な性状を示していることが分かった。これらの結果から、CAR-T細胞の
創出において、HVEM由来CSSDが有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have tried to develop HIV-specific CAR-T cells which are 
relatively resistant to exhaustion, and tested its usefulness as a model system. To achieve this 
goal, we have generated and analyzed HIV-specific CAR-T cells harboring different co-stimulatory 
signal domain (CSSD). Comparing to the CAR-T cells with a CD28- or 4-1-BB-derived CSSD, which are 
currently used for CAR-T cell development, we found that the CAR-T cells with a herpes virus entry 
mediator (HVEM)-derived CSSD exhibited enhanced effector functions and efficient and balanced 
differentiation to both central and effector memory subsets, associated with an elevated energy 
metabolism and a reduced level of exhaustion. Thus, the HVEM-derived CSSD may be useful for 
developing effective CAR-T cells.

研究分野： 免疫療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、進行期造血器腫瘍で高い奏効率を示しているCAR-T細胞療法を、HIV感染症を代表とする慢性感
染症に応用するための基盤となる成果である。また、HVEM由来CSSDを用いることで疲弊抵抗的なCAR-T細胞を創
出できる可能性が示唆された。これは、固形腫瘍で見られるCAR-T細胞の疲弊化による不応答性の改善に役立て
られると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌や慢性感染症では持続的な抗原刺激により、抗原(感染細胞)の排除に重要な細胞傷害性 T細
胞の機能異常(疲弊や老化)が見られる。B細胞悪性腫瘍では、CD19 を標的としたキメラ抗原受
容体(CAR)発現T細胞(CAR-T細胞)による養子免疫治療が臨床試験において良い成績を得ている
(引用文献①)。一方で、多くの慢性感染症は抗菌・ウイルス薬による治療でも完治させること
は難しく、薬剤耐性菌・ウイルスの出現という問題を常に抱えている。そのため、抗菌・ウイ
ルス薬による治療とは異なる作用機序による新規治療法の開発が望まれる。癌と慢性感染症は
免疫応答において多くの特徴を共有しており、CAR-T 細胞による養子免疫療法は慢性感染症に
対する新規治療法として期待できる。しかし、in vivo で十分に機能できない CAR-T 細胞も存
在し、その一因が CAR-T 細胞の早期疲弊であることが分かってきた(引用文献②)。慢性感染症
に対する有効な免疫治療法を開発するためには、免疫チェックポイント分子の発現を抑制し、
養子免疫後の早期 T細胞疲弊を回避できる次世代型 CAR-T 細胞の開発が重要である。本研究で
は、疲弊抵抗性 CAR-T 細胞を開発し、代表的な慢性感染症であるヒト免疫不全ウイルス(HIV)
感染症をモデルとして、その有用性を検討した。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、疲弊抵抗性をもつ CAR-T 細胞を開発し、代表的な慢性感染症である HIV 感

染症における有用性を検討するために、研究期間内に以下の 2点を明らかにすることを目的と
した。 
(1) 共刺激シグナルの違いが CAR-T 細胞の疲弊に影響を与えるか。 
(2) 創出した HIV 特異的 CAR-T 細胞が、HIV の増殖を抑制できるか。 

 
３．研究の方法 
(1) HIV 特異的 CAR-T 細胞の創出 

293FT 細胞を用いて 3種類の異なる共刺激シグナルドメイン(CSSD)(CD28、4-1BB、HVEM 由来)
を有する HIV Env 特異的 CAR 発現レンチウイルスベクター(図 1)を調整した。セルソーティン
グで得たヒトCD8陽性T細胞を抗
CD3/CD28 ビーズで刺激した後、
上記ウイルスベクターを感染さ
せて遺伝子導入を行った。すべて
のウイルスベクターは GFP を共
発現し、以降の実験には GFP のみ
を発現するウイルスベクターを
コントロールとして用いた。 
 
(2) CAR-T 細胞の機能解析 
創出した CAR-T 細胞と HIV Env および GFP 共発現細胞(標的細胞)を共培養し、CAR-T 細胞を

抗原で刺激した。抗原刺激に伴う、培養上清へのサイトカインの産生(TNF-、IL-2、IFN-)を
ELISA で測定した。CAR-T 細胞による細胞傷害で培養上清に放出される乳酸脱水素酵素を定量す
ることにより細胞傷害活性を解析した。 
 
(3) CAR-T 細胞の性状解析 
CAR-T細胞のメモリー表現型(CD45ROおよびCCR7の発現)、免疫チェックポイント分子(PD-1、

LAG-3)の発現をフローサイトメトリーにより解析した。GFP の発現を指標にしたセルソーティ
ングにより純化した CAR-T 細胞を用いて、細胞外フラックスアナライザーXFp でエネルギー代
謝の解析を行った。 
 
(4) CAR-T 細胞による HIV 増殖抑制能の解析 
 HIV プロウイルスプラスミド(pNL4-3)を 293FT 細胞に導入し、組換え HIV(NL4-3 株)を得た。
感染力価は、MAGI アッセイにより測定した。抗 CD3/CD28 ビーズで活性化させた CD4 T 細胞に
組換え HIV を感染させた。感染 24時間後に培養上清を除き、創出した HIV 特異的 CAR-T 細胞と
3 日間共培養を行った。抗 CD8 および抗 HIV p24 抗体を用いたフローサイトメトリーにより、
共培養後の感染細胞の割合を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) HVEM 由来 CSSD を有する CAR-T 細胞は強力なエフェクター機能を示す。 
CAR-T 細胞の創出には、CD28 あるいは 4-1BB 由来 CSSD が広く用いられてきた(引用文献③)

が、HVEM 由来 CSSD の有用性については検討されていなかった。そこで、それぞれの CSSD を有
する CAR-T 細胞を創出し、その機能解析を行った。CAR の発現をフローサイトメトリーおよび
ウェスタンブロットで解析したところ、HVEM を有する CAR-T 細胞で発現量が一番高かった(図
2.A-C)。細胞傷害活性およびサイトカイン産生も同様の傾向を示し、HVEM を有する CAR-T 細胞
が一番高いエフェクター活性を示した(図 2.D および E)。そこで、CAR 発現量とエフェクター活
性の相関関係を調べたところ、正の相関が見られた(図 2.F)。以上の結果から、HVEM 由来 CSSD

図 1. CAR 発現レンチウイルスベクターの構造 



を有する CAR-T 細胞は強力な
エフェクター機能を示すこと
が分かった。 
 
(2) HVEM 由来 CSSD を有する
CAR-T細胞はセントラルおよび
エフェクターメモリー亜集団
にバランスよく分化する。 

CAR-T 細胞におけるメモリ
ー亜集団の構成はin vivoにお
けるエフェクター機能の発現
や細胞の安定性に影響を与え
ていることが示唆されている
(引用文献④および⑤)。そこで、
CD45ROおよびCCR7の発現パタ
ーンを指標として、CAR-T 細胞
におけるメモリー亜集団の構
成を解析した(図 3.A)。コント
ロール T 細胞は、エフェクター
メ モ リ ー T 細 胞 (TEM, 
CD45RO+CCR7-)が優位であった
が、CAR-T 細胞ではコントロー
ル T 細胞と比べて多くの割合
のセントラルメモリーT 細胞
(TCM, CD45RO+CCR7+)が存在して
いた。異なる CSSD を有する
CAR-T 細胞を比較すると、CD28
や 4-1BB 由来 CSSD を有する
CAR-T 細胞は、それぞれ TEM お
よび TCMが優位に存在していた。
興味深いことに、HVEM 由来
CSSD を有する CAR-T 細胞は、
同程度のTCMおよびTEMが存在し
ていた(図 3.B)。以上の結果か
ら、HVEM 由来 CSSD を有する
CAR-T細胞ではTCMおよびTEMが
バランスよく誘導されること
が分かった。 
 
(3) HVEM 由来 CSSD を有する
CAR-T細胞はT細胞疲弊を回避
する。 
CAR-T細胞の疲弊誘導におけ

る CSSD の役割を調べるため、
異なる CSSD を有する CAR-T 細
胞における免疫チェックポイ
ント分子(PD-1 および LAG-3)
の発現パターンを解析した(図
4.A および B)。CAR 導入後 9日
目および 16 日目における疲弊
細胞の割合は、CD28 由来 CSSD
を有する CAR-T 細胞では比較
的高かったが、4-1BB 由来 CSSD
を有する CAR-T 細胞では顕著
に低かった。また、HVEM 由来
CSSDを有するCAR-T細胞では、
CAR導入後9日目で疲弊細胞が
少し増加したが、16 日目にお
ける疲弊細胞の割合は最も低
かった(図 4.C および D)。従っ
て、HVEM 由来 CSSD を有する
CAR-T細胞はT細胞疲弊を回避
していると考えられた。 

 
図 3. HVEM 由来 CSSD を有する CAR-T 細胞は TCMおよび TEMに
バランスよく分化する。 

 

図 4. HVEM 由来 CSSD を有する CAR-T 細胞は T細胞疲弊を回
避する。 

 
図 2. HVEM 由来 CSSDを有する CAR-T細胞は強力なエフェク
ター機能を示す。 



 
(4) HVEM 由来 CSSD を有する CAR-T 細胞は再プログラム化されたエネルギー代謝を有する。 

最新の研究報告から、T 細胞疲弊はエネルギー代謝の欠乏に伴って起こることが分かってき
た(引用文献⑥および⑦)。そこで、細胞外フラックスアナライザーを用いて、異なる CSSD を有
する CAR-T 細胞のエネルギー代謝の解析を行った。細胞外フラックスアナライザーは、半閉鎖
的な微小細胞培養環境における酸素消費速度(OCR)および細胞外酸化速度(ECAR)を計測するこ
とで、培養細胞のミトコンドリア呼吸および解糖系を解析できる。この装置を用いて、定常状
態および電子伝達系を阻害した場合の OCR を測定することで、細胞におけるエネルギー産生に
ミトコンドリア呼吸がどの程
度寄与しているかを解析した
(図 5.A)。その結果、CD28 由来
CSSD を有する CAR-T 細胞はミ
トコンドリア呼吸および ATP
産生能が低下しており、エネル
ギー状態の低い細胞であるこ
とが分かった。一方、4-1BB 由
来 CSSD を有する CAR-T 細胞は
ミトコンドリア呼吸の有意な
亢進が見られた。HVEM 由来
CSSDを有するCAR-T細胞では、
ミトコンドリア呼吸の亢進に
加えて解糖系も亢進しており、
エネルギー状態の高い細胞で
あることが分かった(図5.B-E)。
これらの結果から、HVEM 由来
CSSD を有する CAR-T 細胞は再
プログラム化されたエネルギ
ー代謝を有していると考えら
れた。 
 
(5) HVEM 由来 CSSD を有する CAR-T 細胞は高い抗 HIV 活性を有する。 
 これまでの HIV 特異的 CAR-T 細胞の機能および性状解析から、HVEM 由来 CSSD を有する HIV
特異的 CAR-T 細胞が高い抗 HIV 活性を有すると予想
された。そこで、HIV 感染 CD4 T 細胞と HIV 特異的
CAR-T 細胞の共培養系を確立し、HIV 特異的 CAR-T
細胞の抗 HIV 活性を検討した。確立した評価系では、
HIV 特異的 CAR-T 細胞との共培養により有意な HIV
感染細胞の減少が見られ(図 6.A)、HIV 特異的 CAR-T
細胞が HIV 感染細胞に特異的な細胞傷害を引き起こ
すことにより、HIV の増殖を抑制していることが示
唆された。また、創出した全ての HIV 特異的 CAR-T
細胞が HIV 増殖抑制能を示していたが、それらの中
でもHVEMを有するCAR-T細胞が最も高いHIV増殖抑
制能を示していることが分かった(図 5.B)。これら
のことから、HVEM 由来 CSSD を有する CAR-T 細胞は
高い抗 HIV 活性を有すると考えられた。 
 
これらの研究成果により、これまであまり明確ではなかった CSSD と CAR-T 細胞の機能および

性状の関係性の一端を解明することができた。また、HVEM 由来 CSSD の CAR-T 細胞創出におけ
る有用性を見出すことができた。今後、HVEM を利用することにより、優れた機能や性質を持っ
た CAR-T 細胞を創出できるかもしれない。また、本研究で明らかとなった性状を標的とするこ
とで、これまでと異なる方策で CAR-T 細胞を改善できるかもしれない。 
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