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研究成果の概要（和文）：抗原提示ができる人工脂質二重膜プレイナーメンブレンと超解像顕微鏡との革新的イ
メージングシステムを構築し、養子免疫療法の発展系であるヒトCD19キメラ抗原受容体T（hCD19 CAR-T）細胞の
1分子イメージング解析を行った。リガンドhCD19との結合によりhCD19 CARは凝集し、TCR下流のシグナル伝達分
子やリン酸化チロシンタンパク質をリクルートする機能的ドメイン「hCD19 CARマイクロクラスター」を形成し
た。hCD19 CARマイクロクラスターがTCRと協調的に働き、CAR-T細胞の活性化と細胞傷害およびCAR-T細胞の生存
維持に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we established a brand-new and innovative imaging system 
combining antigen-presenting planar lipid bilayers and super-resolution microscopies and performed 
single cell analyses for the human CD19 chimeric antigen receptor T (hCD19 CAR-T) cells, recently 
used in a developing adoptive-transfer cancer immunotherapy. In a ligand-binding fashion, the hCD19 
CAR gathers together and forms a functional signalosome, “hCD19 CAR microcluster”, recruited by 
both various signaling molecules in the downstream of TCRs and a great deal of 
tyrosine-phosphorylated proteins. We demonstrated that the hCD19 CAR microcluster could determine 
the CAR-T cell activation, cytotoxic function and CAR-T cell survival, collaborating with TCR 
signaling.

研究分野： 免疫学

キーワード： がん免疫　細胞療法　T細胞　分子イメージング　シグナル伝達　キメラ抗原受容体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ノーベル医学生理学賞受賞を機にがん免疫療の臨床応用や研究は急速に進んでおり、中でもCAR-T細胞療法の技
術革新は目覚ましい。一方、臨床応用が先行しその作用機序の解明が未解決な点など、残された課題も多く存在
する。本研究で行った革新的イメージングシステムの構築、CAR-T細胞のシグナル伝達経路の可視化、CAR-T細胞
のがん細胞傷害機構の解明、細胞内シグナル伝達分子を導入した新たなCARの提案からは、より高い細胞傷害機
能と安全性を兼ね備えた次世代CAR-T細胞の創出が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
免疫応答は外来の病原体から我々の身を守ると共に、異形成やがん化した抗原など内因性の異
常も検知しそれを排除する能力がある。免疫細胞の中でもナチュラルキラー（NK）細胞や CD8+細
胞傷害性 T細胞（Cytotoxic T lymphocyte : CTL）がこの内在性の異常、つまり腫瘍化した細胞
の排除に関わる主な細胞とされ、これら 2つに関して、多くのがん免疫療法へ応用が試みられて
きた。ノーベル医学生理学賞を受賞したことからも明らかなように、近年のがん免疫療法の劇的
な進歩も、これらの免疫細胞の機能を制御する画期的な方法が確立したことによる。これら一連
の治療法の中でも最も臨床効果の認められている１つは、担がん状態における T 細胞疲弊をキ
ャンセルする『免疫チェックポイント療法』であり、もう 1つは T細胞にがん特異的受容体を遺
伝子導入した『キメラ抗原受容体 T（CAR-T）細胞療法』である。 
CAR-T 療法は、腫瘍細胞が発現している分子に対するモノクローナル抗体（B 細胞リンフォーマ
に対する抗 CD19 抗体など）に CD3z鎖と T細胞活性型補助刺激受容体の細胞内シグナルドメイン
をタンデムに繫いでデザインされ、CD3z鎖のみを繋げた第 1 世代、CD3z鎖に CD28 細胞内ドメイ
ンを繋げた第 2 世代、さらに 4-1BB や OX-40 を繋げた第 3 世代、第 2 世代にケモカインやサイ
トカインなどの生理機能分子を付加した第 4 世代へと開発が進んだ。しかし、1）可能性のある
T細胞の活性化に関わる分子を偶然繋げたに過ぎず、理論に基づいたデザイン開発の余地がまだ
広く存在すること、2）輸注後の CAR-T 細胞の記憶細胞への誘導など、生理機能を制御する手段
が確立していないこと、3）活性型受容体のみを繫いだため、治療後の細胞傷害活性の制御法が
未解決であること、4）疾患によって奏効率に開きがあり、理論的に説明ができず、対象疾患の
拡大が経験値のみに基づいている、など未解決な問題が多く残されている。 
一方、これまで我々は、TCR と補助刺激受容体のシグナル伝達系の分子イメージングを基に、世
界的にも先駆的な T細胞研究を行い、T細胞が抗原を認識し活性化や細胞傷害を起こす際、T細
胞と抗原提示細胞／標的細胞との間に形成される「免疫シナプス」が、さらに小さな TCR シグナ
ロソーム「TCR マイクロクラスター」からできていることを発見した（Yokosuka T, Nat Immunol, 
2005）。TCR マイクロクラスターは T細胞の活性化を直接反映する指標となることから、CAR マイ
クロクラスターの挙動を解析することで CAR-T 細胞の活性化状態をデジタルに評価でき、より
安全で効率的な抗腫瘍効果が期待できる CAR-T 細胞療法の創出に貢献出来ると予想される。 
 
２．研究の目的 
抗原提示ができる人工平面脂質二重膜（プレイナーメンブレン）と超解像顕微鏡との融合システ
ムを構築し、この革新的イメージングシステムを用いた CAR-T 細胞のシグナル伝達経路の可視
化を行い、CAR-T 細胞のがん細胞傷害機構を明らかにすると共に、新たな細胞内シグナル伝達モ
チーフを導入したCARの設計を行い、より高い殺傷機能と容易な活性調節機構をもつ次世代CAR-
T 細胞の創出を目的とする。分子イメージングという刷新的な解析技術を基盤とすることによっ
て、これまでの CAR-T 研究では達成し得なかった斬新な CAR の創出、およびそのための科学的か
つ理論的な基盤を作る。 
 
３．研究の方法 
プレイナーメンブレンと 1 分子観察が可能な全反射蛍光顕微鏡および高解像度共焦点レーザー
顕微鏡を用いて、分子イメージングの視点から CD19 CAR-T 細胞の抗原認識・活性化・腫瘍細胞
傷害活性に係る分子の解析を行う。その結果を基に、TCR下流の細胞内シグナル伝達分子を新た
に導入した CAR を作製し、より強力な腫瘍細胞に対する傷害活性を持ち、一方で傷害活性の調節
が容易であり、かつ安全な細胞治療が期待できる新規 CAR-T 細胞の開発基盤を作る。研究計画と
して、1）既存の CD19 CAR-T 細胞の一分子イメージング解析の実験系の構築、2）アダプター分
子などを導入した新規 CAR-T 細胞受容体のデザインと創出、3）E3ユビキチンリガーゼを導入し
た活性化調節機構を有する CAR-T 細胞受容体のデザインと創出、4）NSG ヒト化マウスを用いた
新規 CD19 CAR-T 細胞の in vivo 細胞傷害活性の検証、を計画した。 
 
４．研究成果 
(1) Glycosylphosphatidylinisotol（GPI）アンカー型 hCD19 の
タンパク質精製とプレイナーメンブレンの確立：hCD19 CAR の超
解像イメージングを行うため、プレイナーメンブレン上での運
動性が担保されたヒト decay-accelerating factor（hDAF）の GPI
アンカーモチーフを hCD19 の細胞外領域に付加し、この hCD19-
hDAFキメラタンパク質（hCD19-GPI）を高発現させたハムスター
腫瘍細胞株 BHK を樹立した。精製した hCD19-GPI は接着分子
ICAM-1 の GPI キメラ分子（ICAM-1-GPI）と共にプレイナーメン
ブレンに導入した（右図）。hCD19-GPI の運動性は蛍光ラベルし
た抗 hCD19 抗体を結合させ、レーザー照射後の退色回復で確認
した。 
 
(2) hCD19 CAR の分子イメージング解析：CAR-T 細胞の親細胞と
して T 細胞ハイブリドーマおよびマウスから直接採取したプラ



イマリーT細胞に TCR 刺激したものを用い、EGFPを C末端に付加した hCD19 CAR（hCD19 CAR-
GFP）をレトロウイルス感染により導入、同細胞を上述のプレイナーメンブレンにロードしタイ
ムゼロからの hCD19 CAR の挙動を観察した。その結果、TCR マイクロクラスターと同じようにリ
ガンド hCD19-GPI 依存的に hCD19 CAR-GFPがクラスターとなり、hCD19-GPIの分子密度に相関し
て hCD19 CAR の大きさと数が変化することが明らかとなった。 
 
(3) hCD19 CAR マイクロクラスターが機能的シグナ
ロソームであることを検証するためのイメージン
グ解析：TCR マイクロクスターにリクルートするこ
とが分かっている CD3z鎖下流のシグナル伝達分子
が hCD19 CAR にもリクルートするかどうか、1分子
イメージング解析を行ったところ、キナーゼ ZAP-
70、アダプタータンパク質 SLP-76の共局在を認め、
構成分子に大きな差はないことが分かった。また抗
リン酸化チロシン抗体による染色でもhCD19 CARマ
イクロクラスターと一致して検知され、活性化タン
パク質を含む TCR マイクロクラスターと同等の機
能を持つことが明らかになった（右図）。 
 
(4) 接着分子 Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1)の hCD19 CAR マイクロクラ
スター形成における機能解析：CTL は標的細胞を殺傷する際に、CTL-標的細胞間のスペース「免
疫シナプス」に TCR マイクロクラスターを形成する。トリ卵アルブミン特異的 TCR を発現してい
る OT-I TCR のトランスジェニック（Tg）マウスから採取した CD8陽性 T 細胞に、hCD19 CAR-
GFP を導入後、hCD19-GPI との結合の結果観察される hCD19 CAR マイクロクラスターは、LFA-1
のリガンド ICAM-1 の存在・非存在により挙動が異なり、連続的に短時間のパルスを生む hCD19 
CAR シグナロソームが形成されるには LFA-1 と ICAM-1 との結合が必須であることが分かった。
接着分子の欠落によって、CTL の免疫シナプスに過剰なシグナロソームができ、CTL がアポトー
シスへと誘導されるのと同様に、hCD19 CAR-T 細胞の細胞死の回避や維持においても、接着分子
の物理的結合力とシグナル伝達は重要であると考える。 
 
(5) hCD19 CAR を介した細胞傷害活性の評価：標的細胞としてマウス胸腺腫細胞株 EL4 に hCD19
を発現させ標的細胞とし、OT-I-hCD19 CAR-GFPによる細胞傷害活性を in vivo CTL assay によ
って検証、hCD19 CAR マイクロクラスターとの相関を調べたところ、細胞傷害活性の程度と hCD19 
CAR マイクロクラスターの数と大きさとの間に相関があることが分かった。この結果は hCD19 
CARマイクロクラスターもCTLで観察されるTCRマイクロクラスターと同様に細胞傷害がシグナ
ロソームを単位として評価されうることを示している。 
 
(6) E3ユビキチンリガーゼ Cbl-bと hCD19 CAR マイクロクラスターのイメージング解析：イン
タラクトームとして多様な結合分子を持つ Cbl-bの調節ドメインを CAR-T 細胞受容体に導入し、
Cbl-bとの結合が報告されている T細胞シグナル伝達分子 ZAP-70、Grb2、Nck、Vav1、イノシト
ールリン酸化酵素 PI3K、アダプター分子 CIN85を指標として Cbl-bのシグナロソームの形成を
評価するため、まず Cbl-b と hCD19 CAR マイクロクラスターとの細胞内動態を調べた。その結
果、Cbl-bも hCD19 CAR マイクロクラスターにリクルートし、抑制性シグナロソームとしてフィ
ードバック抑制として機能することが明らかとなった。さらに Cbl-b 遺伝子欠損マウスから調
整したプライマリ−T 細胞に hCD19 CAR-GFPを導入した hCD19 CAR-T 細胞を用い解析した結果、
Cbl-b遺伝子欠損では hCD19 CAR マイクロクラスターの中心性の移動が消失し、hCD19 CAR から
持続的で過剰な活性化シグナルが伝わっていることが分かった。これらの結果から、hCD19 シグ
ナロソームにおいても、ユビキチン化後のプロテオソーム依存性タンパク質分解、およびユビキ
チン化を契機とした CAR-T 細胞受容体のエンドサイトーシス、の 2 つのタンパク質抑制系が機
能していると同時に、E3ユビキチンリガーゼ活性を欠損させた Cbl-bを用いることで、Cbl-bが
巨大なアダプター分子として活性化に寄与する新たな hCD19 CAR の創出に繫がると考えた。 
 
(7) hCD5 CAR-T 細胞の分子イメージング解析：CAR-T 細胞の細胞傷害活性や細胞維持など生理
活性に関してより一般化し CAR-T 細胞の開発に普遍的に通用する概念を創出するため、hCD19 
CAR に加えて hCD5 CAR の分子メージング解析の実験系を構築した。hCD19-GPI と同様に、hDAF
の GPI アンカーモチーフを hCD5の細胞外領域に付加し、この hCD5-hDAFタンパク質（hCD5-GPI）
を高発現させたハムスター腫瘍細胞株 BHK を樹立、精製した hCD5-GPIは接着分子 ICAM-1 の GPI
キメラ分子と共にプレイナーメンブレンに導入し、hCD5 CAR-GFPを発現させた T 細胞ハイブリ
ドーマおよびマウスから直接採取したプライマリーT 細胞を用いて観察した。その結果 hCD19 
CAR と同様にリガンドhCD5が存在すると hCD5 CAR を形成しシグナロソームとしてCAR-T 細胞の
活性化と細胞傷害活性に寄与していることが分かった。 
 
(8) hCD19 CAR の各世代による CAR シグナロソームの相違点の検証：これまでの我々の研究から



T 細胞活性化補助刺激受容体シグナルは TCR シグナルと構成分子を同一にしているが、寄与する
それぞれのシグナル伝達分子の分子数には差があることを見出している。CD3z鎖のみで校正さ
れる hCD19 CAR と、第二世代の中でも CD28、ICOS、4-1BB の 3種類、計 4種類の CAR-T 細胞の間
で細胞傷害活性や生体内での CAR-T 細胞の生存維持に差が現れることが予想された。補助刺激
受容体の細胞内ドメインなし、CD28、ICOS、4-1BB の細胞内チロシンドメインのみを置換した
hCD19 CAR を作成し、それぞれの CAR シグナロソームの構成分子を細胞内蛍光で検出したとこ
ろ、CD3zのみの CAR では TCR マイクロクラスターと相同な分子のリクルートが、また CD28 を含
む CAR では NFkB 経路に片寄ったシグナル伝達分子群が、また ICOS の CAR ではイノシトール 3
リン酸経路の活性化に寄与する酵素群がそれぞれリクルートし、これらの違いが hCD19 CAR-T 細
胞の活性化の微妙な違いや、CAR T 細胞自身のヘルパー細胞分化の違い、また IL-2産生を伴う
増殖反応と記憶 CAR-T 細胞への分化の違いとして現れることが予想された。 
 
(9) TCR から発信される hCD19 CAR シグナロソームへのクロストークの解明：エフェクターT細
胞から記憶細胞への分化誘導や生体内での維持には、継続的に起こっている MHC と自己抗原に
結合した TCR からの微弱なトニックシグナルが重要と考えられる。hCD19 CAR-T 細胞では、抗
hCD19 抗体からの、TCR とは比較にならない程高いリガンド親和性に起因する強いシグナルが惹
起されると予想する。また腫瘍細胞の駆逐後、抗原のない体内において CAR-T 細胞が維持される
にはCAR以外の受容体からの持続的なシグナルが必須であると考える。この仮説に基づきhCD19-
CAR T 細胞における TCR の挙動を 1分子観察した結果、hCD19 CAR マイクロクラスターの形成に
伴い、TCR もクラスタリングすることが分かった。MHC上に cognate な抗原が存在する場合は TCR
マイクロクラスターは hCD19 CAR マイクロクラスターと完全に共局在し、一方自己抗原しかな
い場合も TCR マイクロクラスターは観察され、hCD19 CAR マイクロクラスターに併走するように
観察された。この結果は hCD19 CAR の強力なシグナロソーム形成によって TCR 下流のシグナル
伝達分子が活性化し、これらがアダプターの役目を果たしながら inside-out のシグナルを経由
して TCR マイクロクラスターの形成に繫がると考えられ、TCR と hCD19 CAR の間にはシグナルの
クロストークが存在すると予想された。一方、hCD5 CAR では同様の現象は弱く、リガンドに対
する親和性や CAR のキメラ分子としてのデザインの違いが hCD19 と hCD5を差別化していること
が考えられる。 
 
(10) hCD19 CAR シグナロソーム抑制に寄与する PD-1：E3ユビキチンリガーゼによるタンパク分
解や受容体のインターナリゼーションによる hCD19 CAR シグナロソームの抑制に対し、hCD19 
CAR マイクロクラスターにリクルートするリン酸化タンパク質の脱リン酸化反応も同等の抑制
機構の候補である。その 1つの可能性として PD-1 シグナロソームと hCD19 CAR との関連性を解
析した。PD-1 はリガンドである PD-L1 および PD-L2 との結合を機に PD-1 マイクロクラスターを
形成する。PD-1 マイクロクラスターにリクルートされた脱リン酸化酵素 SHP2 は、hCD19 CAR マ
イクロクラスターと局在を同じにし、hCD19 CAR を含めた hCD19 CAR マイクロクラスターの脱リ
ン酸化反応に寄与していた。この結果は、PD-1 が hCD19 CAR-T 細胞の過剰な活性化を制御でき
る機序の 1つとして応用できるだけでなく、腫瘍微小環境に遊走した hCD19 CAR-T 細胞が PD-1
を高発現することによって起こる CAR-T 細胞疲弊からも回避可能とする応用価値の高い結果と
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PD-1 との相互作用に違いがあることから、疲弊しにくい CAR のデザイン等も可能であると考え
られた。 
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