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研究成果の概要（和文）：ヒト間葉系幹細胞（MSC）にレンチウイルスベクターでPAX3-FOXO1発現を抑制する
shRNA(shPF)を遺伝子導入し、shPF内包exosome発現MSCを作成した。横紋筋肉腫肺転移マウスモデルを作成し、
マウス尾静脈より、shPF-MSCを投与したところ抗腫瘍効果を示した。小児悪性軟部肉腫に高発現するEPHB4受容
体に対して、EPHB4を特異的に認識し、殺傷することができるキメラ抗原受容体T細胞(EPHB4-CAR-T細胞)を開発
した。EPHB4-CAR-T細胞はPF発現に関わらず胞巣型横紋筋肉腫担がんマウスの腫瘍増殖を強力に抑制した。

研究成果の概要（英文）：We have developed mesenchymal stromal cells which were genetically 
engineered to express shRNA that could reduce the expression of PAX3-FOXO1 fusion gene(shPF-MSC). We
 infused the shPF-MSC into rhabdomyosarcoma (RMS) bearing immunodeficient mice via tail vain, and 
confirmed antitumor efficacy of these cells. We also developed chimeric antigen receptor T cells 
that redirected to EPHB4 molecules in RMS. The CAR-T cells exhibited a dominant stem cell memory 
fraction and low PD-1 expression after the 14 days expansion. The CAR-T cells presented strong and 
sustained inhibitory activity against the RMS cells even in multiple tumor challenges. Furthermore, 
in the in vivo experiment, The CAR-T cells also suppressed tumor growth in RMS xenograft-bearing 
mice. A nonclinical safety study on PB-EPHB4 CAR-T cell therapy targeting the EPHB4 positive tumors 
is underway, aiming future clinical trials in Japan.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小児悪性軟部腫瘍に対する複合的な遺伝子細胞治療の開発が急務である。我々は、PAX3-FOXO1融合遺伝子を発現
する予後不良な胞巣型横紋筋肉腫に対して、PAX3FOXO1遺伝子発現調整が可能なエクソソームを分泌する間葉系
幹細胞、さらには、横紋筋肉腫細胞に高発現するEPHB4受容体を標的とするCAR-T細胞を開発した。将来的には本
研究成果を臨床応用するために、非臨床試験を実施していく予定である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 小児期、青年期（AYA 世代）に好発する、PAX3-FOXO1 融合がん遺伝子を発現する胞巣型横紋筋

肉腫（aRMS）は、極めて予後不良な高悪性度がんであり、従来の抗がん剤や手術、放射線療法に替わ

る新規治療法の開発が渇望されている。我々は、平成 22 年科研費基盤研究(B)で、aRMS の PAX3-

FOXO1 融合がん遺伝子発現を抑制し、造腫瘍性、細胞増殖、転移を抑制できる shRNA（shPF）を開発

した。核酸医薬は生体内では非常に不安定であり、shPF を治療薬として臨床応用するためには、shPF

を腫瘍組織内に安定した状態で輸送する必要がある。我々は、平成 24 年科研費挑戦的萌芽研究で、

shPF をヒト線維芽細胞に遺伝子導入すると、線維芽細胞が shPF を内包する exosome（shPF-exosome）

を分泌し、PAX3-FOXO1 融合がん遺伝子発現を抑制することを発見し、exosome が核酸医薬の輸送因

子になる可能性を見出した。そこで、exosome が血液中でも分解を受けずに安定しており、RMS 細胞に

も取り込まれることに注目し、1) shPF-exosome は aRMS の細胞遺伝子治療製剤として応用できると考え

た。 

さらに我々は、aRMS 細胞を特異的に認識し、殺細胞効果を有する人工キメラ抗原受容体 T 細胞

（CAR-T 細胞）を開発し、T 細胞と抗原提示細胞は免疫学的シナプスを介して exosome を伝達すること

を応用して、3) CAR-T 細胞が shPF-exosome を分泌するように遺伝子改変することで効率よく exosome

を腫瘍組織にデリバリーできると着想した。 

２．研究の目的 

 本研究は、我々のこれまでの JSPS 科学研究をさらに発展させ、難治性・高悪性度がんの一つである

融合がん遺伝子陽性 aRMS をモデルに、がん細胞の増殖を阻止する核酸医薬搭載型 exosome とこの

exosome を分泌する細胞製剤を開発することを目的とする。 

３．研究の方法 

 抗腫瘍核酸を搭載した exosome（shPF-exosome）の作成と抗腫瘍効果の評価 

 shPF を遺伝子導入したヒト線維芽細胞から exosome を抽出し（shPF-exosome）、exosome 内の

shPF 含有量を評価する。shPF を担癌マウスに投与し、抗腫瘍効果を評価する。 

1) shPF-exosome をデリバリーする間葉系幹細胞（MSC）の作成と抗腫瘍効果の評価 

 shPF を遺伝子導入した MSC を担癌マウスに経尾静脈的投与し、MSC が腫瘍組織に集積し、

shPF-exosome を放出することで抗腫瘍効果を発揮するか評価する。 

2) shPF-exosome をデリバリーする aRMS 特異的人工キメラ抗原受容体 T 細胞（CAR-T 細胞）の

作成と抗腫瘍効果の評価 

shPF を遺伝子導入した aRMS 特異的 CAR-T 細胞を担癌マウスに経尾静脈的投与し、CAR-T

が腫瘍組織に集積し、shPF-exosome を放出するかをみることで抗腫瘍効果を評価する。 

４．研究成果 

ヒト線維芽細胞にレンチウイルスベクターで shPF を遺伝子導入し、shPF 安定発現細胞株を作成した。

培養上清より、exosome を回収することで、shPF 内包 exosome を作成した。shPF-exosome をヒト横紋筋

肉腫細胞株 Rh30 に添加することで、Rh30 で高発現する PAX3-FOXO1 遺伝子発現が抑制されること

を証明した。ヒト骨髄由来間葉系幹細胞に shPF を遺伝子導入し、shPF 安定発現細胞株を作成した。培

養上清より、exosome を回収し、この exosome が 1 と同様に Rh30 細胞の PAX3- FOXO1 遺伝子発現を

抑制することを確認し、作成した MSC が shPF を内包する exosome を安定分泌していることを確認した。

Rh30 細胞を免疫不全マウスの尾静脈から投 与することで、横紋筋肉腫肺転移マウスモデルを作成し

た。マウス尾静脈より、shPF-MSC を投与し、経時的に腫瘍サイズを観察することで、shPF-MSC の抗腫

瘍効果を評価したところ、腫瘍の縮小が観察された。 



小児悪性軟部肉腫に高発現する EPHB4 受容体に対して、EPHB4 を特異的に認識し、殺傷することが

できるキメラ抗原受容体 T 細胞(EPHB4-CAR-T 細胞)を開発した。 EPHB4-CAR-T 細胞を最適化する

ために、適切なスペーサー、共刺激因子の検討を行った。その結果、非ウイルス遺伝子改変法 で

EPHB4-CAR-T 細胞を作製した場合には良好な細胞増殖と抗腫瘍効果を得た。また、EPHB4-CAR-T

細胞作製の際の培養方法について最適化した。我々の検討により、自己末梢血単核球由来の遺伝子

改変フィーダー細胞を用いることで、およそ 14 日間で、ドナー特性によらず、良好な CAR 発現率(60%

以上)、細胞増殖率(5 倍以上)を得ることができた。さらに、本培養法で CAR-T 細胞を作成した場合、

CAR-T 細胞の抗腫瘍効果と相関するナイーブ/ステムセルメモリー型 T 細胞分画優位になることが明ら

かとなった。胞巣型横紋筋肉腫に高発現し、悪性度や免疫逃避に関わる、PAX3-FOXO1 遺伝子(PF)

を特異的に発現抑制する siRNA(siPF)で PF 陽性横紋筋肉腫を処理したところ、PF の発現が強力に抑

制されることを確認した。また、siPF で処理した横紋筋肉腫細胞と未処理の横紋筋肉腫細胞を IFNγ で

刺激したところ、未処理の横紋筋肉腫では PD-L1 が誘導されたにもかかわらず、siPF で処理した横紋

筋肉腫では PD-L1 の誘導が抑制された。一方で、siPF で処理した横紋筋肉腫細胞と未処理の横紋筋

肉腫細胞を EPHB4-CAR-T 細胞とともに共培養したところ、いずれの横紋筋肉腫細胞にも強力な抗腫

瘍効果を示した。また、このときの IFNγ 放出を測定したところ、いずれの共培養上清からも、高濃度の

IFNγ が認められたことから、CAR-T 細胞は、PF の発現に関わらず強力な抗腫瘍効果を示すと考えら

れた。担がんマウスを用いた検討でも、EPHB4-CAR-T 細胞は胞巣型横紋筋肉腫担がんマウスの腫瘍

増殖を強力に抑制した。 
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