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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では、一本鎖抗体 (scFv)作製技術を基軸に、がん抗原を特異的に認識
する既知の抗体の可変領域を利用して、ヒト免疫グロブリン可変領域ライブラリーと組み合わせる。そして、
scFvライブラリーをキメラ抗原受容体 (CAR)遺伝子に組み込んで、CARライブラリーT細胞を作製した。さらに、
CAR-T細胞の刺激・増殖・生存・細胞傷害活性などを総合的に評価しながら新たなscFvを同定する新規技術を確
立した。本技術を用いることで、がん抗原を認識する様々な新規scFvを搭載した高機能性CAR-T細胞を作製する
ことが可能となり、難治性がんに対する次世代CAR-T細胞療法開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：   In this study, we have generated a single-chain antibody generation 
system in which CAR-library T cells have been screened based on their antitumor functions. A 
variable region library obtained from the human immunoglobulin was fused with that of an existing 
antitumor antibody to generate an scFv library. CAR-library T cells which express the scFv library 
were stimulated with tumor cells to enrich antigen-specific population. As the results, 
target-specific recognition of newly generated scFv-expressing CAR-T cells could be finely tuned by 
changing a new variable region. Moreover, scFv-optimized CAR-T cells showed sufficient antitumor 
cytotoxicity and better proliferation capacity with long-lived T-cell phenotype, resulting in 
enhanced antitumor effects in humanized mouse in vivo system. Collectively, this system can be 
applied to generate a new scFv optimal for each CAR-T cell targeting a variety of surface tumor 
antigens, resulting in further advancement of CAR-T-cell therapy.

研究分野：内科学、血液学、免疫学、腫瘍学

キーワード： がん免疫療法　CAR-T細胞　一本鎖抗体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　今回我々が確立した新規一本鎖抗体 (scFv)作製技術を用いれば、CAR-T細胞が発現するscFvの標的認識様式を
繊細に調律しながら、CAR-T細胞の機能と抗腫瘍効果を最大限に誘導できるscFvを迅速かつ安定して作製するこ
とが可能となる。本研究は、これまでと異なる視点から、CAR-T細胞が標的抗原を認識するために重要な働きを
担うscFvに着目した。本技術は、これまでに開発されてきた様々な改良型CAR-T細胞の機能をさらに高めること
にも応用が可能であることから、難治性がんを標的とした次世代CAR-T細胞療法開発領域におけるインパクトは
特に大きく、社会的意義も高いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 
近年、免疫チェックポイント阻害剤や遺伝子改変 T細胞など、がんに対する T細胞免疫療法が
目覚ましい発展を遂げている。がん特異的抗原に由来するペプチド断片は、HLA 分子と結合して
がん細胞表面に表出される。これまでに、これらの複合体を特異的に認識する T 細胞受容体 
(TCR: T-cell receptor)遺伝子導入療法が我々の研究グループをはじめ国内外で進められてき
た (Science 2006, J Clin Oncol 2011, Nat Med 2015, Blood 2017)。これらの臨床試験によ
って、TCR の標的 HLA/ペプチド複合体に対する結合力 (標的親和性)を十分に高めることが、高
い治療効果に繋がることが示されている。しかしながら、TCR の標的抗原親和性を人為的に向上
させた際、がん特異性が低下し、正常細胞も交差認識する off-target effect の危険性が示唆さ
れている (Sci Transl Med 2013)。また、TCR の HLA 拘束性から治療適応患者が HLA 型によって
限定される点も問題である。 
 TCR に関わる課題を解決する手段の一つとして、抗体の重鎖と軽鎖可変領域配列をもとに一本
鎖抗体 (scFv: single chain fragment variable)を作製し、抗体特異性を T細胞活性化に結び
つけるキメラ抗原受容体 (CAR: chimeric antigen receptor)に応用することが試みられている。
これらの治療法の一部はすでに承認を受け、一般臨床の場でも用いられる段階に至っている。
scFv は TCR と標的分子を認識する様式が全く異なり、数千倍標的親和性が高いとされている。
従って、抗体の可変領域を備えた scFv を利用すれば、安全性を担保しつつ T細胞をがん特異的
に活性化し、がん細胞を効率的に排除できる可能性がある。 
このような背景のもと、がん抗原特異的 scFv を網羅的かつ効率よくスクリーニングして、遺
伝子改変型抗体の作製に繋げる新たな技術開発が求められており、企業も含めた競争が激化し
ているが、我が国における開発は遅れを取っていると言わざるを得ない。特に、CAR-T 細胞全体
の機能を高めて、高いがん治療効果の誘導に繋がるような scFv を網羅的に作製して選別する技
術は、これまでにほとんど開発されてはいない。 
 
2. 研究の目的 
  本研究では、がん抗原を特異的に認識する既知の抗体の可変領域配列を利用して、ヒト免疫グ
ロブリン可変領域ライブラリーと組み合わせる (図 1A, B)。具体的には、軽鎖もしくは重鎖可
変領域のいずれかを固定することで、106程度のヒト免疫グロブリン可変領域ライブラリーから
抗原特異的 scFv をスクリーニングする。このように作製した scFv ライブラリーを、CAR 遺伝子
の基本構造に組み込んで CAR ライブラリーとし、T細胞に遺伝子導入することで CAR ライブラリ
ーT細胞を作製する。そして、CAR-T 細胞の反応性をリードアウトとした独自の完全ヒト型 scFv
スクリーニング法の確立を目指す (図 1C, D)。このように、新たな着眼点からがん抗原を認識
するさまざまな新規 scFv を作製し、高機能性 CAR-T 細胞の作製に繋げる。そして、造血器腫瘍
や固形癌に対する新たな CAR-T 細胞療法の確立を目指すことを目的に研究を遂行した。 
 
3. 研究の方法 
(1) scFv ライブラリーソースの作製 
ヒト末梢血単核球 
(PBMCs)を単離し、CD19
マイクロビーズを用い
て 2.0-3.0×106個のヒ
ト末梢血 B 細胞を回収
する。RNA を抽出、
5’RACE 法により cDNA
を作製して、免疫グロ
ブリン遺伝子 J 領域に
特異的なプライマーを
用いて、ヒト免疫グロ
ブリン軽鎖、および重
鎖可変領域遺伝子を増
幅する。PCR 産物の 3’
末にリンカー配列の一
部を組み込み、既知の
抗原特異的軽鎖もしく
は重鎖と結合できるよ
うに工夫する。こうし
て作製したヒト免疫グ
ロブリン可変領域ライブラリーを、scFv ライブラリーソースとして使用する。 
 
(2) CAR ライブラリーT細胞の作製と抗原刺激 



HLA-A*02:01/NY-ESO-1157-165ペプチド複合体 (A2/NY-ESO-1157)を認識する抗体 (clone 3M4E5)、
CD19 を認識する抗体 (clone 35-G01)の重鎖可変領域、軽鎖可変領域を、それぞれ対応する scFv
ライブラリーソースと連結した。作製した標的特異的scFvライブラリーを第二世代CAR (CD28z)
に組み込んで、CAR ライブラリー遺伝子を作製した。ヒト PBMCs を 100 U/mL IL-2、50 ng/mL ヒ
ト CD3 抗体 (OKT3)存在下において培養してヒト T細胞を刺激増幅し、CAR ライブラリー遺伝子
を導入して CAR ライブラリーT細胞を作製した。 
 次に、CAR ライブラリーT細胞を、標的抗原を発現する腫瘍細胞を用いて刺激した。週 1回、
計 3回刺激後に、CAR ライブラリーT細胞を A2/NY-ESO-1157テトラマー、可溶性 CD19 ダイマーで
染色して、標的特異的な集団をフローサイトメトリー法で単離した。 
 
(3) 新規 scFv を保有する CAR-T 細胞の in vitro/in vivo 機能解析 
CARライブラリーT細胞から単離した標的特異的CAR-T細胞よりcDNAを作製して、新たなscFv
を同定した。新規 scFv-CAR をそれぞれ TCR/CD3 欠損細胞株である Jurkat 76 細胞株に遺伝子導
入して、標的特異性を確認した。また、代表的なクローンについてはヒト末梢血 T細胞に遺伝子
導入して、従来型 CAR-T 細胞と新型 CAR-T 細胞とを作製した。各 CAR-T 細胞におけるサイトカ
イン産生 (細胞内サイトカイン染色法)、細胞傷害活性 (51Cr 放出試験)、増殖性試験 (CFSE: 
carboxyfluorescein succinimidyl ester 法)を評価するとともに、CD19 陽性 Raji 細胞株を
NOD/Shi-scid IL2rgamma(null) (NOG)マウスに移植した CD19 標的モデルを用いて、in vivo 抗
腫瘍効果の比較検討も行った。 
 
4. 研究成果 
(1) A2/NY-ESO-1157 CAR ライブラリーT細胞の作製と新規 CAR-T 細胞の機能解析 
A2/NY-ESO-1157特異的抗体の可変領域 (3M4E5H/3M4E5L)を利用して、ヒト免疫グロブリン軽鎖
ライブラリー (hL)または重鎖ライブラリー (hH)と連結し、scFv ライブラリー (hL/3M4E5H、
hH/3M4E5L)を作製した。この scFv ライブラリーを第二世代 CAR 遺伝子に組み込んで、ヒト末梢
血 T 細胞に遺伝子導入して CAR ライブラリーT 細胞を作製した。そして、CAR ライブラリーT 細
胞を抗原特異的に刺激することで、A2/NY-ESO-1157特異的な CAR-T 細胞集団を増幅させることに
成功した (図 2A)。 
次に、CAR ライブラ
リー T 細 胞から、
A2/NY-ESO-1157 テトラ
マー陽性集団を単離し
て、新規 scFv の同定を
行った。そして、新た
に同定した scFv を搭
載した CAR-T 細胞を用
いて in vitro 機能解
析を行った。その結果、
同じ 3M4E5H を保持す
るにも関わらず、scFv
内でペアとなる軽鎖を
変えることによって、
標的である HLA/ペプ
チド複合体の認識様式
と CAR-T 細胞の反応性
とが繊細に変化するこ
とが示された  (図
2B)。 
そこで、新規 scFv の 1つである L1/3M4E5H を用いてヒト末梢血 T細胞より CAR-T 細胞を作製
し、従来型の 3M4E5LH CAR-T 細胞との比較解析を行った。新たに同定した L1 CAR-T 細胞では、
A2/NY-ESO-1157複合体への反応性を保持しつつ、従来の CAR-T 細胞と比較して非特異的な反応が
低下していることが明らかとなった (図 3C, D)。 
異なる 2人のドナーに由来するヒト免疫グロブリン軽鎖/重鎖可変領域ライブラリーを用いて、
A2/NY-ESO-1157 CAR ライブラリーT細胞を作製した。CAR ライブラリーT細胞を、それぞれ A2/NY-
ESO-1157テトラマー、および A2/HIV-Gag77テトラマー (20 ug/mL)で染色した (A)。Jurkat 76 細
胞株に、新規に同定した scFv を持つ CAR 遺伝子 (L1/3M4E5H、L52/3M4E5H)、従来型の CAR 遺伝
子 (3M4E5L/3M4E5H)を導入した。Jurkat 76/CAR-T 細胞を各テトラマー (5 ug/mL)で染色した。
また HLA-A*02:01 陽性 T2細胞株に各ペプチド (10 ug/mL)を添加した標的細胞と共培養の後に、
Jurkat 76/CAR-T 細胞における CD69 発現をフローサイトメトリー法で検討した (B)。L1/3M4E5H 
CAR、ならびに 3M4E5LH CAR 遺伝子をヒト末梢血 T 細胞に導入した CAR-T 細胞を樹立した。各
CAR-T 細胞を各テトラマー (20 ug/mL)で染色した (C)。K562/A2 (HLA-A2+NY-ESO-1-)、
K562/A2/NY-ESO-1 (HLA-A2+NY-ESO-1+)細胞株とヒト末梢血 T細胞より作製した各 CAR-T 細胞を
共培養し、IL2 産生を検討した (D)。(Commun Biol 2021;4:273 より引用)  



 
(2) CD19 CAR ライブラリーT細胞の作製と新規 CAR-T 細胞の機能解析 
そこで次に、
CD19 特異的抗体
の重鎖可変領域 
(35-G01H)を利用
して、軽鎖ライブ
ラリー (hL、hK)
と連結し、scFv
ラ イ ブ ラリー 
(hL/35-G01H 、
hK/35-G01H)を作
製した。同様に第
二世代 CAR 遺伝
子に組み込んで、
CAR ライブラリ
ーT 細胞を作製
した。抗原特異的
に刺激すること
によって、CD19
特異的な CAR-T
細胞集団を増幅
させることに成
功した (図 3A)。 
上記と同様に、CAR ライブラリーT細胞から、可溶性 CD19 ダイマー陽性集団を単離して、新規
scFv の同定を行った。新たに同定した scFv を保持した CAR-T 細胞を作製したところ、異なる標
的反応性を保有することが明らかとなった (図 3B)。 
そこで、新規 scFv の 1つである L17/35-G01H (L17)を用いてヒト末梢血 T細胞より CAR-T 細
胞を作製した。従来型の 35-G01LH (35-G01L)CAR-T 細胞と比較したところ、L17 CAR-T 細胞では
サイトカイン産生能はやや低下する一方、L17、35-G01L CAR-T 細胞ともに同等の細胞傷害活性
を誘導することが明らかとなった (図 3C-E)。 
CD19 CAR ライブラリーT細胞を作製した。CD19 細胞外ドメインを 6xhis 標識した可溶性タンパ
クを作製し、PE 標識抗 his 抗体と混合して可溶性 CD19 ダイマーを作製した。CAR ライブラリー
T 細胞と従来型 CD19 CAR-T 細胞とを可溶性 CD19 ダイマーもしくは抗 his 抗体のみで染色した 
(A)。Jurkat 76 細胞株に新たに同定した scFv を持つ CAR 遺伝子 (L16, L7, L17, L4, K4, K5, 
K9, K6/35-G01H)を導入した。Jurkat 76/CAR-T 細胞を可溶性 CD19 ダイマーで染色し、また各細
胞株 K562 (CD19-)、K562/CD19 (CD19+)、Raji (CD19+)と共培養後の Jurkat 76/CAR-T 細胞の
CD69 発現を検討した (B)。L17/35-G01H CAR、ならびに 35-G01LH CAR 遺伝子をヒト末梢血 T細
胞に導入した CAR-T 細胞を作製した。これらの CAR-T 細胞を可溶性 CD19 ダイマーで染色した 
(C)。また、各細胞株と共培養を行って、CAR-T 細胞の CD69 発現 (D)と、細胞傷害活性 (E)とを
それぞれ検討した。(Commun Biol 2021;4:273 より引用)  
 
(3) 新規 CD19 CAR-T 細胞の増殖・形質と in vivo 抗腫瘍効果の検討 
続いて、L17、35-
G01L CAR-T 細胞の
増殖性と T 細胞形
質とを比較検討し
た。CFSE で染色し
た CAR-T 細胞を
CD19 陽性腫瘍細胞
と共培養すると、
新型 CAR-T 細胞 
(L17 CAR-T 細胞)
の方が、若く長期
生存に関わる T 細
胞形質  (naïve: 
CD45RA+CD62L+ 、
Central memory: 
CD45RA-CD62L+) を
維持しつつ、よく
分裂できることが
明らかとなった 
(図 4)。CFSE で染



色した各 CAR-T 細
胞 を 、 K562 
(CD19-) 、 Raji 
(CD19+)細胞株と
共培養した。L17 
CAR-T 細胞と 35-
G01L CAR-T 細胞の
分裂割合を比較検
討した (A)。同時
に、CD8、CD4 陽性
細胞における、共
培養前後の CD45RA
と CD62L 陽性細胞
の割合を比較検討
した。各群におけ
る CD8、CD4 陽性 T
細胞の割合と、
Naïve T 細 胞
(CD45RA+CD62L+)、
Central memory T
細 胞  (CD45RA-
CD62L+)、疲弊した T細胞(CD45RA+CD62L-)の割合を図内に示した (B)。(Commun Biol 2021;4:273
より引用)  
また、2つの CAR-T 細胞を用いて in vivo 抗腫瘍効果の検討も行った。まず、CD19 陽性腫瘍細
胞株を NOG マウスに経静脈的に移植して、腫瘍が進展した Day 7 の時点で各 CAR-T 細胞を用い
て治療を行った。その結果、従来型である 35-G01L CAR-T 細胞よりも、L17 CAR-T 細胞の方が有
意にマウス全生存率を延長した (図 5A)。さらに、同細胞株を NOG マウス皮下に移植した腫瘤形
成モデルも作製した。同様に Day 7 の時点で各 CAR-T 細胞を用いて治療を行うと、L17 CAR-T 細
胞の方が、高い腫瘍縮小効果を示すことが明らかとなった (図 5B)。 
NOG マウスに 5.0x105個の Raji 細胞株を経静脈的に投与した (Day 0)。Day 7 に L17 CAR-T 細
胞と 35-G01L CAR-T 細胞を経静脈的に投与して、全生存率を比較検討した (A)。1.0x106個の
Raji 細胞株を NOG マウス皮下に移植した (Day 0)。Day 7 に各 CAR-T 細胞を経静脈的に投与し
て、腫瘍径を比較検討した。**p < 0.01. (Commun Biol 2021;4:273 より引用) 
このように本研究では、ヒト免疫グロブリン可変領域ライブラリーを利用して、CAR-T 細胞を
ベースとした新たな scFv 作製技術を開発した。本技術では、scFv スクリーニングの段階で、
CAR-T 細胞の増殖・生存・細胞傷害活性など高い in vivo 抗腫瘍効果に繋がるために重要な複数
の指標をスクリーニング内に組み込んでいる。その結果として、CAR-T 細胞の in vivo 抗腫瘍効
果を全体として高めることができる新規 scFv の同定に繋がると考えられた。 
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