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研究成果の概要（和文）：本研究計画では、CD28由来共刺激シグナルドメイン(CSSD)を有するCAR-T細胞
(CD28-CAR-T細胞)がCAR-T細胞の疲弊化するのに対して、HVEM由来CSSDを有するCAR-T細胞が疲弊抵抗的な性状を
示すことを明らかにした。また、これらのCAR-T細胞の解析から、①CAR-T細胞の早期疲弊状態がCAR-T細胞の増
殖性に影響を与えること、②疲弊型であるCD28-CAR-T細胞では、CAR分子がクラスターを形成および持続的なト
ニックシグナルが発生していることが分かった。さらに、疲弊型を示すCD28-CAR-T細胞をモデル系として、疲弊
回避を達成できる因子を明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that CAR-T cell with a CD28-derived co-stimulatory 
signal domain (CSSD) exhibited exhausted phenotype whereas the one with a herpes virus entry 
mediator-derived CSSD exhibited exhaustion-resistant phenotype. We also found that early exhaustion 
status of the CAR-T cell could affect responsiveness of the CAR-T cells. Phenotypic analysis of the 
CAR-T cells also showed that early CAR-T cell exhaustion is associated with CAR-mediated tonic 
signaling due to CAR clustering. In addition, we explored the factors for avoiding CAR-T cell 
exhaustion using CD28-CAR-T cell as a model system of exhausted CAR-T cell.

研究分野： 免疫療法

キーワード： CAR-T細胞　疲弊　免疫チェックポイント　共刺激シグナル
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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、固形腫瘍に応用するための基
盤となる成果である。疲弊CAR-T細胞の性状解析と疲弊CAR-T細胞を用いたスクリーニングから、CAR-T細胞の疲
弊回避の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を改善に役立て
られると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
がんや慢性感染症では、抗原の排除に重要な細胞傷害性 T細胞(CTL)が持続的な抗原刺激

により疲弊(機能異常)することが知られている。減弱した CTL 応答を補う免疫療法として、
CAR-T 細胞療法が開発されてきた。CAR は一本鎖抗体(scFv)などに由来する抗原認識ドメイ
ンと共刺激シグナルドメイン(CSSD)および CD3鎖由来の細胞内シグナル伝達ドメインから
なるキメラ分子である。CAR-T 細胞は特異的で強力な細胞傷害活性を発揮し、B細胞悪性腫
瘍に対する臨床試験で高い奏効率を示している(引用文献①)。一方、固形腫瘍に対しては十
分な抗腫瘍活性を発揮できていない(引用文献②、③)。腫瘍細胞における PD-L1 などの抑制
性分子の発現や制御性 T細胞(Treg)の浸潤、CAR-T 細胞への疲弊誘導といったことが原因と
して考えられる。CAR-T 細胞療法を固形腫瘍や慢性感染症など幅広い疾患に有効な治療法に
発展させるためには、いかに CAR-T 細胞を疲弊から回避させるかが重要な課題の 1 つであ
る。しかし、疲弊 CAR-T 細胞の性状や CAR-T 細胞の疲弊回避方策は明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまで多くの CAR-T 細胞が創出され、そのエフェクター機能はよく解析されてきたが、

その性状はほとんど解析されていない。特に、疲弊 CAR-T 細胞の性状は明らかになっていな
い。 
本研究では、(1)疲弊型 CAR-T 細胞の創出系を構築し、(2)創出した疲弊型 CAR-T 細胞の性

状および機能解析から、その関係性を明らかにする。また、(3)構築した疲弊型 CAR-T 細胞
の創出系を用いて、疲弊回避型 CAR-T 細胞の創出を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) CAR-T 細胞の作製： 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、異なる CSSD(CD28、4-1BB、HVEM 由来)を有する HIV 特異的 CAR 発現ウ
イルスベクター(図 1)を感染させて遺伝子導入を行った。 

(2) 疲弊状態の解析： 疲弊マーカー(PD-1、LAG-3)の発現を指標として、フローサイトメ
トリーにより CAR-T 細胞の疲弊度を解析した。 
 

(3) 抗原刺激に対する増殖度の解析： マイトマイシン C処理で増殖を停止させた細胞を用
いて作製した CAR-T 細胞を刺激し、増殖度をフローサイトメトリーで解析した。 
 

(4) CAR 分子局在の解析： CAR-T 細胞における早期疲弊の誘導機序を明らかにするため、
作製した CAR-T 細胞を蛍光顕微鏡で観察し、CAR の局在を解析した。 
 

(5) CAR 分子リン酸化の解析： CAR-T 細胞の早期疲弊誘導に関与すると報告されている CAR
依存的トニックシグナルの強度を調べるため、リン酸化 CD3に特異的な抗体を用いた
フローサイトメトリーにより CAR 分子のリン酸化を解析した。 
 

(6) CAR-T細胞の早期疲弊誘導に対するサイトカイン添加や転写因子X共発現の影響： (1)
と同様の方法を用いて、サイトカイン添加や転写因子 Xを共発現させた条件で、疲弊型
を示す CD28-CAR-T 細胞を作製した。作製した CAR-T 細胞の疲弊度を解析するために、
疲弊マーカー(PD-1、LAG-3、Tim-3)の発現パターンを指標として比較解析を行った。 

 
 

 

図 1. CAR 発現レンチウイルスベクターの構造 



４．研究成果 
 
(1) CD28-CAR-T 細胞は疲弊細胞を高頻度に含むが、HVEM-CAR-T 細胞では低頻度である。 

 疲弊マーカー(PD-1、LAG-3)の発現を指標として、フローサイトメトリーにより CAR-
T 細胞の疲弊度を解析したところ、CD28-CAR-T 細胞は疲弊細胞を高頻度に認めたのに
対し、HVEM-CAR-T 細胞では有意に低頻度であった(図 2)。 

 
(2) CAR-T 細胞の早期疲弊状態は、CAR-T 細胞の増殖性に影響を与える。 

 Env gp120 発現細胞を用いた抗原刺激を行った際の CAR-T 細胞の増殖度は HVEM＞4-
1BB＞CD28 の順であった(図 3、●) 。さらに、Env gp120 と PD-L1 とを共発現する細胞
を用いて刺激した場合、CD28-CAR-T 細胞では強い増殖抑制がかかったのに対し、HVEM-
CAR-T 細胞では増殖抑制が有意に弱かった(図 3、●) 。これらにより、CD28-CAR-T 細
胞は HVEM-CAR-T 細胞に比べて早期疲弊状態になりやすいことが示唆された。 

 
(3) 疲弊型である CD28-CAR-T 細胞は、CAR 分子がクラスターを形成している。 

 CAR-T 細胞における早期疲弊の誘導機序を明らかにするため、作製した CAR-T 細胞を
蛍光顕微鏡で観察し、CAR の局在を解析した。CD28-CAR-T 細胞ではクラスターを形成し
ていたのに対し、HVEM-CAR-T 細胞では一様に分布していた(図 4)。 

 
(4) 疲弊型である CD28-CAR-T 細胞では、持続的なトニックシグナルが発生している。 

 CAR-T 細胞の早期疲弊誘導に関与すると報告されている CAR 依存的トニックシグナ
ルの強度を調べるため、リン酸化 CD3に特異的な抗体を用いたフローサイトメトリー

 

図 2. CD28-CAR-T 細胞は疲弊細胞を高頻度に含むが、HVEM-CAR-T 細胞では低頻度である 

 
図 3. CAR-T 細胞の早期疲弊状態は、CAR-T 細胞の増殖性に影響を与える。 
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図 4. 疲弊型である CD28-CAR-T 細胞は、CAR 分子がクラスターを形成している 



により CAR 分子のリン酸化を解析した。CD28-CAR-T 細胞では疲弊を誘導するトニック
シグナルが CAR 依存的に強く持続していたのに対し、HVEM-CAR-T 細胞では有意に弱く
(図 5)、クラスター形成の有無と合致していた。 

 
以上の結果から、HVEM-CAR-T 細胞は疲弊抵抗的な性状を示すことが明らかとなった。ま

た、CD28-CAR-T 細胞が CAR-T 細胞の疲弊モデルに利用できることが示唆された。 
 
(5) サイトカイン添加および転写因子 X共発現による疲弊回避 

 サイトカインとして IL-2、IL-7 および IL-15 の添加、転写因子 X(論文公表前のため
因子名は X とした)の共発現が、CD28-CAR-T 細胞の早期疲弊を回避できるかを検討し
た。PD-1+LAG-3+Tim-3+の疲弊細胞集団の割合は、転写因子 Xの共発現により約 50%減少
した。また、サイトカイン IL-7 および IL-15 の添加条件でも IL-2 添加条件に比べ、疲
弊細胞集団の割合は約 50%減少した。さらに、IL-7 および IL-15 添加条件において転写
因子 X を共発現させると、疲弊細胞集団の割合は IL-2 添加条件に比べ約 80%減少した 
(図 6A)。しかし、IL-7 および IL-15 添加条件では細胞の増殖が非常に悪く、十分な細
胞数を得ることが難しかった。また、これらの細胞について、CD45RO および CCR7 の発
現パターンを指標としてメモリー表現型の解析を行ったところ、IL-2 添加条件で転写
因子 X を共発現させると、ナイーブ様(CD45RO-CCR7+)やセントラルメモリー型
(CD45RO+CCR7+)の細胞集団が優位に増加していた(図 6B)。 

 
以上の結果から、IL-2 添加条件で転写因子 X を共発現させることで、疲弊細胞集団の割

合が少なく、メモリー型優位な CAR-T 細胞を作製できると考えられた。今後、さらに詳細な
機能および性状の解析を行い、その特性を明らかにしていくことで、「CAR-T 細胞疲弊化の
回避方策」を確立していきたい。 
 
 
 

 
図 5. 疲弊型である CD28-CAR-T 細胞では、持続的なトニックシグナルが発生している 

 

図 6. サイトカイン添加および転写因子 X 共発現による疲弊回避 

(A) 疲弊状態(LAG-3, PD-1)、(B)メモリー表現型(CCR7, CD45RO) 
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