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研究成果の概要（和文）：癌細胞株および前立腺癌患者検体を用いて、PSMAの発現を評価するとともに、抗腫瘍
効果検証に向けたin vivoモデルを樹立した。他家移植用のHLAホモ型iPS細胞を用いてPSMA-CAR-iPS細胞を作製
し、PSMA-CAR-iPS細胞から再生T細胞への分化誘導のための条件検討を行った。T cell receptor (TCR)遺伝子を
iPS細胞に遺伝子導入することで作製したTCR-iPS細胞に対してCAR遺伝子を導入することで、TCRへの刺激を用い
て効率よくCAR-再生T細胞へ分化誘導させることができた。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the expression of PSMA in cancer cell lines and patient 
specimens of prostate cancer. We established an in vivo model to evaluate antitumor effect. We 
established PSMA-CAR-iPS cells with HLA homozygote. We examined the conditions for T-cell 
differentiation from PSMA-CAR-iPS cells. By introducing the CAR gene into TCR-iPS cells, T-call 
differentiation became efficient by stimulating TCR.

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： iPS細胞　CAR-T　固形がん　HLA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のCAR-T細胞療法は自家移植の系で用いられているため、患者ごとに個別に細胞を作製する必要があり、製
品化する上で均質性が保ちづらいという問題点がある。均質なCAR-T細胞を大量に作製して製剤化するために
は、他家移植の系が必要である。我々はこれらの問題点の克服に向けて、iPS細胞研究所が作製したHLA最頻ハプ
ロタイプホモ型iPS細胞を用いてCAR-T細胞を作製することで、他家移植可能な”off-the shelf”のCAR-T細胞製
剤の開発に取り組み、一定の成果を得た。固形がんに対する他家移植可能なCAR-T細胞療法の開発は他に類がな
く、本研究の学術的意義は大きいと考えられる。

※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、免疫療法ががんに対して有効であることが知られ、大いに期待されている。特に、CD19

を標的とする chimeric antigen receptor（CAR）を患者末梢血 T細胞に導入した CAR-T細胞療

法が米国の認証を取得し、良好な治療成績をあげている。しかし、現行の CAR-T細胞療法は自

家移植の系で用いられているため、患者の免疫細胞が既に疲弊しており十分な機能を発揮しな

い場合があることや、CAR 遺伝子導入効率・発現効率の担保が難しいという問題点があり、細

胞の均質性、安全性、治療効果が保ちづらいことが課題である。また、現在のところ CAR-T細

胞療法は血液がんに対して非常に有効である一方、固形がんに対しては良い標的抗原が定まっ

ておらず、未だ実現に至っていない。海外で既に血液がんに対する CAR-T細胞療法が劇的な効

果を上げていることを考えると、今後我が国でも CAR-T細胞療法が普及すると予想され、将来

的には固形がんにも対象が拡大していくと考えられる。以上より、本格的な CAR-T細胞療法の

普及に備えて、免疫細胞の均一性を確保する技術の確立が必要である。また、現在の CAR-T細

胞療法法の適応は血液がんに限定されているが、難治性固形がんに対しても新規 CAR-T細胞療

法の開発が期待される。 

 

２．研究の目的 

申請者の所属する研究室では、これまでに、がん抗原特異的 T細胞を起源に樹立した T-iPS細

胞から同じ TCRを発現する T細胞を大量に誘導することに成功し（Vizcardo R et al., Cell Stem 

Cell, 2013）、更にその後の研究で、より高品質である CD8αβ型のキラーT細胞を作製すること

に成功した（Maeda et al., Cancer Res, 2016）。申請者はこの技術を用いて、均質な抗原特異的

キラーT細胞を大量に再生し、患者由来の腎細胞癌ゼノグラフトモデルに対する抗腫瘍効果を示

した（Kashima et al., iScience, 2020）。本研究ではこの技術を応用して、固形がんに対する CAR

遺伝子を HLAホモ型 iPS細胞に導入した CAR-iPS細胞を作製し、CAR-iPS細胞から他家移植

用 CAR-再生 T細胞を作製することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

① 固形がんに対して有望と思われる細胞表面がん抗原を検討し、これを標的とする CAR遺伝

子とレポーター遺伝子を組み込んだレンチウイルスを HLAホモ型 iPS細胞に感染させ、遺

伝子導入細胞をクローニングすることで PSMA-CAR-iPS細胞を樹立する。 

 

② 再構成された TCR 遺伝子を持つ T-iPS 細胞から未熟 T 細胞を誘導し、TCR 刺激により成

熟 T細胞へと分化誘導する技術は既に確立済みである。また、非 T細胞由来の iPS細胞に

TCR遺伝子を外来的に導入した、TCR-iPS細胞による T細胞への分化技術も既に確立済み

である。これらの技術を応用し、CARへの刺激で成熟 T細胞への分化誘導を試みる。即ち、

T細胞成熟に適した刺激を加えられる条件を検討する。 

 

４．研究成果 

泌尿器がんにおいてこれまでの臨床実績からも特異性が高く副作用の可能性が低い抗原とし

て、前立腺癌に高発現する Prostate specific membrane antigen （PSMA）に着目した。ヒト前

立腺癌細胞株 5 種類について、flow cytometryにより PSMA 陽性株および陰性株を確認した。



これらの細胞株に対し、in vitro killing assay（luciferase assay）のためにレンチウイルスベクタ

ーを用いて luciferase遺伝子を導入し、遺伝子発現細胞株を得た。また、5例の前立腺癌手術検

体から、患者由来前立腺癌ゼノグラフトモデルを 5 系統作製し、安定的に継代可能な株を樹立

した。免疫染色により、手術時の患者病理検体と樹立したゼノグラフト腫瘍との PSMA タンパ

ク発現を比較し、元の腫瘍の発現状態がゼノグラフト腫瘍で保たれていることを確認した。これ

らの患者由来前立腺癌ゼノグラフト腫瘍について、今後 in vivoにおける PSMA-CAR-再生 T細

胞の抗腫瘍効果検証を行うため、腫瘍増殖を観察した上で凍結保存を行った。 

iPS細胞に遺伝子導入するための PSMA-CAR 遺伝子については、Creative Biolabs 社からレ

ンチウイルスベクターとして購入した。用いる iPS 細胞としては、京都大学 iPS 細胞研究所が

作製した、日本人の HLA最頻ハプロタイプホモ型 iPS細胞を用いた。HLA最頻ハプロタイプホ

モ型のドナーから作製された iPS 細胞を用いれば、日本人の 17％に対して移植可能であり、1

種類の元株を作るだけで多数の患者に投与できる。PSMA-CAR 遺伝子を HLA ホモ型 iPS 細胞

に遺伝子導入し、レポーター遺伝子発現細胞を flow cytometryで single cell sortingした。レポ

ーター遺伝子を発現する iPS細胞のサブクローンを複数株選別し、PSMA-CAR-iPS細胞を樹立

した。また、また、コントロールとして CD19-CAR-iPS細胞についても同様に作製した。CAR-

iPS細胞から再生 T 細胞への分化誘導のための条件検討を行った結果、CAR への刺激によって

未熟 T 細胞から成熟 T 細胞への分化誘導を行うことは誘導効率が非常に悪かったため、予定を

変更して HLAホモ型 iPS細胞に TCR遺伝子を導入した TCR-iPS細胞に対して CAR遺伝子を

導入することで、TCRへの刺激を用いて成熟 T細胞へ分化誘導させることとした。結果として、

未熟 T 細胞から効率よく成熟 T 細胞へ分化誘導させることが出来た。以上より、当初予定して

いた研究内容は概ね実施され、順調に成果が得られたと考えている。今後、細胞株および患者由

来前立腺ゼノグラフトに対する PSMA-CAR-再生 T細胞による抗腫瘍効果を検証する。 
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