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研究成果の概要（和文）：キメラ抗原受容体（CAR）-T細胞療法の疲弊状態解除を目的として、免疫チェックポ
イント阻害（ICB）抗体療法に依存しない、根本的疲弊回避を可能とした新規CARを、分子イメージングの技術基
盤から考察した。リガンド結合依存的にCARマイクロクラスターができ、活性化の単位として機能した。CARを高
くすることにより免疫チェックポイント分子PD-1マイクロクラウスターから解離できるCARの創造を試みたが十
分な結果が得られなかった。一方、活性型副刺激受容体2B4をCARに導入することにより、細胞傷害機能を維持し
たまま、サイトカイリリースを抑えることのできる、新たな疲弊解除型CARの創出に成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to relieve the exhaustion state of chimeric antigen receptor (CAR)
-T cell therapy, we tried to create a novel CAR that enables to fundamentally recover from T cell 
exhaustion without using immune checkpoint blockage (ICB) antibodies on the technological basis of 
molecular imaging. CAR microclusters were formed clusters in a ligand-binding dependent manner and 
functioned as a unit of T cell activation. We tried to create a CAR that can dissociate from the 
immune checkpoint molecule PD-1 microclusters by increasing the height of a CAR, but did not obtain 
sufficient results. On the other hand, by introducing active costimulatory receptor, 2B4, into a 
CAR, we succeeded in creating a new exhaustion-relieving CAR that can suppress cytokine storms while
 maintaining cytotoxicity.

研究分野： 免疫学

キーワード： キメラ抗原受容体　CAR-T細胞　シグナル伝達分子　分子イメージング　マイクロクラスター　免疫シナ
プス　免疫チェックポイント　T細胞疲弊

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CAR-T細胞療法は多発性骨髄腫において大きな治療効果を得ているが、その作用機序や完璧なデザインを裏付け
する理論的説明を欠く。CAR-T細胞のレシピエント細胞であるT細胞も、CARおいｂTCRと免疫チェックポイント分
子がどのようにCAR-T細胞の疲弊やメモリー化を制御しているのか明確ではない。マイクロクラスターの解析に
より見つかった新たなCARのシグナロソームの見地から、受容体の高さや、または失敗に終わったと考えれてい
る副刺激受容体シグナルドメインを用いたCARのデサインの検討は、CAR研究にも時間と空間の因子が不可欠であ
るという新たな概念を示し、治療的応用への側面からも社会的貢献度は高い。

※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 

キメラ抗原受容体（CAR）は、抗腫瘍抗原抗体（抗ヒト（h）CD19 抗体）等の Fab 部位に活
性型副刺激受容体と CD3鎖の細胞内領域をタンデムに連結したキメラタンパク質である。世代
を重ね改善・進化を遂げた一方、デザインの試行錯誤の歴史でありアイデアの根拠に乏しい。一
方、レシピエント細胞も活性化 T 細胞であるが故に、がん微小環境下では PD-1 抑制による T

細胞疲弊となる。他の併用療法と同様、免疫チェックポイント阻害（ICB）療法との併用が求め
られる。しかし、自己免疫性腸炎や同肺炎など ICBの持つ免疫学関連有害事象（irAE）とサイ
トカインストームや脳炎を始め CAR-T 細胞の持つ重篤な副作用、さらには双方の高額な医療費
を考慮すると、in vivoでの維持やメモリー化、がん微小環境での疲弊など CAR-T 細胞療法が直
面する問題を直接回避することが可能な CARの創出が期待される。 

 

２．研究の目的 

(1) 分子イメージングの視点から CAR-T 細胞を研究することによって、CAR のがん抗原の認
識と細胞傷害機能、CAR-T 細胞疲弊が誘導される分子メカニズムを解明し、免疫チェックポイ
ント受容体による抑制を自発的に解除する機能を持った CARをリ・デザインすることで、より
効果的かつ経済的な CAR-T 細胞療法の創出を目的とする。 

(2) 細胞表面受容体がシグナロソームとして機能するためには、マイクロクラスターとして凝
集する必要がある。先行研究からマイクロクラスターを形成するための要素として、①受容体と
リガンドが膜分子であること、②分子密度が保たれていること、③親和性が一定以上あること、
④高さが 150nm 以内に収まっていることが挙げられる。④を応用した PD-1マイクロクラスタ
ーから解離した CARをデザインすることを目的とする。 

(3) 活性型 T 細胞副刺激は慣習的に CD28 と 4-1BB が採用されいているが、CD3鎖単独使用
よりも抗腫瘍効果が得られたという経験論に過ぎない。細胞内ドメインを他の副刺激受容体
ICOSと 2B4を導入し、抗腫瘍効果を維持しながら CAR-T 細胞の疲弊を回避できるデザインを
探索することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

CAR-T 細胞のシグナルソームの可視化には、既存の生化学的および生理学的手法を併用しなが
ら、主に超解像顕微鏡と hCD19を発現させた人工平面脂質二重膜（SLB）との融合実験システ
ムを用いた。デバイスの顕微鏡として、HyDを搭載した共焦点レーザー顕微鏡 Leica SP8と超
解像ユニット N-SIM を搭載した全反射蛍光顕微鏡 Nikon TIRFM を用いた。SLB 上には、
hCD19 以外にマウス（m）PD-L1 および mPD-L2 の GPI アンカーモチーフを付加しタンパク
質精製したリガンドを載せ、ICAM-1 と共に用いて解析に使用した。hCD19 CAR の伸長は
hCD22、抗体の Ig ドメイン、CD31、hCD4 を用いたベクターを作成した。活性型副刺激受容
体は ICOS と 2B4 の全長を CD3の N-terminal に付加した。可視化のツールとして EGFP 等
の蛍光タンパク質および HaloTag や SNAP Tag を用い、
随時 1 分子イメージングに適応させた。得られたイメー
ジングデータは生化学生理学解析の結果と照合し、生物
学的意味づけを検討し、ICI 療法の実臨床の現象を説明
するメカニズムを考察した。 

 

４．研究成果 

(1) SLB上に細胞膜貫通（TM）領域より C末端側を GPI

アンカーに置換した hCD19分子を、接着分子 ICAM1と
共に載せ、上方より hCD19 CAR-EGFP を遺伝子導入し
た CAR-T 細胞を落とし、接着面を観察すると（図 1）、
接着直後より CAR 分子数十個があつまり 1 つのクラス
ターを形成（hCD19マイクロクラスター）し、1分以内
にそれが数百個観察された（図 1 右）。それぞ
れの hCD19マイクロクラスターは抗リン酸化
CD3抗体により染色が可能で、TCR/CD3 下
流のシグナル伝達分子が 1 分程度リクルート
することから、シグナロソームとして機能ドメ
インであることが分かった。 

(2) hCD19 の細胞外ドメインの高さを hCD22

の Ig ドメインを用いてデザインした（図 2）。
抗 hCD19 抗体の Fab 部位にホモダイマー形
成に寄与する Ig ドメインを繋ぎ hCD22 の Ig

ドメインをそれぞれの長さで挿入した。TM領
域と活性型副刺激受容体はCD28を用いCD3



全長を繫いだ。細胞表面発現は良好であったが、
hCD19 との結合によるサイトカイン産生を認
めず、構造的矛盾があると判断した。 

(3) ホモダイマーとしての安定性を考慮しヒト
IgG抗体の Igドメインを用いて hCD19CARの
伸長を試みた（図 3）。その他に高さ調節に用い
たドメインは(2)同様 hCD22の Igドメインであ
る。一部 CAR の発現が極端に低下し、IgG の
CH3ドメインを CARのN末端部位に挿入した
場合に限り、ダイマー形成は TM 領域近傍にす
べき要素であると判明した。この結果を反映し、
図 2 の CAR のデザインのうち IgGCH3 ドメイ
ンを TM 領域近傍に移動させた。発現は一様に
確認できたが、hCD19-SLB上で hCD19CAR マ
イクロクラスターの形成を観察できず、また
CD19 発現抗原提示細胞（APC）との混合培養
においてもサイトカイン産生を認めなかった。 

(4) 次に(3)から hCD22を除き IgGの Igドメイ
ンのみにしたところ、イメージングとサイトカ
イン産生で若干の改善を見た。 

(5) (2)の hCD22の代わりに hCD31を用いて同
様の実験を行った（図 4）。(2)-(4)に比較し
て hCD19 刺激によるサイトカイン産生
の改善を認め、計算上 100nm 以上の
hCD19CAR ができた。一方、200nm 以上
のデザインに関しては成功しなかった。
hCD19および PD-L1を発現する APCの
混合培養の結果、PD-L1 発現細胞でも
50%程度の抑制効果は残っており完璧に
PD-1 抑制から回避できる CAR のデザイ
ンではなかった。hCD19CAR と PD-1との局
在をｈCD19+PD-L1 発現 SLB にて可視化し
た結果 CD19 CARマイクロクラスターと PD-

1 マイクロクラスターの両方の形成が確認さ
れ、また高さの違いから双方のクラスターの
解離は完全ではなく、サイトカイン産生の結
果を反映していた。図 7 で示されるような高
さの違いからの PD-1 抑制の解除を期待した
が、CAR 自体の高さを単純に高くするだけで
は構造的 hCD19 との結合による構造変化が細胞内まで伝達で
きる保障得られず、PD-1-PD-L1 との高さの差を機能的に反映
できなかった。一方、PD-1抑制は CAR-T 細胞の強力シグナル
を回避する疲弊回避の機能も持ち、抗腫瘍作用の時期によって
必ずしも ICBの結果とは一致しない。そこで、(6)に続くサイト
カイン産生を操作する hCD19CAR のデザインにシフトした。 

(6) CAR に導入する副刺激受容体として CD28 と 4-1BB はこ
れまでの予備実験にてサイトカイン産生が 10 倍程度上昇し、
サイトカインストームを誘発することでの CAR-T 細胞疲弊が
危惧された。サイトカイン産生への影響が極力するなく同様の
副刺激効果を得るための候補として ICOS と 2B4 の市細胞内
ドメインを導入した hCD19 CAR を作成した。どちらの CAR

も hCD19との結合を機に SLB上で hCD19CAR マイクロスタ
ーを形成した。それぞれ候補となる下流のシグナル伝達分子を中心に、網羅的イメージング解析
を行ったところ、ICOSCAR はフォスファチジルイノシトール系統の活性化分子がリクルート
し、さらに 1 時間以上に渡り遷延化シグナルを伝えていた。一方、2B4CAR は予想に反してサ
イトカイン産生が全くないことが分かった。2B4CAR はクラスタリングに伴いアダプター蛋白
質である SAP を強力にリクルートし、SAP を介在し Src ファミリーキナーゼ Fyn をリクリー
トした。この結果はこれまでの SAP の生化学的解析で解明されていた点であり、1 細胞 1 分子
イメージングでも支持された。一方、SAP を欠損した場合、もしくは 2B4CAR の発現が相対的
に内在性 SAP より量的に多い場合は 2B4による CAR活性化およびサイトカイ産生の増加はな
く、脂質脱リン酸化酵素 SHIP のリクルートが恒常的に認められると考えている。この結果は、
これまで生化学的解析では明らかにされておらず、2B4 シグナルを応用した疲弊解除がた CAR

の創出に繫がる結果として現在研究を遂行している。 
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