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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞抗原DNAJB8由来ペプチドとHLA-A24の複合体を特異的に認識するscFvクロ
ーンB10を用いてCAR(B10-CAR)を作成した．B10 CAR-T細胞はHLA-A24陽性DNAJB8陽性の骨肉腫細胞株に対してin 
vitroおよびin vivoで抗腫瘍効果を示した．また骨肉腫抗原PBF由来ペプチド特異的CTLクローンより獲得した
TCRを用いて，PBF TCR-T細胞を作成した．PBF TCR-T細胞はHLA-A24陽性PBF陽性の肉腫細胞株に対してin vitro
およびin vivoで抗腫瘍効果を示した．

研究成果の概要（英文）：We developed a new CAR using B10 scFv clone directed to HLA-A24/cancer stem 
cell antigen DNAJB8-derived peptide complex (B10 CAR). B10 CAR-T cells showed anti-tumor effects 
against HLA-A24+/DNAJB8+ cancer and sarcoma cell lines in vitro and in vivo. Moreover, we developed 
a new TCR using TCR of CTL clone directed to osteosarcoma antigen PBF-derived peptide (PBF TCR). PBF
 TCR-T cells showed anti-tumor effects against HLA-A24+/PBF+ sarcoma cell lines in vitro and in 
vivo.

研究分野：がん免疫，骨軟部腫瘍

キーワード： CAR-T　TCR-T　HLA/ペプチド複合体　がん抗原

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨肉腫をはじめとする高い悪性形質を示す肉腫は時に若年者に発症し，肺転移例や化学療法不応例の予後は不良
である．本研究成果は，末期肉腫患者に対する遺伝子改変T細胞療法の開発に有用な可能性がある．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨肉腫を代表とする骨軟部肉腫（以下，肉腫）はまれな悪性腫瘍だが若年者に発症すること

が多く，特に肺転移例や化学療法不応例の予後は不良である．申請者はヒト肉腫の免疫療法開
発を目指した基礎研究を 23 年にわたり行ってきた．申請者は世界で初めて自家 CTL(細胞傷害
性 T リンパ球）に認識されるヒト骨肉腫抗原 PBF を同定し，PBF を標的としたがんワクチン療
法の第 1相臨床試験を行った．免疫応答は多くの症例で弱いながらみられた．臨床効果を示す
症例は少なかったが，免疫応答の高い例，腫瘍径が小さい例や化学療法未施行例で臨床効果が
みられた．また，化学療法未施行例で免疫チェックポイント阻害剤（坑 PD1 抗体ニボルマブ）
の併用によりワクチンに対する強い免疫応答が観察された．しかし末期肉腫患者において，が
んワクチン単剤で肉腫塊の全てを拒絶できるだけの CTL を増幅することは困難である．本研究
では末期肉腫患者に対する疲弊の少ない新しい遺伝子改変 T細胞の開発を目指した． 
 
２．研究の目的 
末期肉腫患者に対する長期生存が可能な新しい CAR-T 細胞および TCR-T 細胞の開発． 
 
３．研究の方法 
(1) がん幹細胞抗原 DNAJB8 を標的とした CAR-T 細胞の開発 
がん幹細胞抗原 DNAJB8 由来ペプチドを認識する scFv を用いて CAR-T 細胞を作成して in vitro
および in vivo での抗腫瘍能を評価する． 
(2) 骨肉腫抗原 PBF を標的とした TCT-T 細胞の開発 
骨肉腫抗原 PBF 由来ペプチドを認識する TCR を用いて TCR-T 細胞を作成して in vitro および
in vivo での抗腫瘍能を評価する． 
 
４．研究成果 
(1) がん幹細胞抗原 DNAJB8 を標的とした CAR-T 細胞の開発 
HLA-A24/がん幹細胞抗原 DNAJB8 由来ペプチド(DNAJB8-143)複合体を特異的に認識する scFv 
clone B10を獲得した(Tadano et al. Br J Cancer 2020)．B10 scFv に共刺激分子 CD28 の膜貫
通および細胞内領域と活性化分子 CD3z の細胞内領域を直列につないだ CAR(B10 CAR)遺伝子を
作成した．B10 CAR をレトロウイルスベクターに組み込み，PLAT-A および PG13 細胞に遺伝子導
入して B10 CARウイルス粒子を得た．B10 CARウイルスを健常者末梢血 T 細胞に感染させ，B10 
CAR-T 細胞を作成した．B10 CAR は T 細胞の 70%程度に発現がみられた（図１）． 

 
図１．B10 CAR-T 細胞の作成．（上段）B10 
CAR の構造．（下段）遺伝子導入後 T細胞
における B10	CARの発現率．B10	CARは
HLA-A24/DNAJB8-143 テトラマーおよ
び発現マーカーdNGFRで検出される．	
 
 
 
 

B10 CAR-T 細胞は DNAJB8-143 をパルスした抗原提示細胞 T2-A24 および HLA-A24陽性 DNAJB8
陽性の腎細胞癌細胞株および骨肉腫細胞株に対して細胞傷害顆粒由来の CD107a 分子の発現お
よび IFNgの産生を示した．また B10 CAR-T 細胞は腎癌細胞株および骨肉腫細胞株に対して経時
的に用量依存的に細胞傷害活性を示した．腎癌細胞株および骨肉腫細胞株を皮下移植した免疫
不全マウスに B10 CAR-T 細胞を移入した．B10 CAR-T 細胞移入群では Mock T 細胞移入群と比較
して抗腫瘍効果を示した．B10 CAR-T 細胞移入群では，残存腫瘍に viableな骨肉腫細胞はみら
れず，類骨基質のみがみられた（図２, Watanabe et al. Br J Cancer 2023）．病理学的には完
全寛解と考えられた． 

図２．B10 CAR-T 細胞を移入し
たマウス皮下移植腫瘍の組織
学 的所見． 骨 肉 腫 細 胞株
KIKU(1x10e6 個 )を免疫不全
NSG マウスの皮下に移植して，
Day 12 に B10 CAR-T 細胞また
は Mock T 細胞(1x10e7 個)を静
脈内移入し，Day 39 で残存腫
瘍を摘出した．  
 

また移入 T 細胞には一様に PD1 と LAG3 の発現がみられ，疲弊状態であった．今後は，さらに
疲弊の少ない Young memory T 細胞形質を示す B10 CAR-T 細胞の開発が望まれる． 

Figure 12. Hematoxylin and eosin (H&E) staining on tumors harvested from mice of KIKU late stage
treatment experiment.
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(2) 骨肉腫抗原 PBF を標的とした TCR-T 細胞の開発 
HLA-A24拘束性の PBF 由来ペプチドをワクチンした粘液線維肉腫症例より PBF ペプチド特異

的 CTL クローンを樹立した(Tsukahara et al. Cancer Immunol Immunother 2020). 続いて PBF
ペプチド特異的CTLクローンよりTCR遺伝子を獲得した(Watanabe et al. Cancer Sci 2019). 本
TCR 遺伝子をレトロウイルスベクターに組み込み，PLAT-A および PG13 細胞に遺伝子導入して
PBF TCRウイルス粒子を得た．PBF TCRウイルスを健常者末梢血 T 細胞に感染させ，PBF TCR-T
細胞を作成した．PBF TCR は T 細胞の 50%程度に発現がみられた（図３）． 
 

 
 
 
図３．PBF TCR-T 細胞の作成．遺伝
子導入後 T細胞における PBF TCR の
発現率．PBF TCR は HLA-A24/PBF ペ
プチドテトラマーで検出される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
PBF TCR-T 細胞は PBF ペプチドをパルスした抗原提示細胞 T2-A24 および HLA-A24 および PBF

を遺伝子導入した 293T 細胞および骨 MFH 細胞株(MFH03-PBF)および HLA-A24陽性 PBF陽性の骨
肉腫細胞株に対して細胞傷害顆粒由来の CD107a 分子の発現および IFNg の産生を示した．B10 
CAR-T細胞はPBFを導入した MFH03細胞に対して経時的に用量依存的に細胞傷害活性を示した．
MFH03-PBF を皮下移植した免疫不全マウスに PBF TCR-T 細胞を移入した．PBF TCR-T 細胞移入群
では Mock T 細胞移入群と比較して抗腫瘍効果を示した．PBF TCR-T 細胞移入群では移植腫瘍に
Ki67+を示す活性化したCD8+PBF TCR-T細胞の有意な浸潤がみられた（図４, Hamada et al. Under 
submission 2023）．一方，CD4+PBF TCR-T 細胞の腫瘍浸潤はみられなかった． 

図４．PBF TCR-T 細胞を移入したマウス皮下移植腫瘍の組織学的所見．PBF 過剰発現細胞株
MFH03-PBF(5x10e6 個)を免疫不全 NSGマウスの皮下に移植して，Day 14 に PBF TCR-T 細胞を静
脈内移入し，Day 39で残存腫瘍を摘出した．二重免疫染色にて CD8陽性（赤色）を示す T細胞
の多くに活性化を示す Ki67 陽性像(褐色)が見られた（矢印）. 
 
また移入 T 細胞には一様に PD1 と LAG3 の発現がみられ，B10 CAR-T 細胞と同様に疲弊状態で

あった．今後は，PBF TCR の特に CD8 細胞に対する遺伝子導入効率の増大と，疲弊の少ない長
期生存可能な Young memory T 細胞形質を示す PBF TCR-T 細胞の開発が望まれる． 
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