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研究成果の概要（和文）：本研究では、固形がんを治療するための免疫細胞機能向上を目的に（１）標的のがん
細胞に対して向かっていく能力[遊走性/浸潤性]、（２）がん細胞を攻撃する能力[傷害性]
、（３）自分の分身を増やす能力ー[増殖性] の３つの能力を向上させる重要な遺伝子を探すために、これらの
３つの能力に差のある細胞を選り分ける事のできるこれまでにないデバイスの開発を行った。
また、その技術が本当に能力に差のある免疫細胞を選り分けることができるのかを、実際のがん細胞を使って確
かめることに成功した。

研究成果の概要（英文）：This investigation sought to identify crucial genes that enhance three 
fundamental capabilities associated with immune cells, namely (1) migration/invasion, which refers 
to the ability to move toward target cancer cells, (2) injury, which denotes the capacity to attack 
cancer cells, and (3) proliferation, which pertains to the ability of cells to multiply themselves.
This project aims to enhance immune cell function to treat solid tumors. To achieve this aim, I have
 developed a groundbreaking device capable of isolating cells that exhibit variations in these three
 capacities. Moreover, I have successfully validated the efficacy of the technology in isolating 
immune cells with diverse abilities by utilizing actual cancer cells.

研究分野：腫瘍免疫学、幹細胞学

キーワード： がん免疫治療　IPS細胞　CAT-T細胞治療　マイクロ流体デバイス　免疫細胞分化　AI画像解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では独自に研究代表者らが開発した３つの新規技術「マイクロ流体デバイスを用いた運動機能による細胞
選別方法」、T細胞と腫瘍組織との相互作用がin vitroでイメージング可能な「Tumor-on-a-chip」、「iPS細胞
由来CAR-T細胞（CAR-iPS-T細胞）作製技術」をツールとして用いることにより、固形がんにおけるT細胞の遊走
能力や浸潤能力の制御メカニズムの解明に取り組む。今回、免疫細胞を標的細胞への遊走性で選り分けることの
できるこれまでにないデバイスの開発に成功した。これにより選別された免疫細胞を用いて、抗腫瘍効果に影響
を及ぼす因子のスクリーニングができる可能性を拓いた。

※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、がん免疫療法の分野において、抗原を特異的に認識するキメラ抗原受容体（chimeric 
antigen receptor：CAR）を導入した T細胞によるがん免疫細胞療法（CAR-T細胞療法）が、
これまで難治であった症例に対しても有効性が示されており（N Engl J Med 377:2531, 2017）、 
血液がんにおいては完全寛解を含む劇的な効果が報告されている（Science 359:1361, 2018）。 
CAR-T 細胞に関連した臨床試験の NIH データベース登録数は 430 を超えており、世界的にも 
多くの製薬企業、バイオテクノロジー企業が参入する領域となっている。本邦においては 2019
年に血液がんを対象にした CAR-T細胞療法が初の保険適用となった。しかしながら一方で、固
形がんに対する CAR-T細胞療法における効果は未だに限定的であり、血液がん以外のがんを標
的とした治療法に関しては克服するべき課題が多い（Cell Death Dis 9:282, 2018）。 
 
２．研究の目的 
 一つ一つの細胞として体内を循環している血液がんに対し、固形がんは特定の箇所に局在し、
特殊な細胞集団を形成して塊として存在している。がん微小環境と呼ばれるこの環境が免疫細
胞抑制的に働き、免疫細胞療法の抗腫瘍効果を減弱させていると考えられている （Science 
348:74, 2015）。そのため、免疫細胞が固形がんにおいて抗腫瘍効果を示すためには、腫瘍組織
近傍まで血管内を遊走し、がん組織内に浸潤、抗原を正しく認識し、抗原感作刺激により増殖し
た後、がん細胞に対して傷害作用を発揮する必要がある。キメラ抗原受容体の発明と応用は、抗
原を正しく認識し、傷害作用を強力、かつ特異的に発揮させるために画期的なものであったが、
CAR-T 細胞療法の効果が血液がん領域にほぼ限定的であることからも、固形がんに関して効果
を発揮するためには 遊走、浸潤能力に関する能力の向上が必要と考えられる。そこで本研究で
は、研究代表者らがこれまでに開発した新規技術を用いて、固形がんにおける免疫 T 細胞の腫
瘍への遊走能力や浸潤能力がいかにして制御されているか、そのメカニズムと細胞傷害性効果
との関係をより詳細に明らかにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 本研究では独自に研究代表者らが開発した３つの新規技術  
(1) マイクロ流体デバイスを用いた運動機能による細胞選別方法 
(2) T 細胞と腫瘍組織との相互作用が in vitro でイメージング可能な 「Tumor-on-a-chip」 
(3) iPS 細胞由来 CAR-T 細胞（CAR-iPS-T 細胞）作製技術 
をツールとして用いること により、 固形がんにおける T 細胞の遊走能力や浸潤能力の制御メ
カニズムの解明に取り組む。また、それらの運動機能を制御し、抗腫瘍効果に影響を及ぼす因子
をスクリーニングにより同定する。得られた候補因子を用いて実際に T 細胞の固形がんにおけ
る抗腫瘍効果を向上させることが可能か in vitro において検討に取り組む。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロ流体デバイスを用いた T 細胞の標的に
対する遊走能力の違いによる機能スクリーニングを
確立した。また、遊走能力の高い細胞集団と低い集団
から RNA を抽出し、遺伝子発現の違いを解析し、集団
間で発現量に差のある遺伝子群のリストを明らかに
した。 
具体的には、等しく抗原刺激を受けた活性化 T細胞集
団において、運動性の高い T細胞と低い T細胞が確認
されるが、その集団を選別する系を構築した。（図１） 
運動性が高く障害能力が高い T 細胞に優位に発現し
ている遺伝子群から、実際に遊走能力や浸潤能力に影
響を与え、固形がんにおける、免疫細胞療法の抗腫瘍
効果を向上させることができる可能性の高い遺伝子
をスクリーニングした。（細胞群間の遺伝子発現プロ
ファイルを取得し、そこから差のある遺伝子群の抽出
を行い、発現変動解析 (Differential Expressed 
Genes: DEG) を行うことにより細胞傷害性、または遊
走性の能力を増強させる可能性のある遺伝子群を特
定した。） 
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(2) (1)で構築したマイクロデバイスによって選別された T細胞群、すなわち運動性の高い T細
胞と低い T 細胞では、標的細胞に対する実際の傷害能力に差があることを独自の評価系を構築
して確認することができた。（図２） 
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(3) (2)で選別した T細胞の細胞傷害時における動態をマイクロデバイス上で詳細に長時間解析
するための光学的なシステムの検討が進捗した。本プロジェクトで目指す解像度で T 細胞の動
きを高精細に捉えるためには、蛍光を使った共焦点顕微鏡によるタイムラプス撮影が必要であ
った。しかしながら、活性化された T細胞ほど活発に動き回るため、高倍率、高感度を維持しつ
つ広範囲にタイムラプス撮影するためには、できる限り高速の撮影が必要であり、同時に低侵襲
性の光源と最低限の曝露時間を最適化させる必要があった。そのため、その最適条件を検討すべ
く、スピニングディスクタイプの共焦点顕微鏡を選定し、AO/PI 溶液中で細胞の動きと生死判定
を同時に行うことで、T細胞の動きを長期間タイムラプスで補足するための条件の最適化をおこ
なえるシステム構築に取り組んだ。現在、時間あたりのフレーム数や露光時間やレーザー強度の
違いにより、撮影により生じる毒性を AO/PI 色素の蛍光強度により検出できる系の構築に成功
した。今後、T細胞をもっとも低毒生活長時間（24hr 以上）撮像し続けるための条件の探索をす
すめる予定である。 
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