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研究成果の概要（和文）：(1) 種々のscFv cloneを用いて構築したCARの中には、T細胞膜上に発現するものの抗
原結合親和性が非常に乏しい構造体や、細胞内での凝集が認められる構造体が存在した。CDR-graftingは難発現
性を示したCARの膜発現効率を著しく改善できた。
(2) ヒンジ領域 (HD) の構造特性はCARの発現効率・シグナル入力閾値を規定し、膜貫通領域の構造特性はCARの
発現安定性や細胞内局在を規定した。
(3) 第二世代CARの細胞内シグナル伝達領域 (STD) 設計時には、STDのシグナル特性のみならず、CAR細胞内構造
変化についても考慮する必要がある。

研究成果の概要（英文）：(1) Among CARs constructed using various scFv clones, there are structures 
that are expressed on the T cell membrane but have very poor antigen-binding affinity, or that 
aggregate in cytosol.
(2) The hinge domain (HD) defines the expression efficiency and signal input threshold of CAR by its
 structure (length and flexibility) or complex formation, and the transmembrane domain (TMD) defines
 CAR expression stability on the cell membrane or subcellular localization of CAR.
(3) When designing the intracellular signal transduction domain (STD) of the second-generation CAR, 
it is necessary to consider not only the signal characteristics of STDs, but also CAR intracellular 
structural changes.

研究分野： 細胞療法学・ワクチン学

キーワード： キメラ抗原受容体　構造活性相関　細胞療法　腫瘍免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 がん免疫療法が標的とする抗原分子の多くは、量の多寡はあるもののがん細胞のみならず正常細胞にも発現し
ている。抗体療法やワクチン療法といった患者体内の免疫細胞にがん細胞の排除を担わせる免疫療法において
は、標的分子のがん細胞/正常細胞発現比の大きいことが主作用と副作用の分離に必須の条件とされてきた。一
方、それ自身ががん細胞を傷害するCAR-T細胞医薬においては、CAR機能のチューニングを行うことによって標的
分子密度をより厳密に見分けた作用発揮のON/OFFが実現できるかもしれない。本研究の成果たるCARの構造活性
相関情報は、有効性増強や副作用低減のための構造情報を導入したCAR設計に貢献する。

※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、キメラ抗原受容体 (CAR) を発現させた T (CAR-T) 細胞療法研究は欧米および中国を

中心に活況を呈しており、多くの臨床試験が計画・実施されている。特に CD19 を標的とした
CAR-T 細胞療法で血液系悪性腫瘍に対する優れた臨床効果が報告されて以降、本療法に対する
期待はなお一層高まりを見せている。しかしながら、CAR-T 細胞療法には副作用である On-
target Off-tumor Toxicity やサイトカイン放出症候群など種々の問題点も明らかとなってきて
おり、CAR の標的分子を適切に選択することはもちろんのこと、CAR の機能を最適化しうるデ
ザインやチューニングに対する方法論の確立こそが重要であるとの議論がなされるようになっ
てきた。本研究はまさに CAR の構造/機能連関の解析から得られる情報に基づいた CAR 機能チ
ューニングテクノロジーの開発を目指しており、これまで手付かずの領域であった CAR 機能の
最適化を志向した構造面からのアプローチを可能とする。 
 
２．研究の目的 

CAR は、モノクローナル抗体由来の一本鎖抗体 (scFv) と T 細胞活性化シグナル伝達ドメイ
ン (STD) をタンデムに結合させた人工受容体であり、細胞外の scFv が標的抗原と結合するこ
とで T 細胞に傷害活性をはじめとする種々の機能を誘発できる。CAR-T 細胞療法の有効性や安
全性に関する報告は増加の一途をたどっているが、これらの報告の多くは個々の研究者が独自
に設計・構築した CAR を用いた場合に限定される情報であるため、CAR-T 細胞療法を最適化
するために必要な科学的・理論的根拠としての価値は乏しい。すなわち現在の CAR-T 細胞療法
研究においては、CAR 機能の最適化を志向した構造面からのアプローチは殆どなされておらず、
CAR 構造活性相関を体系的に解析するシステムの構築は立ち遅れている。CAR の構造は抗原認
識領域 (ARD)、ヒンジ領域 (HD)、膜貫通領域 (TMD)、シグナル伝達領域 (STD) の 4 つに区
分され、各領域の構造改変が CAR の「標的分子への親和性・特異性」、「シグナル伝達効率・強
度」、「シグナルの種類」を規定する要因となることは想像に難くない。これらは CAR-T 細胞療
法研究領域において関心の的でありながら、これまでに体系的な検証・実証実験がなされてこな
かった。本研究はこれまで手付かずの領域であった各種 CAR 構造改変体の機能比較を体系的か
つ円滑に推進することでCAR構造活性相関情報を集積し、CAR-T細胞機能を最適化しうるCAR
構造チューニングテクノロジーの創出を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) ARD 改変を伴った CAR 構造活性相関解析 1) 

CAR-T 細胞の抗原特異性・反応性は ARD である scFv に規定されるものの、scFv の構造最
適化に関する基礎情報は未だ乏しい。そこで、scFv 構造の改変が T 細胞膜上における CAR の
発現強度や抗原親和性、および CAR-T 細胞機能に及ぼす影響について精査した。ハイブリドー
マ法あるいはファージディスプレイ法により単離したアフィニティーの異なる 4 種類の抗ヒト
VEGFR2 scFv を ARD にもつ第二世代 CAR 遺伝子 (ARD-CD28 由来 HD/TMD-CD28 由来
STD-CD3由来 STD) を作製し、これらを導入したマウス T 細胞における CAR 発現様式や細
胞機能 (細胞傷害活性、サイトカイン分泌能、など) を比較解析した。 
 
(2) HD/TMD 改変を伴った CAR 構造活性相関解析 2,3) 

CAR の HD/TMD 構造と CAR 機能および CAR-T 細胞機能との連関を明らかにするべく、各
種 HD 改変 CAR および HD/TMD 改変 CAR を作出し、それらの遺伝子を導入したマウス T 細
胞における CAR 発現レベルおよび抗原特異的な機能強度を体系的に比較解析した。また、膜発
現レベルが同等でありながらシグナル入力効率の異なる 2 種類の CAR (CD28 由来 HD/TMD ま
たは CD8由来 HD/TMD を導入) をモデルとして、その HD 内のシステイン残基 (複合体形成
に関与) や N-結合型・O-結合型糖鎖修飾サイト (発現安定性に寄与) を他のアミノ酸に置換し
た CAR を作出し、翻訳後修飾が CAR 発現様式や CAR-T 細胞機能 (細胞傷害活性、サイトカイ
ン分泌能、など) に与える影響について精査した。 
 
(3) STD 改変を伴った CAR 構造活性相関解析 4) 

CAR-T 細胞療法研究において、CD3由来 STD (1st-STD) のみを有する第一世代 CAR では
機能面や in vivo 生存性において活性が不十分であり、CD28 や 4-1BB などの T 細胞共刺激分
子に由来する STD を 2nd-STD として追加した第二世代 CAR を発現させた T 細胞が優れた機
能を発揮するとして多用されている。しかし、2nd-STD 挿入による構造面からの CAR 機能へ
の効果・影響については詳細に解析されていない。そこで、TMD 直下に 2nd-STD, 1st-STD の
順で連結させた各種第二世代 CAR の解析を行った。さらに安全かつ品質の高い細胞医薬の創出
に向けて、第二世代 CAR シグナルの ON/OFF を明確に制御しうる CAR-STD の構造最適化を
図るため、2nd-STD 挿入位置の調節について検討した。 
 



４．研究成果 
(1) ARD 改変を伴った CAR 構造活性相関解析 1) 
ヒト VEGFR2 を認識する種々の scFv clone を用いて構築した CAR の中には、T 細胞膜上に

発現して抗原特異的結合能を有する構造体を含んだが、T 細胞膜上に発現するものの抗原結合親
和性が非常に乏しい構造体や、膜への発現効率が低く細胞内での凝集が認められる構造体が存
在した。CAR の scFv 構造改変を種々試みたところ、CDR-grafting は難発現性を示した CAR
の膜発現効率を著しく改善させることが可能であり、CAR-T 細胞療法への応用に有望な scFv を
取得したとしても CAR として T 細胞膜上に発現させることができずに開発を断念してきたケ
ースへの打開策になりうると考えられた。 
 
(2) HD/TMD 改変を伴った CAR 構造活性相関解析 2,3) 

HD がその構造 (長さや柔軟性) あるいは HD を介した複合体形成により CAR の発現効率や
シグナル入力閾値 (効率) を規定すること、TMD が細胞膜上の CAR 発現安定性あるいは CAR
の細胞内局在を規定することを明らかにした。CAR-T 細胞の機能強度は HD/TMD に規定され
るCAR発現強度とHDに規定されるCARシグナル入力効率に影響を受けたことから、HD/TMD
の設計は、標的抗原の分布やがん細胞と正常細胞における抗原発現強度の差を考慮して、適切な
CAR の膜発現強度とシグナル入力効率を示す構造 (アミノ酸配列) を選択する必要があると考
えられた。 

HD のシステイン残基を介したジスルフィド結合や糖鎖修飾などの翻訳後修飾が CAR-T 細胞
機能に与える影響の解析を行った。マウス VEGFR2 特異的 scFv に CD28 由来あるいは CD8
由来の HD・TMD と CD3由来 STD をタンデムにつないだ 2 種類の第一世代 CAR 
(CAR[V/28/28/3z]および CAR[V/8a/8a/3z]) を基本構造体とし、HD に含まれるシステインをア
ラニンに置換した改変体と N 結合型糖鎖修飾部位と予想されるアスパラギンをアスパラギン酸
に置換した改変体を構築した。CAR[V/28/28/3z]は HD に 1 か所存在するシステインを介して、
CAR[V/8a/8a/3z]は HD 内に存在する 2 つのシステインのうち TMD に近い方のシステインを介
して、それぞれホモ二量体を形成した。これらの CAR 分子間ジスルフィド結合の欠如は、T 細
胞膜上での CAR 発現レベルには影響しなかったものの、抗原特異的なサイトカイン産生能およ
び細胞傷害活性を低下させた。また、CAR[V/28/28/3z]および CAR[V/8a/8a/3z]はともに N 結合
型糖鎖修飾部位が 1 か所存在し、さらに CAR[V/8a/8a/3z]は修飾部位が未同定ながら O 結合型
糖鎖修飾を大きく受けていることが判明した。CAR[V/28/28/3z]の N 結合型糖鎖修飾は細胞膜
上での CAR 発現の安定化に寄与することが示唆された。一方、CAR[V/8a/8a/3z]の N 結合型糖
鎖修飾は CAR 発現および CAR-T 細胞機能に明らかな影響を及ぼさなかった。本結果は、CAR
の HD 内翻訳後修飾が CAR-T 細胞機能の制御に重要な役割を果たすことを示しており、今後の
CAR 設計において貴重な基礎情報を提供するものと考える。 
 
(3) STD 改変を伴った CAR 構造活性相関解析 4) 

T 細胞での安定な発現が認められた第一世代 CAR (ARD-CD28 由来 HD/TMD-CD3由来
STD) を基本構造として、各種共刺激分子由来 STD を 2nd STD として挿入した第二世代 CAR
を構築した。CD28 ファミリー分子由来の STD を挿入した第二世代 CAR-T 細胞は、第一世代
CAR-T 細胞と比較して IL-2 分泌能と細胞傷害活性に増強が認められた。一方、TNF 受容体ス
ーパーファミリー分子由来の STD を挿入した第二世代 CAR-T 細胞のサイトカイン分泌能・細
胞傷害活性は減弱傾向を示した。また、第二世代 CAR の細胞傷害活性は共刺激分子由来 STD
の種類や追加位置に影響を受けたことから、STD 追加に伴う CAR 細胞内構造の変化が CD3-
STD のシグナル入力効率に影響を与えることが示唆された。したがって、第二世代 CAR の STD
設計時には共刺激分子由来 STD のシグナル特性のみならず、CAR 細胞内構造変化に基づく
CD3-STD のシグナル入力効率の変化についても考慮する必要があると考えられた。 
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