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研究成果の概要（和文）：ヒトへの外挿性が高い非ヒト霊長類のがんモデルを作出するために、p53を阻害する
優性変異体p53CT、 Rb経路を阻害するCDK4、活性化型KRAS (G12V)、テロメラーゼ逆転写酵素TERTの４つのがん
関連遺伝子を薬剤誘導性に発現するカニクイザルの作製を行い、当該遺伝子が導入された産仔を得ることに成功
した。さらに、サルに腫瘍細胞を移植し、腫瘍に浸潤したT細胞からTCR遺伝子を単離し、iPS細胞から再生したT
細胞に導入したところ、出現頻度の高いTCRが腫瘍細胞を殺傷できることを明らかし、この成果を報告した (Mol
 Ther Oncolytics. 2021)。

研究成果の概要（英文）：To create a non-human primate cancer model, we tried to generate monkeys 
that express four cancer-related genes in a drug-inducible manner: p53CT, a dominant mutant that 
inhibits p53; CDK4, which inhibits the Rb pathway; activated KRAS (G12V); and telomerase reverse 
transcriptase TERT. We succeeded in obtaining the transgenic non-human primate. In addition, we 
isolated TCR genes from T cells infiltrated in tumor cells transplanted from monkeys and introduced 
them into regenerated T cells from iPS cells. We found that these TCR-transduced regenerated T cells
 kill the tumor cells.

研究分野： 免疫学

キーワード： カニクイザル　癌免疫療法　iPS細胞　再生T細胞　TCR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫療法の前臨床試験において、マウスで得られた知見がヒトに外挿できない例が知られている。そのため
ヒトへの外挿性が高い霊長類を用いたがん研究が必要不可欠である。本研究で作製された遺伝子導入サルで薬剤
誘導性に腫瘍が形成されれば、世界初の非ヒト霊長類のがんモデルとなり、霊長類を用いたがん免疫療法の前臨
床試験が可能になる

※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 

癌の発生は多段階的であり、そのプロセスに関わる遺伝子変異は動物種により異なる。マウス

の細胞は単一の癌遺伝子変異と癌抑制遺伝子の欠失によって癌化が誘導できるのに対して、ヒ

トの腫瘍形成には少なくとも４つの遺伝子変異が必要である。さらに癌に対する薬剤や免疫細

胞療法などの前臨床試験には動物モデルが必要であるが、マウスで得られた知見がヒトに外挿

できない例が知られている (Evol Med Public Health 1:170, 2016)。そのため非ヒト霊長類を

用いた癌研究の推進が必須であるが、非ヒト霊長類の癌モデル動物はまだ例がない。 

一方、従来の癌免疫療法では、患者自身の癌特異的な T細胞を体外で増やして患者に戻すとい

う方法が主流であったが、T細胞が増殖しづらいことや疲弊して活性を失うという問題があった。

そこで京都大学の河本らは、癌抗原特異的な T 細胞から iPS 細胞を作製し（T-iPS 細胞）、大量

培養したのちに T細胞 (再生 T細胞)へ分化誘導する方法を確立した（Cell Stem Cell 12:31, 

2013）。再生 T 細胞の治療効果を調べるには、免疫不全マウスが用いられるが、複雑な免疫機構

を掻い潜って形成された腫瘍に対し、免疫不全マウスを用いた人工的な系がどれだけ実際の病

態を反映するかは不明である。そのため免疫システム存在下で再生 T 細胞の効果を検討できる

動物モデルが求められている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、４つの癌誘導遺伝子を発現

するトランスジェニック（Tg）カニクイザ

ルを作出し、世界初の霊長類の癌モデル動

物を開発することを目的とする。さらに Tg

ザルで発生した腫瘍に浸潤する T 細胞から

TCRα/β鎖の遺伝子を単離し、高頻度に出

現した TCR 遺伝子を MHC ホモザル由来 iPS

細胞の内在性 TCRβ遺伝子座にカセット交

換法によりノックインした後、T細胞に分化

誘導させる。さらに得られた再生 T 細胞を

Tg ザルに移植し、安全性と治療効果を検討

可能な癌免疫療法モデルを確立するために

必要な実験系の構築を目的とする (図 1)。 

 

３．研究の方法 

1. 癌遺伝子を誘導性に発現する Tg カニクイザルを用いた霊長類癌モデルの確立 

腫瘍形成に必要な① p53 を阻害する優性変異体 p53CT、② Rb 経路を阻害する CDK4、③ 活性

化型 KRAS (G12V)、④ テロメラーゼ逆転写酵素 TERT の変異遺伝子を Dox 誘導性に発現可能なレ

ンチウイルス (図 2)をカニクイザルの卵に感染させた後、MHC ホモサル由来の精子を用いて顕

微授精を行い、遺伝子導入された胚を仮親へ移植

して、Tg カニクイザルの作製を試みた。 

  さらに、遺伝子導入した癌遺伝子の発現効率を

改善するために、トランスジーンのコピー数を増

やすことを試みた。具体的には、ウイルスを用い

ずに Transposase により積極的にゲノム DNA へ

遺伝子を挿入できる piggyBac Transposon ベク

ターを構築した。作製した piggyBac Transposon 

ベクターをサルの受精卵に導入してマーカー遺

伝子の蛍光タンパク質が発現するのかを確認し

た。 
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図1. iPS 細胞を用いた非ヒト霊長類の癌治療モデル
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図2. Dox誘導性に癌遺伝子を発現するTgカクニイザルの作製



2. カニクイザルの腫瘍浸潤 T細胞から単離した T細胞受容体 (TCR)遺伝子の機能評価 

  MHC ホモサル由来の腫瘍細胞 (PTY 細胞)を MHC ヘテロサルに移植し、腫瘍組織に浸潤した T

細胞から TCR 遺伝子を単離した。さらに当該 TCR 遺伝子を iPS 細胞から再生した T 細胞に遺伝

子導入し、PTY 細胞に対する細胞傷害活性を有しているのかを検討した。 

 

４．研究成果 

1. 癌遺伝子を誘導性に発現する Tg カニクイザルを用いた霊長類癌モデルの確立 

  申請者らは、レンチウイルスを用いて 4つの癌関連遺伝子をカニクイザル

の卵に遺伝子導入させた後、MHC ホモサル由来の精子を用いて顕微授精を行

い、遺伝子導入された胚を仮親へ移植した。得られた仔ザルのゲノム DNA に

は、4つの癌関連遺伝子が挿入されていた。Tg カニクイザルは、マーカー遺

伝子として GFP とクラビラオレンジ (KO)を導入している (図 2)。そのた

め、フローサイトメトリーを用いて GFP と KO の発現を確認すると、GFP の発

現は確認していたが、クラビラオレンジ (KO)は発現していなかった (図 3)。

クラビラオレンジが発現していない理由として、挿入されたトランスジーン

のコピー数が少ないことが考えられた。そこでトランスジーンの

コピー数を増やすため受精卵に遺伝子導入する方法の改善を試み

た。具体的には、ウイルスを用いずに Transposase により積極的

にゲノム DNA へ遺伝子を挿入できる piggyBac Transposon ベクタ

ーを構築した。作製した piggyBac Transposon ベクターをサルの

受精卵に導入すると蛍光タンパク質 (tdTomato)を発現した (図

4)。現在は、構築した piggyBac Transposon ベクターのシステム

を用いて 4 つの癌関連遺伝子を遺伝子導入した Tg カニクイザル

の作出を試みている。 

 

2. カニクイザルの腫瘍浸潤 T細胞から単離した T細胞受容体 (TCR)遺伝子の機能評価 

 作出した Tg カニクイザルで発生した腫

瘍に浸潤する T細胞から TCR 遺伝子を単離

し、機能評価できる実験系を構築するため、

腫瘍をカニクイザルに移植する系を用い

た。先行研究により MHC ホモサル由来の腫

瘍細胞 (PTY 細胞)を MHC ヘテロサルに移

植すると、腫瘍細胞が生着した後、腫瘍組

織に T 細胞が浸潤して腫瘍細胞が拒絶さ

れることが確認されている。この実験系を

用いて腫瘍組織に浸潤した T 細胞や、腫瘍

細胞を繰り返し移植することで迅速に腫瘍

細胞を拒絶する MHC ヘテロサルの末梢血

中 T 細胞からシングルセルレベルで

TCRα 鎖とβ鎖の遺伝子をセットで単

離した。その中から出現頻度の高い 

TCR 遺伝子セットを選択し、iPS 細胞

から再生した T 細胞に遺伝子導入した

ところ、腫瘍細胞を殺傷できる TCR 遺

伝子を同定することに成功した (図

5)。さらに免疫不全マウスに腫瘍細胞

を移植した後、TCR 遺伝子を導入した

再生 T 細胞を移植すると、腫瘍の増殖

が抑制され、マウスの生存期間が延長

した (図 6)。このことから、TCR 遺伝
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図5 カニクイザルの腫瘍浸潤 T 細胞から抗腫瘍活性
をもつTCR遺伝子の単離

図6 TCR 導入再生 T 細胞は in vivo で抗腫瘍活性を示す

0 10 20 30 400

1000

2000

3000

4000
No TCR 5A9-TCR 1385-TCR3E5-TCR

0 10 20 30 400 10 20 30 40 0 10 20 30 40�

腫瘍
サイズ
(mm3)

PTY細胞を殺傷できるPTY細胞を
殺傷できない

PTY 細胞 s.c.
皮下移植

5 7 9 12 14 16 19 21 23

TCR 再生 T 細胞 i.v.
IL-2, IL-7, IL-21 i.p.

Day
0

NSG マウス
4030

0 10 20 30 40�
0

25

50

75

100
% 生存率

No TCR

5A9-TCR
1385-TCR

3E5-TCR NS **
***



子を導入した再生 T細胞が、生体内でも抗腫瘍活性を示すことがわかった。これらの成果を取り

まとめ、論文発表した (Terada K and Kondo K et al. Molecular Therapy - Oncolytics, 

24:77-86, 2022)。 
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