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研究成果の概要（和文）：子宮頸がんの若年層における罹患数が増加しており、進行期では根治が望めず極めて
予後不良である。CD19抗原を標的とするキメラ抗原受容体T細胞療法(CART療法)がB細胞性の急性白血病やリンパ
腫に臨床応用され成功を収めている。固形がんの抗原をターゲットとしたCART療法も開発は進んでいるが、子宮
頸がんに対する有望なCART療法は未だない。申請者らは子宮頸がん細胞株にB7-H3(CD276)が強陽性であることを
確認した。本研究では、今まで申請者らが開発してきたiPS細胞技術を利用し、子宮頸がん細胞のB7-H3を標的と
する有効で強力なCART療法の開発を目指すための基礎的検討を行う。

研究成果の概要（英文）：Cervical cancer is increasing in the young generation and with those found 
in the advanced stages, complete cure is difficult to achieve and  therefore their prognosis is 
extremely poor. CD19-CART therapy for Acute lymphocytic leukemia (ALL) and lymphoma has already been
 successfully applied. CART therapy for  solid tumor is also progressing, but there is still no 
promising CART therapy for cervical cancer. We confirmed that cervical cancer cell lines are 
strongly positive for B7-H3 (CD276). In this study, using the iPS cell technology that we have 
developed so far, we will conduct basic studies aimed at developing  effective and powerful CART 
therapy targeting B7-H3 in cervical cancer cells.

研究分野：免疫細胞療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮頸がんの限局期には手術や放射線治療、化学療法が選択されるが、進行期では根治が望めず極めて予後不良
である。特に手術や放射線治療、化学療法後の再発・難治性の子宮頸がん患者には手立てがなく、新規治療開発
が喫緊の課題である。われわれの開発するCART療法が新規治療につながる可能性があるので、学術的に重要な検
討であり意義があると思われる。

※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 
子宮頸がんの若年層における罹患数は増加しているが、進行期では根治が望めず極めて予後不
良である。近年、腫瘍の免疫回避機構を克服するためにキメラ抗原受容体 T細胞療法(CART療
法)が開発され、CD19抗原を標的とする CART療法が B細胞性の急性白血病やリンパ腫に臨床
応用され成功を収めている。固形がんの抗原をターゲットとした CART 療法も開発は進んでい
るが子宮頸がんに対する有望な CART 療法は未だない。申請者らは子宮頸がん細胞株に発現す
る表面抗原を調べたところ B7-H3(CD276)が強陽性であることを確認した。本研究では、今まで
申請者らが開発してきた技術を更に発展させ、子宮頸がん細胞に発現している B7-H3を標的と
する有効で強力な CART療法の開発を目指すための基礎的検討を行う。 
 
 
２．研究の目的 
子宮頸がん再発例での生存期間の中央値は約1年で、5年生存率は5%以下で極めて予後が悪い。
子宮頸がんワクチンには HPV 感染予防効果はあるが、がん発症後に抗腫瘍効果はない。また、
子宮全摘術が適応とならない進行期症例は、全身化学療法が用いられるが根治は望めない。若い
命を救うための有効な治療開発が急務である。我々は、iPSC技術を用いる CART療法に着目し
た。腫瘍の生体内での免疫回避機構を克服するために開発された CART は、抗体の抗原認識部
位の軽鎖と重鎖を一本鎖で繋いだキメラ抗原受容体を発現した遺伝子改変 T 細胞で、高い抗原
認識力と強力な抗腫瘍効果が特徴である。しかし、実臨床の血液腫瘍に対する CD19-CART 療
法では、CARTの疲弊による ex vivoでの増殖不良による製造中止、生体内での増殖不良は再発
につながる深刻な問題である。これらの問題を克服するために我々は iPSC技術を用いる新たな
CART 療法を提案している。iPSC を経ることにより若返った治療用 CART 細胞をいつでも無
限大に得ることができ、また CARと内因性 TCRにより 2抗原を同時に標的とすることを可能
とすることで、強力な抗腫瘍効果を実現できることを証明しており、この技術を子宮頸がんに対
する CART療法に応用できるか基礎的研究を計画した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) レンチウイルス B7-H3-CAR プラスミドを作成する。 
B7-H3の ScFVの部分は報告されている配列を遺伝子合成する。申請者らが以前作製したCs-
Ubc-GD2-CAR-4-1BB-CD3z-mcherry の GD2-CAR を B7-H3-CAR に入れ替えてサブクローニング
を行い Cs-Ubc-B7-H3-4-1BB-CD3z-mcherry を作成する。 

(2) 末梢血より B7-H3-CART を作製し、子宮頸がん細胞株に対する抗腫瘍効果を確認する。 
末梢血 PBMC に Cs-Ubc-B7-H3-4-1BB-CD3z-mcherry ベクターを遺伝子導入し、末梢血 B7-H3-
CART を作製する。細胞傷害性試験(51Cr 放出試験)とリアルタイムセルアナライザーを用い
て、子宮頸がん細胞株に対する抗腫瘍効果を確認する。 

(3) iPSC 由来 B7-H3-CAR-HPV-rejT を作製する。 
末梢血 HPV16-E6-CTL クローンより樹立した T-iPSC(Molecular Therapy 2020)に Cs-Ubc-
B7-H3-4-1BB-CD3z-mcherry を遺伝子導入する。数回 mcherry 陽 性細胞をソートすることで
安定したクローンの集団を得る。コントロールとしてHPV抗原特異性のないT細胞由来iPSC
に Cs-Ubc-B7-H3-4-1BB-CD3z-mcherry を遺伝子導入しコントロールとする。その後 2 種類
の T-iPSC より B7-H3-CAR-rejT への分化誘導を行い、誘導後の T 細胞の機能を CAR 導入効
率と tetramer 陽性率で評価を行う。 

(4) iPSC 由来 B7-H3-CAR-HPV-rejT と末梢血由来 B7-H3-CART の抗腫瘍効果を比較検討する。 
細胞傷害性試験(51Cr 放出試験)とリアルタイムセルアナライザーを用いて、子宮頸がん細
胞株に対する抗腫瘍効果を比較する。また、免疫不全マウスにルシフェレースで標識した
子宮頸がん細胞株を移植し、腫瘍樹立後に未治療群と治療群に分け、腫瘍量を生体内 in 
vivo 蛍光イメージングシステムを用いて経時的にモニターして抗腫瘍効果を検討する。ま
た、長期効果に関しては、生存期間を観察する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) 子宮頸がんの B7-H3（CD276）の発現の確認 
2 種類の子宮頸がん細胞株を用いた検討では GD2 抗原、HER2 抗原などは陰性であったが、
B7-H3 抗原は強陽性であった(下図)。B7-H3(CD276)は正常組織でほとんど発現が認めず、多
くの固形がんで特異的に高発現する B7-family に属する免疫関連分子と報告されている。 

(2) 末梢血由来 B7-H3-CART を作製し、SiHa、SKG3a に対し細胞傷害性試験(51Cr 放出試験)で殺
細胞効果を確認した。 

(3) iPSC 由来 B7-H3-CAR-HPVrejT を作製し、末梢血由来 B7-H3-CART と比較したところ、iPSC
由来 B7-H3-CAR-HPVrejT の方が殺細胞効果が高かった。 
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