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研究成果の概要（和文）：GPC3に対するモノクロ抗体の作製、遺伝子改変によるキメラ抗原受容体（CAR）の作
製、GPC3に対するCAR-Tの作製を終了し、GPC3発現細胞に対する強い細胞傷害作用も確認した。iPS細胞からの分
化細胞には作用せず、残存iPS細胞のみに作用することを確認し、マウスの動物実験においてCAR-T細胞投与によ
り、iPS細胞を皮下移植して際に奇形腫形成が抑制されること、また心臓に移植した心筋細胞に傷害を認めるこ
となく、奇形腫の形成抑制効果も確認した。

研究成果の概要（英文）：We completed the production of monoclonal antibody against GPC3, the 
production of chimeric antigen receptor (CAR) by gene modification, and the production of CAR-T
against GPC3, and confirmed the strong cytotoxic effect on GPC3-expressing cells. Furthermore, we 
confirmed that it did not act on differentiated cells from iPS cells, but only on residual iPS 
cells. In animal experiments with mice, we elucidated that CAR-T cells administration suppressed 
teratoma formation when iPS cells were transplanted.

研究分野：循環器疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者はこれまでに、ヒトiPS細胞に特異的に発現し、分化心筋細胞には発現していない細胞膜表面抗原として
GPC3を同定し、これを標的抗原とするGPC3特異的細胞傷害性T細胞(CTL) 療法を開発してきた(BBRC 2019)。ま
た、ヒトiPS細胞由来の奇形腫においてGPC3が高発現していることを初めて見出し、GPC3を標的としたCAR-T細胞
療法の免疫学的アプローチにより再生医療における全ての領域で応用可能な非侵襲的腫瘍除去法の確立を可能と
した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年多くの領域で iPS 細胞を用いた再生医療が試みられている。網膜の再生医療では移植細胞 
数も少なく残存未分化幹細胞混入による腫瘍化抑制は可能であるが、心臓や肝臓等の大量細胞 
を移植するものでは、未分化幹細胞混入による腫瘍形成阻止は容易ではなく、腫瘍化への対処 
法が喫緊の課題である。細胞移植前に未分化幹細胞を除去する方法として申請者等は iPS 細胞
由来の分化細胞中に残存する未分化幹細胞や非心筋細胞を代謝経路の差を利用して純度 99％以
上に純化する方法を開発した(Cell Stem Cell 2013,Cell Metabolism 2016)。一方で、効率のよ
い純化精製法が確立されていない領域においては、未分化幹細胞を完全に除去することは困難
である。また、万が一腫瘍化した場合には外科的切除以外に方法がないのが現状である。外科的
手術はリスクが高いため、低侵襲で治療する手法の開発が必須である。 
申請者はこれまでに国立がん研究センターとの共同研究によりヒト iPS 細胞に特異的に発現
している抗原に対する免疫療法を開発してきた。具体的には、ヒト iPS 細胞に特異的に発現し、
分化した心筋細胞には発現していない細胞膜表面抗原として GPC3(Glypican 3)を同定し、これ
を標的抗原とする GPC3 特異的細胞傷害性 T細胞(CTL)療法を開発してきた(BBRC2019、図 1)。 
また、さらなる解析の結果、ヒト iPS 細
胞由来の奇形腫においても GPC3 が高発現
していることを見出した。しかし、一般に
GPC3 などの自己抗原に対するペプチドワ
クチン療法や CTL の細胞傷害活性は、比較
的弱く、さらなる改良が必要である。CAR 
(Chimeric antigen receptor)-T 細胞は、
抗体の認識部位を用いて標的細胞を認識
するように作製された遺伝子改変 T細胞で
あり、内因性の T細胞に比べると非常に強
い抗腫瘍効果を発揮できる。GPC3 は、肝が
んなどで特異的に高発現していることが
報告されており、ペプチドワクチン療法や、ヒト化モノクローナル抗体(GC33)による臨床試験が
進行中であり、安全性が確認されている。申請者は、既に GPC3 に対する抗体を開発しており、
エピトープの異なる複数のモノクローナル抗体を所有している。 
本事業では、ヒト iPS 細胞由来腫瘍の免疫学的除去法の確立を目指す。本治療が確立できれ
ば、全ての再生医療における腫瘍化に適応できるため、ヒト iPS 細胞由来腫瘍に対する標準的治
療となる可能性があると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト iPS 細胞膜表面に発現した GPC3 を標的として、強力な免疫反応を惹起しうる
CAR-T 細胞を用いた免疫学的アプローチによりヒト iPS 細胞由来腫瘍の免疫学的除去法の確立
を目指す。本治療が確立できれば、全ての再生医療における腫瘍化に適応できるため、ヒト iPS
細胞由来腫瘍に対する標準的治療となる可能性があると考えている(図 2)。 

 
３．研究の方法 
(１) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vitro における残存未分化幹細胞除去法の確立 
【① 未分化幹細胞特異的抗原の同定および CAR-T 細胞の
樹立】 
現在までに、申請者らが誘導した GPC3 特異的 CTL の細胞
傷害能を評価した結果、ヒト iPS 細胞に対しては細胞傷害
能を示すが、移植に用いる iPS 細胞由来心筋細胞に対して
は細胞傷害能を示さないことを確認した（特許出願済、図
3）。既に標的抗原の１つである GPC3 に関しては CAR-T 細
胞の樹立が完了している。 
 
【② 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞を用いた細胞傷害能の



解析】 
既に分化心筋細胞においては GPC3 の発現が極めて低いことを確認している。各種 iPS 細胞株、
および様々な分化細胞に対する未分化抗原特異的 CAR-T 細胞の細胞傷害活性を評価する。 
 
【③ 免疫不全マウスを用いた腫瘍形成抑制性能の確認】 
未分化幹細胞除去後の分化細胞の腫瘍形成能を免疫不全マウスへ移植し、未分化幹細胞の除去
の有無で奇形腫形成が抑制されるかどうかを経時的に評価する。 
 
(２) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vivo における奇形腫治療法の確立 
【① ヒト iPS 細胞由来奇形腫における GPC3 等の未分化
抗原の発現解析】 
GPC3 特異的 CAR-T 細胞療法による、実際の奇形腫形成抑
制効果および副作用の有無を in vivo マウスモデルで確
認する。すでに申請者らは、ヒト iPS 細胞由来の奇形腫の
多くの細胞において GPC3 が発現していることを確認して
いる(図 4)。 
 
【② マウスモデルを用いた iPS 細胞由来奇形腫形成後の
腫瘍抑制効果の確認】 
ヒト iPS 細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し奇形腫を形成させた後、抗原特異的 CAR-T 細胞
をマウスに静脈注射し、奇形腫除去能を評価する。予備検討の結果、GPC3 特異的 CAR-T 細胞投
与により奇形腫が退縮することを確認している。 
 
【③ マウスモデルを用いた長期的な奇形腫形成の予防、治療効果の確認】 
研究はヒトの組織を移植し長期間評価できるヒト化マウスの樹立に成功しており、同マウスを
用いて、iPS 細胞由来心筋細胞を心臓へ移植し GPC3 特異的 CAR-T 細胞を用いて長期的な奇形腫
形成の予防効果を確認する。投与した CAR-T 細胞が移植心筋細胞を攻撃することなく、奇形腫を
除去できるかを評価する。 
 
４．研究成果 
(１) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vitro における残存未分化幹細胞除去法の確立 
【① 未分化幹細胞特異的抗原の同定および CAR-T 細胞の樹立】 
申請者らは標的抗原の１つである
GPC3 に関して、独自のモノクローナ
ル抗体を 2 つ作製し、それを元に
GPC3 特異的 CAR-T 細胞の作製に成功
した（図 5）。またヒト正常組織にお
ける GPC3 の発現では胎盤にのみ発
現が認められたがその他では有意な
発現は認められなかった(図 6)。 

 
【② 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞を用いた細胞傷害能の解析】 
分化心筋細胞においては GPC3 の発現が極めて低いことを確認している。iPS 細胞株、および心
筋細胞に対する未分化抗原特異的 CAR-T 細胞の細胞傷害活性を評価するため、複数のヒト iPS 細
胞株およびその iPS 細胞から樹立した心筋細胞に対して、GPC3 特異的 CAR-T 細胞を作用させ、
細胞傷害性を IFNγ産生等により評価した。前述の通り、iPS 細胞に対しては強い細胞傷害性を



認めたが、そこから由来する心筋細胞に対しては細胞傷害効果を認めなかった。 
 
(２) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vivo における奇形腫治療法の確立 
【① ヒト iPS 細胞由来奇形腫における GPC3 等の未分化抗原の発現解析】 
申請者は、ヒト iPS 細胞由来の奇形腫の多くの細胞において GPC3 が発現していることを確認し
た(前述)。 
 
【② マウスモデルを用いた iPS 細胞由来奇形腫形成後の腫瘍抑制効果の確認】 
ヒト iPS 細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し奇形腫を形成させた後、抗原特異的 CAR-T 細胞
をマウスに静脈注射し、奇形腫除去能を評価した。結果として GPC3 特異的 CAR-T 細胞投与によ
り奇形腫が退縮することを確認した。 
 
【③ マウスモデルを用いた長期的な奇形腫形成の予防、治療効果の確認】 
マウスの MHC（主要組織適合遺伝子複合体）をノックアウトした NOG マウス(Yaguchi et al. Cell 
Mol Immunol. 2017)では、移入したヒト T細胞がマウス個体に対して GVHD 反応を起こすことが
ないため、長期にマウスを観察する事が可能である。本研究においては、このマウスを使用し、
投与したヒト CAR-T 細胞がヒト iPS 細胞由来の腫瘍を攻撃し、分化した正常細胞には影響を及
ぼさないことを長期観察するのに最適なマウスモデルと考えられた。同マウスを用いて、iPS 細
胞由来心筋細胞を心臓へ移植し、皮下に iPS 細胞を移植し奇形腫を形成させ、GPC3 特異的 CAR-
T 細胞を用いて長期的な奇形腫形成の予防効果を確認した。結果として、投与した CAR-T 細胞が
移植心筋細胞を攻撃することなく、奇形腫形成抑制効果を確認した。 
 
以上により GPC3 を標的とした CAR-T 細胞療法等の免疫学的アプローチにより再生医療における
全ての領域で応用可能な非侵襲的腫瘍除去法の確立を検討した。現在、がん領域において既に
GPC3 を特異的に認識する抗体療法 (GC33)の臨床試験が進行しており安全性が既に確認されて
いる。また、その抗体を応用した GPC3 特異的キメラ抗原受容体遺伝子導入 T細胞療法(CAR-T 療
法)の臨床試験がアメリカや中国で進行しており、今後様々な臨床応用に移行しやすいと考えて
いる。 
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