
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２２０２

基盤研究(B)

2014～2012

キメラ抗原受容体発現Ｔリンパ球を用いた難治性悪性リンパ腫に対する遺伝子治療法開発

Development of gene therapy for refractory non-Hodgkin lymphoma using T-cells 
expressing a chimeric antigen receptor

３０１３７７０７研究者番号：

小澤　敬也（Ozawa, keiya）

自治医科大学・医学部・客員教授

研究期間：

２４３９０２４７

平成 年 月 日現在２７   ６ １７

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：難治性Ｂ細胞性悪性リンパ腫に対するキメラ抗原受容体（CAR）発現Tリンパ球を用いた遺伝
子治療法の開発を以下のように行った。（１）CAR発現Tリンパ球の抗腫瘍効果増強のため、CD19-CARの他にIL-21を共
発現させた。担癌マウスでの遺伝子治療実験では、IL-21共発現による治療効果増強はなかった。（２）安全対策とし
て分子スイッチを作製し、CARシグナル特異的な遺伝子発現制御が可能であることを試験管内及び担癌マウスで示した
。（３）患者由来末梢血からCAR発現Tリンパ球を調整し、Bリンパ腫細胞を殺傷することを確認した。（４）臨床研究
実施計画書がIRB及び厚労省で承認され、患者登録を開始した。

研究成果の概要（英文）：Gene therapy for refractory B-cell non-Hodgkin lymphoma using T-cells expressing 
a chimeric antigen receptor (CAR) was studied as follows: (1) To improve the anti-tumor activity, T-cells 
were transduced with CD19-targeted CAR and IL-21 genes. However, the therapeutic effect was not enhanced 
by IL-21 in tumor-bearing mice. (2) For the safety, we developed a switch promoter, which stimulates 
transgene expression in CAR T-cells upon interaction with target cells. We demonstrated that this system 
works through CAR-dependent signaling in CAR T-cells in vitro and in tumor-bearing mice. (3) We 
manufactured CD19-CAR T-cells from patient-derived PBMCs by a closed cell-processing system, and 
confirmed that these T-cells can kill B lymphoma cells in vitro. (4) A clinical protocol (CD19-CAR T-cell 
therapy for B-cell lymphoma) was approved by IRB and the Ministry of Health, Labour and Welfare. 
Enrollment started in December 2014.

研究分野： 遺伝子治療学、細胞治療学、血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
キ メ ラ 抗 原 受 容 体 （ chimeric antigen 
receptor; CAR）発現 T 細胞を用いる養子免
疫遺伝子療法は、化学療法抵抗性の腫瘍に対
しても有効な治療法として注目されている。
そこで、難治性悪性 B細胞性非ホジキンリン
パ腫を対象に、CD19 抗原を標的とした当該遺
伝子治療法の開発を計画した。 
（１） CAR 発現 T細胞の抗腫瘍効果増強： 
CAR 発現 T 細胞の抗腫瘍効果の増強のため、
サイトカインの併用が考えられる。IL-21 は
T 細胞増殖因子であり、抗原特異的な T 細胞
の細胞傷害活性を増強することから、CAR の
他に IL-21 を共発現する T細胞を樹立し、そ
の機能評価を試験管内およびマウスモデル
で行うこととした。 
（２）T 細胞とサイトカイン併用療法の有効
性・安全性を高める分子スイッチの開発：CAR
発現 T 細胞の治療効果を高める方法として、
T 細胞活性化や抗腫瘍性サイトカインの併用
が考えられる。サイトカインの投与法として、
組換え製剤を全身投与するストラテジーは、
副作用の出現頻度が高くなるため、ベネフィ
ットが上回るとは言い難い。さらに、血中半
減期が短いために頻回投与を必要とすると
いった問題もある。頻回投与を避けるには、
遺伝子の形で投与し、ある程度の期間は体内
での持続的な発現が期待できることが望ま
しい。そこで、サイトカイン併用療法の有効
性を高め、全身性の副作用を回避するストラ
テジーの探索として、腫瘍局所での遺伝子発
現調節が可能な分子スイッチシステムの開
発を試みた。 
（３）細胞プロセシング室での CAR 発現 T細
胞の調整：臨床研究と同様の方法で CAR 発現
T 細胞を細胞プロセシング室で調整し、その
機能評価を行うことにした。 
（４）難治性Ｂ細胞性悪性リンパ腫に対する
当該遺伝子治療の臨床開発：CD19 特異的 CAR
発現 T細胞を用いる難治性Ｂ細胞性悪性リン
パ腫に対する遺伝子治療臨床研究の実施に
向けて、臨床研究実施計画書を作成し、施設
内および国（厚生労働省）の審査を受けるこ
ととした。 
 
２．研究の目的 
（１）CAR 発現 T細胞の抗腫瘍効果増強： 
CAR の他に IL-21 を搭載したレトロウイルス
ベクターを用いてヒト末梢血単核球 (PBMC)
への遺伝子導入を行い、IL-21 共発現型 T 細
胞を樹立する。 
（２）T 細胞とサイトカイン併用療法の有効
性・安全性を高める分子スイッチの開発：CAR
発現 T細胞が標的抗原と結合することで遺伝
子発現が誘導される分子スイッチ機能を有
するプロモーターを作製する。本システムを

用いて腫瘍局所で抗腫瘍性サイトカインな
どを発現させることで CAR発現 T細胞の抗腫
瘍効果の増強を図り、その有効性と安全性を
向上させることを目的とした。 
（３）細胞プロセシング室での CAR 発現 T細
胞の調整：細胞プロセシング室で、健常人お
よび患者由来 PBMC にレトロウイルスベクタ
ーを用いて CAR 遺伝子の導入、さらに、体外
増幅を行う。 
（４）難治性Ｂ細胞性悪性リンパ腫に対する
当該遺伝子治療の臨床開発：臨床研究実施計
画書を作成し、施設内および国（厚生労働省）
の審査で承認を受け、臨床研究を実施する。 
 
３．研究の方法 
（１）CAR 発現 T細胞の抗腫瘍効果増強： 
① CARおよびIL-21共発現レトロウイルスベ
クターの作製：CD19 特異的 CAR(CD28 と CD3z
シグナルドメインを有する)とヒト IL-21 を
2A ペプチドで連結した共発現カセットをレ
トロウイルスベクターに組み込んだ。 
② IL-21 共発現型 T 細胞の作製： レトロウ
イルスベクターで健常人由来 PBMC に
CD19-CAR および IL-21 遺伝子を導入し、
CD19-CAR単独およびIL-21共発現型T細胞を
樹立した。 
③ 細胞傷害活性（in vitro）：蛍光色素カ
ルセイン遊離法を用いて、CAR 発現 T 細胞の
ヒト CD19 陽性 B リンパ腫細胞株（Raji）に
対する殺細胞効果を検討した。 
④ 抗腫瘍活性（in vivo）：ルシフェラーゼ
標識 Raji リンパ腫細胞を生着させた免疫不
全マウスに CAR 発現 T細胞を投与し、その抗
腫瘍効果を生体イメージングにより検討し
た。 
（２）T 細胞とサイトカイン併用療法の有効
性・安全性を高める分子スイッチの開発： 
① 分子スイッチプロモーターの作製：ヒト
IL-2 プロモーターの最小プロモーターの上
流 に NFAT(nuclear factor of activated 
T-cells)結合領域を 4個または 6個タンデム
に連結し、これらを分子スイッチの候補とし
た。さらに、改変型 SV40 early polyA と BGH 
polyA を挿入した。レポーター遺伝子として
ZsGreen1 または ELuc を使用した。 
② 分子スイッチ搭載型レトロウイルスベク
ターの作製：分子スイッチカセットを自己不
活性化レトロウイルスベクターに、レトロウ
イルスベクターゲノムの転写方向とは逆向
きにサブクローニングした。このプラスミド
を Gag-pol 発現プラスミドおよび VSV-G 発現
プラスミドと共にリン酸カルシウム法で
293T 細胞に遺伝子導入し、一過性のレトロウ
イルベクター上清を回収した。上清中のベク
ター力価を定量的 PCR 法で測定し、レトロネ
クチン法で目的とする細胞（Jurkat、健常人



由来 PBMC）に遺伝子導入した。 
③ 分子スイッチの機能比較（in vitro）：
抗原となる CD19 と CAR が結合して細胞が活
性化することにより、分子スイッチが意図し
た通りに作動することを in vitro で検証し
た。分子スイッチ搭載型 CAR 発現細胞を CD19
発現細胞（Raji）と共培養し、一定時間経過
後にルシフェラーゼアッセイを行って発光
量を測定した。ネガティブコントロールには
CD19 非発現細胞（K562）との共培養群を使用
し、ポジティブコントロールには TPA
（12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate）
およびIonomycinで活性化した細胞を用いた。 
④ 分子スイッチの機能比較（in vivo）： 
免疫不全マウスの左側腹部に K562 細胞を、
右側腹部に K562-CD19 細胞を皮下接種した、
担がんモデルマウスを作製した。このマウス
に分子スイッチ（ルシフェラーゼ遺伝子）搭
載型 CAR 発現 PBMC を全身性に投与して、生
体イメージング装置を用いてルシフェラー
ゼの発現誘導を経時的に観察した。 
（３）細胞プロセシング室での CAR 発現 T細
胞の調整：同意を得た健常人および患者由来
PBMCへのレトロウイルスベクターによるCAR
遺伝子の導入および体外増幅を閉鎖系バッ
ク培養法で行った。一連の作業は、施設内細
胞プロセシング室で行った。 
（４）難治性Ｂ細胞性悪性リンパ腫に対する
当該遺伝子治療の臨床開発：臨床研究実施計
画書を作成し、施設内および国（厚生労働省）
の審査を受けた。 
 
４．研究成果 
（１）CAR 発現 T細胞の抗腫瘍効果増強： 
① CAR 単独と比較して、IL-21 共発現型 T細
胞では、有意な IL-21 の産生と下流シグナル
である STAT3 のリン酸化の亢進を認めた。 
② 抗原特異的な IFN-γ産生やヒト B リンパ
腫細胞株に対する殺細胞効果は、IL-21 共発
現による増強効果を認めなかった。 
③ 担癌免疫不全マウスへの遺伝子改変 T 細
胞の投与実験では、腫瘍増殖抑制効果が認め
られたが、CAR 単独と IL-21 共発現型 T 細胞
の治療効果に有意な差を認めなかった。 
（２）T 細胞とサイトカイン併用療法の有効
性・安全性を高める分子スイッチの開発： 
① 分子スイッチプロモーター作製：NFAT 結
合領域を６個連結したものでは、CAR からの
活性化シグナルによって誘導された遺伝子
の発現強度は高かったが、無刺激下（バック
グラウンドレベル）での発現も高く、発現
ON/OFF は十分ではなかった。一方、４個連結
したものでは、駆動した際の発現強度は 6個
連結した場合と比較して低かったものの、バ
ックグラウンドレベルの発現も低い為、良好
な ON/OFF 比を得ることができた。さらに、

この NFAT 配列の上流に、バックグランド低
減シグナルを挿入したところ、レポーター遺
伝子のバックグラウンドレベルでの発現を
さらに抑制することができた。最終的に、改
変型 SV40 early polyA を 2 つ、ヒト IL-2 プ
ロモーター領域に存在する転写因子 NFAT 結
合領域を４個、IL-2 の最小プロモーター、レ
ポーター遺伝子（ZsGreen1 または ELuc）、BGH 
(bovine growth hormone) polyA を順に連結
することで、ON/OFF 比に優れたスイッチプロ
モーターを作製することができた。 
② 分子スイッチ搭載型レトロウイルスベク
ターの作製：スイッチ発現カセットを自己不
活性化レトロウイルスベクターにサブクロ
ーニングした。この際に、レトロウイルスベ
クターゲノムの転写方向と正方向に挿入す
ると、レポーター遺伝子のバックグラウンド
レベルでの強い発現が観察された。しかし、
レトロウイルスベクターゲノムの転写方向
と逆方向に挿入することで、この問題は解消
された。レトロウイルスベクターを作製し、
Jurkat および PBMC へ遺伝子導入を行った。
本研究においては CD19 特異的 CAR 発現ベク
ターとスイッチ発現カセットを共に遺伝子
導入する必要がある。最終的に、CAR 発現ベ
クターは GaLV エンベロープ、スイッチ発現
カセットを VSV-G でシュードタイプ化し、各
ベクターを 1：1 (体積比)で混合したベクタ
ー溶液を用いてレトロネクチン法で単回遺
伝子導入することによって、CAR およびスイ
ッチカセットの良好な遺伝子導入効率を得
ることができた。 
③ 分子スイッチの機能比較（in vitro）：
スイッチ発現カセットと CD19 特異的 CAR 発
現ベクターを共に、Jurkat またはヒト健常者
由来の PBMC に遺伝子導入した。この細胞を
CD19 陽性の標的細胞（Raji、K562/CD19）と
共培養すると、時間経過と共に ZsGreen1 や
ELuc の発現が誘導された。一方、CD19 陰性
細胞（K562）との共培養では、レポーター遺
伝子の発現は誘導されなかった。Jurkat と
PBMC 共に、effector/target 比が 1前後の時
に優れたスイッチカセットの発現誘導が認
められ、共培養開始数時間後には観察可能な
レベルの ELuc または ZsGreen1 の遺伝子発現
が誘導された。このスイッチからの遺伝子発
現は、CD19 陽性の細胞との共培養だけでなく、
CD3/CD28 での刺激によっても誘導されたが、
キメラ抗原受容体からの活性化シグナルが
そもそも CD3/CD28 からの活性化シグナルと
同様の経路を辿るため、不可避な応答であっ
た。しかし、様々なサイトカインを培養系に
添加してスイッチの発現を観察したが、有意
な誘導は観察されず、このスイッチカセット
はキメラ抗原受容体からの活性化シグナル
に特異性をもったものであると結論づけた。 



④分子スイッチの機能比較（in vivo）：担
がんマウスにルシフェラーゼ発現 PBMC を投
与すると、左右両方の腫瘍部位での発光が観
察され、腫瘍特異的な集積は確認できなかっ
た。しかし、分子スイッチ（ルシフェラーゼ
遺伝子）搭載型 CAR 発現 PBMC を投与したマ
ウスでは、ルシフェラーゼ遺伝子の発現誘導
が CD19 陽性の K562-CD19 細胞を接種した部
位においてのみ観察された。また、このマウ
スではK562-CD19を接種した皮下腫瘍が縮小
した。したがって、我々が開発したスイッチ
プロモーターは in vitroだけでなく in vivo
においてもCARからの活性化シグナル特異的
な発現誘導が起こり、またスイッチ-プロモ
ーターを遺伝子導入しても抗腫瘍活性等の
CAR 本来の機能は阻害されないことを明らか
にした。 
（３）細胞プロセシング室での CAR 発現 T細
胞の調整：患者および健常人由来 PBMC への
CAR 遺伝子導入および体外増幅により投与可
能なレベルの細胞数を調整することが可能
であり、それらは悪性 Bリンパ腫細胞株に対
する細胞傷害活性を有していることが試験
管内で明らかになった。 
（４）難治性Ｂ細胞性悪性リンパ腫に対する
当該遺伝子治療の臨床開発：臨床研究実施計
画書「CD19 抗原特異的キメラ抗原受容体発
現Tリンパ球を用いた難治性B細胞性悪性リ
ンパ腫に対する遺伝子治療臨床研究」が施設
内および厚生労働省で承認された。臨床研究
を開始し、患者登録を行っている。 
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