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研究成果の概要（和文）：CD19を標的としたキメラ抗原レセプター (CD19CAR) 遺伝子導入T細胞の作成方法の至適化を
行った。同種の細胞を用いた系における改良として、ウイルス特異的T細胞において効率よくCD19CARを遺伝子導入した
細胞を作成する方法について検討した。培養系の検討としてサイトカインの至適組み合わせについて検討した。その結
果、IL-2とIL-21の組み合わせが最適であった。また自家の細胞を用いた系における改良として、drug-inducible syst
emを用いて、CD19CARの発現をコントロールするシステムの開発を行い、発現をコントロールできることを示した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to optimize the method for generation of chimeric antigen receptor-gene 
modified T lymphocyte (CD19CAR-T). For the generation of allogeneic CD19CAR-T lymphocytes, we analyzed 
the method for better generation of virus-specific/ CD19CAR-gene modified T lymphocytes. We tested the 
possible combination of cytokine combination and concentration. As a result, the IL-2 and IL-21 
combination was better than other conditions. For the optimization of autologous CD19CAR-T lymphocytes, 
we developed drug-inducible expression system of CD19CAR, and demonstrated that we could successfully 
control CD19CAR expression under drug administration.

研究分野：遺伝子導入T細胞療法学
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1. 研究開始当初の背景 

腫瘍特異的免疫細胞を作成する方法としてキメラ抗

原レセプター (Chimeric antigen receptor, CAR) は近

年盛んに研究されている。CARとは、抗体の単鎖可

変領域と C領域を細胞外ドメインとし、それに膜貫

通領域と CD3ζ と共刺激シグナルを伝える分子の細

胞内ドメインをつないだもので (図 1)、抗原に結合

することにより T細胞にシグナルが伝達され標的細

胞の傷害が起こる。遺伝子導入によって T細胞に特

異性を与えることが可能で、T 細胞レセプターの遺

伝子導入では特定の HLA を持つ場合のみ治療可能

であるが、CARには HLA拘束性がない点において

より有利

である。

2011 年に
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法不応と

なった慢
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性白血病 

(CLL) に

対して、CD19特異的 CAR (CD19-CAR) を遺伝子導

入したCD8陽性T細胞が持続的な抗腫瘍活性を示す

ことが報告された (New England Journal of Medicine, 

2011; Science Translational Medicine, 2011)。 この報告

はこれまでの T細胞を用いた養子免疫療法と比較し

て、患者体内への投与後、投与した T細胞が長期間

体内に残り、実際的な抗腫瘍活性を示した点におい

て画期的である。成功した理由として、この報告で

は非常に強い免疫抑制状態にある CLL 患者を対象

とすることによって、「宿主の免疫システムによる排

除」を回避しえたのではないかと推測された。申請

時に既に申請者らは、CD19特異的 CARを遺伝子導

入した T細胞を、同種造血幹細胞移植後の患者にお

いて投与するための遺伝子導入・培養増幅方法の確

立に取り組んでいた。同種移植後に再発予防・治療

として CD19-CAR+ T細胞を投与する場合、遺伝子導

入される細胞は既知の特異性を持つ細胞である必要

がある。さもなくば患者体内への移入後、

CD19-CAR+ T細胞はもともと持っているT細胞レセ

プター (TCR) の特異性に従い、移植後の重篤な合

併症である移植片対宿主病を引き起こす可能性があ

る。そこで我々はウイルス特異的 TCRを持つ細胞を

選択的に培養し、同時に CD19-CARを遺伝子導入す

る系を確立した。これにより作成された細胞はウイ

ルス特異性と CD19 に対する特異性の両方を備えて

おり (Bi-specific)、それぞれの刺激に対して同等の

機能および分裂能力を持っていることが分かった。 

 

2. 研究の目的 

本研究の目的はCD19 CARを遺伝子導入したT細胞

を、同種あるいは自家の T細胞から作成する方法を

至適化することである。 

(1) 同種細胞を用いた系では、日本人において頻度

の高いウイルス特異的T細胞にCD19-CARを遺伝子

導入し、同時に新たなサイトカインを含んだ培養条

件の至適化にも取り組むことにした。 

(2) 自家細胞を用いた系では、CARの細胞内ドメイ

ンを入れ替えることによって、どのような反応の違

いがでるのか検討し、抗原密度と細胞内ドメインと

の相関について検討することにした。 

(3) これまで用いてきた CD19CARでは、

CD19CAR-T細胞を患者体内に投与すると、これに

反応する CD19抗原陽性細胞がなくなるまで非常に

強い反応が起こり続け、それによる致死的合併症も

報告されている。今回我々は薬剤を投与したときだ

け CD19CARが発現するようにする新たなシステム

の検討をも行うことにした。 

 

3. 研究の方法 

（1） 日本人に多い HLA型とそのサイトメガロウイ

ルス(CMV)・EBウイルス(EBV) 特異的エピトープを

認識する T細胞に対して CD19-CARを遺伝子導入し、

Bi-specific T細胞を樹立できるかを検討した。我々が



既に Bi-specific T 細胞が樹立できることを報告した

ウイルス特異的エピトープは A*0201-CMV, 

B*0702-CMV, B*0801-EBVなどであるが (Terakura et 

al. Blood, 2012)、日本人に多い HLA-A*2402等のエピ

トープ特異的 T 細胞に関しては試みておらず、これ

らのエピトープにおいて同様に作成可能であること

を示すことにより、本邦において臨床試験が可能か

どうか検討した。 

（2） 培養方法の改良。初期の培養において T 細胞

の生存シグナルである IL-15 あるいは IL-21 を併用

することで、特異的刺激を受けた細胞をより選択的

に培養・増幅できるか検討した。 

（3） CAR の細胞内ドメインの最適化に取り組んだ。

細胞内ドメインの異なる CARを作成し、それらの働

きを検討した。どの細胞内ドメインが最も反応が強

くでるか検討した。 

（4） 薬剤を投与したときだけ CARが発現するシス

テムの開発を行った。レトロウイルスを用いてベク

ターを構築することを試みた。これを T 細胞に遺伝

子導入し、CAR の発現を薬剤によってコントロール

できるかどうか検討した。 

（倫理面への配慮） 

 患者あるいはドナーから細胞その他の材料を採取

する場合には、当院 IRB で審査を受け、適切なイン

フォームド・コンセントのもと行っている。研究遂

行にあたって必要な倫理指針などを遵守して行った。 

  

4. 研究成果 

(1) 日本人に頻度の高い HLA に拘束される

CMV/EBV エピトープの同定とそれらを用いた

Bi-specific T細胞の作成を行った。CMV特異的 T細

胞に比べてEBV特異的 T細胞は増幅しづらいことが

わかった。CMV 特異的細胞は増幅しやすいものの、

CMV 陽性ドナーの割合は日本人の 60％程度とそれ

ほど高くないため、新たなエピトープの同定が必要

であると考えられた。EBV は日本人のほぼ 100％が

陽性であるが、前駆細胞の割合に比べて、培養中の

増幅が不良であった。培養方法の更なる工夫が必要

であると考えられた。 

(2) IL-15および IL-21を用いた Bi-specific T細胞の

培養条件の至適化;IL-2 に加えて IL-15 および IL-21

を加えた培養系で Bi-specific T 細胞の培養を行い、

IL-2+IL-21 の培養系において有意に高い遺伝子導入

効率を得た。この培養系が最適であると考えられた。 

(3) 自家の細胞を用いた系における改良：我々の用

いてきた CARの細胞内ドメインは CD28のものを用

いているが、近年臨床的有用性が報告されている

4-1BB や CD27 を用いて更なるシグナル伝達の効率

化を検討した。これまでの CD28 細胞内ドメインに

替えて、4-1BBや CD27の細胞内ドメインを合成し、

4-1BB や CD27 の細胞内ドメインを持つウイルスベ

クターを作成した。これらの CARによるシグナル伝

達をより容易に比較・定量するために、細胞を用い

たアッセイの構築を行った。これは T 細胞の腫瘍細

胞株に CARと reporter vectorを遺伝子導入し、これ

を CAR の標的抗原で刺激することによって CAR を

介して伝達するシグナルを定量しようと試みた。

reporter vectorを遺伝子導入し、次に CARを遺伝子導

入した細胞を作成したが、刺激後に意図したような

蛍光の発現は見られなかった。そのため、刺激後に

リン酸化するタンパクを細胞内フローサイトメトリ

ーで検討した。 

(4) CARの発現を薬剤で自由にコントロールするこ

とが出来れば、これまで自殺遺伝子の導入などを行

っていたところを、薬剤でコントロールし、遺伝子

導入免疫細胞は生かしたまま治療を一旦中断するな

ど柔軟な対応が可能となり、期待される。そのため

のベクターシステムを構築した。 
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