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研究成果の概要（和文）：癌胎児性抗原（CEA）は、多くの癌種で発現が認められ、キメラ抗原受容体（CAR）導入T細
胞輸注療法の望ましい標的となり得る。そのためには、有効性を高めるだけでなく、CEAが正常組織にも発現される自
己抗原であることから、安全性は十分に確保されなければならない。本研究では、CAR導入CD4T細胞のヘルパー機能を
利用したCAR導入CD8T細胞の抗腫瘍効果の増強作用を検討した結果、CAR導入CD4T細胞は、CEA特異的CAR導入CD8T細胞の
抗腫瘍効果を増強しなかった。また、CEA―Tgマウスを用いて、CEA特異的CAR輸注療法の安全性を評価したところ、サ
イトカイン遊離症候群に注意が必要であった。

研究成果の概要（英文）：CEA is cell surface antigens highly expressed on various cancer cell types but 
also expressed on healthy tissues, thus its feasibility as a target for CAR-modified T cell therapy will 
be required to augment efficacy, but also awaited before establishing its safety in terms of 
on-target-off-tumor effects. In the present study, we sought to determine whether CAR-CD4 T cells act in 
concert with CAR-CD8 T cells to exert anti-tumor activity in vivo using CEA-transgenic mouse expressing 
CEA as a self-antigen. The adoptive transfer of CEA specific CAR expression CD4 T cells did not enhance 
the efficacy of CEA-specific CAR-expressing CD8 T cells to exert anti-tumor activity. The adoptive 
transfer in conjunction with lymphodepleting preconditioning mediated significant tumor regression but 
caused weight loss in CEA-Tg mice. This weight loss was not associated with overt inflammation in 
CEA-expressing tissues, but malnutrition with elevated systemic levels of cytokines linked to anorexia.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
（１）本邦における悪性腫瘍による死亡は死
亡原因の 30％を超え新規治療法の開発が切
望されている。なかでも、人為的に腫瘍特異
性を付与したT細胞をがん患者に移入する遺
伝子改変T細胞輸注療法に期待が集まってい
る（Johnson et al. Blood. 2009;114:535）。
そのなかで、腫瘍細胞表面上のがん抗原を直
接認識するモノクローナル抗体を単鎖抗体
化し、T細胞受容体（TCR）や副刺激分子のシ
グナル伝達ドメイン付加したキメラ抗原受
容体(CAR)を導入したT細胞（CAR導入T細胞）
は、①腫瘍上の主要組織適合性抗原（MHC）
非依存的に抗原認識が可能、②T細胞上のCD8
等の co-receptor非依存的に抗原認識が可能
であり、それ故、③CAR 導入 CD4T 細胞も腫瘍
を直接認識し活性化される。CD8T 細胞機能の
強化と維持に CD4 陽性 Th1 もしくは Th17 が
重要な役割を果たすことできるが（Zhu J et 
al. Ann Rev Immunol. 2010;28:445）、従来
のT細胞輸注療法においてほとんど利用され
てはこなかった。申請者等は、こうした CAR
と Th の性質を積極的に生かすことで、腫瘍
特異性を付与した Th1 あるいは Th17 細胞に
より CD8T 細胞の機能強化と維持を介して抗
腫瘍効果を飛躍的に高めることができる可
能性に着目した。 
 
（２）CD19 を標的とした血液腫瘍に対して、
CD19 特異的 CA-T 細胞輸注療法はめざましい
治療効果を発揮することが報告された。この
成果から、固形腫瘍に対する CAR-T 細胞輸注
療法に期待が高まっている。癌胎児性抗原は、
肺がん、膵がん、胃がん等の腺がん等の光景
腫瘍で主に発現が認められ、特に大腸がん細
胞表面上において高頻度に発現され、CAR 導
入 T細胞輸注療法の望ましい標的となり得る。
一方で、CEA は正常大腸の管腔側等に発現が
認められる正常自己抗原であることから、自
己免疫病発症のリスク評価を含めて
on-target-off-tumor といった安全性は十分
に検討されなければならない。腫瘍関連抗原
を標的としたT細胞輸注療法を目指した多く
の前臨床試験において、標的抗原が自己抗原
であることを無視した実験系でその有効性
と安全性の検討がなされてきており、腫瘍関
連抗原を自己抗原としてヒトと同様の発現
様式を示す動物モデルの必要性が指摘され
ていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍抗原特異的 CAR 導入 CD4 ヘ
ルパーT 細胞が、①同一特異性の CAR 導入
CD8T 細胞の腫瘍障害活性増強と生存率上昇
を介して抗腫瘍作用を増強している可能性、
②CAR 導入 CD4 ヘルパーT 細胞が直接的腫瘍
障害活性を発揮する可能性、③その両者によ
り強力な腫瘍縮小効果を発揮する可能性、を
明らかにする。併せて、ヒトと同様の発現様
式を示す、CEA トランスジェニック（CEA-Tg）

マウスを用いて、安全性に関する評価を行う。 
 
３．研究の方法 
（１） CAR導入CD4T細胞とCD8T細胞の調整 
 マウス脾臓から CD4T 細胞と CD8T 細胞を精
製した。それぞれの T細胞亜集団を、ヒト CEA
に反応する scFv と CD28 および CD3ζのシグ
ナル伝達ドメインから成り立つCARレトロウ
イルスベクターを用いて感染・導入した。感
染・導入条件は既報のレトロウイルスベクタ
ーを用いた TCR 導入条件に基いて行った
（Iwamura K, Kato T et al. Gene Ther. 
2012;19:959）。CEA特異的CARの発現確認は、
ビオチン化CEAと蛍光標識アビジンを用いて
行った。 
 
（２） in vitro における機能評価 
CAR 導入 CD4T 細胞と CD8T 細胞をそれぞれ、
CEA 発現腫瘍で刺激し細胞内サイトカインサ
イトカイン産生、CEA 陽性腫瘍を標的として
細胞傷害活性を測定した。 
 
（３）in vivo における評価（王立楠） 
 上述の CAR導入 CD4T 細胞と CD8T 細胞を単
独もしくは両者を混合して、CEA 陽性腫瘍株
を背部皮下に接種した野生型（WT）マウスに
輸注し、経時的に腫瘍径を測定し、抗腫瘍効
果を評価した。マウスはリンパ球減少性の前
処置（フルダラビン＋シクロフォスフォミド
＋放射線全身照射）を施したものと、施さな
いものを用いた。同時に、輸注した担癌マウ
スの末梢血、所属（膝下）リンパ節、脾臓、
腫瘍組織を回収し、各臓器に存在す輸注細胞
の存在比率、分化・活性化状態に関して細胞
表面マーカーを指標にして解析した。輸注細
胞を作製する際にはC57BL/6 CD45.1congenic
マウス T細胞を用いて追跡可能にした。 
 
４．研究成果 
（１）レトロウイルスベクターを用いた CAR
導入法によりマウス CD4 と CD8T 細胞それぞ
れに70〜85％の効率でCARの発現が認められ、
両細胞集団とも抗原特異的刺激によりサイ
トカインを産生できることを確認した。一方、
CEA特異的CAR陽性CD8T細胞は効率よく、CEA
陽性腫瘍を in vitro で傷害できたが、CD4T
細胞では認められなかった。CEA 陽性腫瘍を
担癌させた WT マウスに、CEA 特異的 CAR 導入
CD4T 細胞と CD8T 細胞を単独もしくは両者を
１：１で混合して輸注した結果、CD8 単独輸
注は CD8＋CD4 輸注と同程度の腫瘍縮小が認
められたが、CD4 単独輸注では全く認められ
なかった。 
 
（２）CEA-Tg マウスを用いた安全性評価に先
立って、このマウスの正常組織に於ける CEA
発現を免疫組織学的に確認した。その結果、
肺胞、胃、小腸と大腸に発現を認めたが、そ
れ以外の臓器では発現は認められず、ヒトと
同様の発現様式を示す Tg マウスであること



を確認できた。安全性評価実験においては、
CD4 と CD8 両者を含む全 CEA 特異的 CAR-T 細
胞を CEA-Tg マウスに輸注した。コントロー
ルとして WT マウスを用いた。輸注により
CEA-Tgマウスに担癌させたCEA陽性腫瘍の増
殖を抑制した。その際、体重減少や下痢を指
標にした副作用は認められなかった。さらに、
ヒトにおけるT細胞輸注療法プロトコールに
含 ま れ る リ ン パ 球 減 少 性 の 前 処 置
（Cyclophosphamide + Fludarabine + 4.5Gy 
放射線照射）を施した場合、腫瘍縮小効果が
強まった。しかしながら、前処置群＋輸注群
においては、体重減少が認められた。一方、
同様の腫瘍縮小効果が見られた WT マウスで
は、全く認められなかった。この体重減少の
原因を探るため、CEA 発現臓器、血中サイト
カイン、血清生化学試験を行ったところ、サ
イトカイン遊離症候群にみられるサイトカ
インの中でも食欲不振に関与するサイトカ
イン（IL-6、TNFalpha、MIP-1alpha 等）の上
昇が認められた。血清生化学検査の結果等も、
栄養不良状態が推測された。一方、CEA 発現
臓器である肺と腸において、炎症が見られた
が、その程度はWTマウスと同程度であった。 
 
（３）CEA 特異的 CAR 導入 CD4T 細胞は、CEA
特異的 CAR 導入 CD8T 細胞の抗腫瘍効果を増
強しなかったが、その原因として用いた CD4
ヘルパーT 細胞の適切な分化誘導ができてい
なかった可能性が高く、今後の検討が必要で
ある。また、CEA を標的とした CAR-T 細胞輸
注療法の安全性に関しては、サイトカイン遊
離症候群に注意が必要であった。抗 IL-6 中
和抗体により、症候群制御が可能かを検討す
る予定である。 
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