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研究成果の概要（和文）：新たながん治療法として、キメラ抗原受容体(CAR)を用いた遺伝子改変T細胞療法
（CAR-T療法）は有望であり、各種がんへの応用が期待されている。本研究では、骨肉腫の表面に高発現する抗
原に対する新規キメラ抗原受容体遺伝子改変T細胞を作成するためのpiggyBacトランスポゾンベクターと、
piggyBacトランスポゾン法を用いて高い導入効率を可能とする培養方法を開発した。本研究で開発したベクター
と培養法を用いて作成した新規CAR-T細胞は、ヒト骨肉腫細胞に対して強力な細胞傷害性を発揮した。本研究に
より、骨肉腫に対する新規免疫療法の基盤データを得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Genetically modified T cell therapy using chimeric antigen receptor (CAR) 
(CAR - T therapy) has been shown to be promising as a new cancer treatment method, and application 
to various cancers is expected. In this study, we developed a piggyBac transposon vector for novel 
chimeric antigen receptor genetically modified T cells for the antigen expressed on osteosarcoma 
cells and our culture method enabling high transduction efficiency using the piggyBac transposon 
gene transfer method. The novel CAR-T cells in this study exerted potent killing activity against 
osteosarcoma cells. Based on this study, we could obtain baseline data of novel immunotherapy for 
osteosarcoma.

研究分野：小児血液がん
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１．研究開始当初の背景	
骨肉腫は小児骨原発悪性腫瘍の中で最も頻

度が高く、小児の骨腫瘍の中でも 50%以上を
占めている。1970 年代に多剤併用化学療法が
導入されて以降全体の生存率は60-75%程度ま
で改善したが、この治療成績は 20 年以上改善
がない。また肺転移をきたしやすく、局所再
発を含めた再発例の根治率は 10%程度しかな
い。さらに、従来の手術、放射線治療、化学療
法による集学的治療は非常に侵襲が強く、副
作用の少ない効果的な新規治療法が切望され
てきた。最近米国から、神経芽腫細胞の表面
に発現するガングリオシドである GD2 や、B細
胞性血液悪性腫瘍の表面に発現する CD19 分
子を標的としたキメラ抗原受容体（chimeric	
antigen	receptor;	CAR）を遺伝子導入された
T 細胞療法の有用性が報告された。特に最近
報告された再発、治療抵抗性急性リンパ性白
血病(ALL)を対象とした CD19.CAR 発現 T 細胞
（CD19.CAR-T細胞）を使用した臨床試験では、
88%の奏効率に加え、非寛解例であっても投与
後に腫瘍残存病変が消失するという、劇的な
抗白血病効果が認められた。そのため、キメ
ラ抗原受容体を用いた遺伝子改変 T 細胞療法
を他のがんにも応用する研究が海外で加速し
ている。	
	

２．研究の目的	
本研究は、CAR を用いた遺伝子改変 T 細胞

療法を骨肉腫にも応用するための基盤研究で
ある。本研究では、骨肉腫の表面に発現する X
受容体 1（XR1）、X 受容体 2（XR2）を標的とし
た骨肉腫に対する有効性および安全性の高い
新規治療法の開発を目的に、X 特異的 CAR
（X.CAR）を作製し、骨肉腫細胞に対する
X.CAR-T 細胞の抗腫瘍効果を、in	 vitro、in	
vivo で評価する。	
	
３．研究の方法	
（１）ヒト骨肉腫細胞株の表面に発現するXR1
と XR2 の発現量をフローサイとメーターを用
いて解析する。	
	
（２）骨肉腫の表面に発現する XR1 と XR2 の
両方を標的とするリガンド X の特異的結合配
列をクローニングし、X.CAR発現トランスポゾ
ンベクターを新規に合成する。	
	
（３）GMP 準拠 T 細胞培養法と piggyBac トラ
ンスポゾン法を用いて、X.CAR-T細胞を培養、
樹立し、X.CAR-T 細胞上の X.CAR 発現量をフ
ローサイトメーターを用いて解析する。	
	
（４）XR 陽性骨肉腫細胞株に対する X.CAR-T
細胞の抗腫瘍効果を in	vitro および in	vivo
で検討する。	
	
４．研究成果	
（１）複数のヒト骨肉腫細胞株の細胞表面に
発現している XR1、XR2 の発現量をフローサイ

トメトリーにて解析した。複数の細胞株にお
いて、XR1 と XR2 の発現を確認した。一部の細
胞株において、XR2 は発現していたが XR1 の
発現はわずかであった（SaOS-2）。そのような
腫瘍の場合には XR1 のみを標的とした場合に
は腫瘍がエスケープしてしまう可能性がある。
X.CAR-T 細胞は、XR1 と XR2 の両方に対するリ
ガンド X を持つため、XR1 か XR2 のどちらか
の発現が低い場合にも細胞傷害性を発揮でき
るため、このような細胞の存在は X.CAR-T 細
胞の有用性を示唆するものであった。	

	
（２）XR1 と XR2 の両方を標的とするリガン
ド X の特異的結合配列をクローニングし、他
の CAR を発現する piggyBac トランスポゾン
ベクターを遺伝子組換え技術を用いて改変し、
X.CAR 発現トランスポゾンベクターを新規に
合成した。	

	
（３）piggyBac トランスポゾン法を用いた従
来の培養方法を改良し、大幅に遺伝子導入効
率を向上させる新規培養法を開発した。下図
の培養法１ではエレクトロポレーション後の
CAR-T 細胞を OKT3 と抗 CD28 抗体で刺激する
従来の方法である。培養法２はエレクトロポ
レーション後の CAR-T 細胞に活性化自己リン
パ芽球を加えて共培養したのちに OKT3 と抗
CD28 抗体で刺激する。培養法３では、エレク
トロポレーション後の CAR-T 細胞に、ウイル
スペプチドをパルスした活性化自己リンパ芽
球と共培養する。OKT3 や抗 CD28 抗体は使用
しない。培養法２や３の培養法により、エレ
クトロポレーション後に電子刺激でダメージ
を受けた CAR-T 細胞が、共培養した細胞から
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増殖刺激を受けたり、サイトカインをもらう
ことにより、CAR-T細胞のアポトーシス回避作
用があることが考えられた。その結果、CAR 遺
伝子導入効率は平均 30%以上まで上昇し、安
定的な CAR 発現を可能とした。さらに他の CAR
を用いた検討では、プラスミドの最適化によ
り平均 50%の導入効率を達成している。	

	
（４）上記培養法で樹立した X.CAR-T 細胞の
導入効率を、CAR の配列中に含まれるヒンジ
部分の CH2CH3 ドメインを標的とした抗体を
用いてフローサイトメーターで確認した。そ
の結果下図に示すように３０％程度の安定し
た CAR の発現を確認した。	

	
（５）樹立した X.CAR-T 細胞と XR1、XR2 発現
ヒト骨肉腫細胞株を、エフェクター：ターゲ
ット比（E:T 比）が 1:1 になるように in	vitro
で共培養した。５日間の共培養ののちにすべ
ての細胞を回収し、残存細胞のうち T 細胞は
抗 CD3 抗体を、腫瘍細胞は抗 CD56 抗体を用い
て、フローサイトメーターを用いて解析した。
コントロールの CD19.CAR-T 細胞は腫瘍細胞
を傷害せず、腫瘍細胞と T 細胞が共存してい
たのに対して、X.CAR-T細胞は強力に腫瘍細胞
を傷害し、腫瘍細胞はほとんど消失した。こ
のことより、X.CAR-T細胞は抗原特異的に腫瘍
細胞を傷害することが明らかとなった。	
	
	
	
	
	

	
（６）X.CAR-T 細胞の in	 vivo での細胞傷害
活性を調べるため、免疫不全マウスであるNSG
マウスの皮下に XR1,XR2 を発現する骨肉腫細
胞株を注射した。その３日後にコントロール
T 細胞または X.CAR-T 細胞をマウスの尾静脈
から注射し、以後腫瘍のサイズを測定した。
皮下注射された腫瘍は徐々に腫瘤を形成し、
ヒト骨肉腫移植マウスが樹立できた。しかし
ながら、皮下腫瘍の大きさはコントロール T
細胞治療群と X.CAR-T 細胞治療群とで変わり
なく、本皮下注射モデルでは X.CAR-T 細胞の
腫瘍抑制効果は認められなかった。固形腫瘍
では CAR-T 細胞が到達しにくく、浸潤しにく
いことが指摘されており、他の治療と組み合
わせるなどの工夫が必要かもしれない。	
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