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研究成果の概要（和文）：犬の口腔内メラノーマは悪性度の高い腫瘍であり、有効な全身療法が確立されていな
い。本研究の目的はこの口腔内メラノーマに対して有効な免疫細胞療法 (CAR-T細胞療法）を確立すること、ま
た犬のCAR-T細胞療法として効率や効果などの細かな条件検討を行うことで、犬のCAR-T細胞療法の基盤的技術を
確立することであった。
口腔内メラノーマ特異的CAR-Tの作製については残念ながら得られた遺伝子発現プロファイルからよいものを作
ることができなかったが、犬のCAR-T細胞を作製する上での条件検討は十分にでき、その有効性をマウスにおい
て証明できた。

研究成果の概要（英文）：Canine oral melanoma is a highly malignant tumor for which no effective 
systemic therapy has been established. The purpose of this study was to establish an effective 
immune cell therapy (CAR-T cell therapy) for oral melanoma and to establish a basic technology for 
CAR-T cell therapy in dogs by examining detailed conditions such as efficiency and effectiveness of 
CAR-T cell therapy in dogs.
Unfortunately, we were not able to produce a good CAR-T specific for oral melanoma based on the gene
 expression profile we obtained, but we were able to examine the conditions for the production of 
canine CAR-T cells and prove their efficacy in mice.

研究分野：獣医内科学

キーワード： 犬　がん　CAR-T　免疫細胞療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果は、犬の悪性腫瘍に対する免疫細胞療法としてCAR-T細胞を用いる上での基礎となる情報
として非常に重要である。犬のCAR-T細胞療法は、まだ未開拓分野であり、世界的にも着手しているグループは
少ない。今回得られた情報をもとにさらに改良をすることにより、犬の悪性腫瘍に対するCAR-T細胞療法が臨床
の現場で使用できるようになり、新たな治療オプションとなる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

人の悪性腫瘍の治療として古くから行われている免疫細胞療法のなかで、1980 年代に実施

されていた活性化リンパ球療法や LAK 療法は十分な効果が認められなかった。1990 年代から

2000 年にかけて実施された腫瘍浸潤リンパ球療法は、外科手術により切除した腫瘍組織に浸潤

する細胞傷害性リンパ球を増殖して用いるため著しい効果を認めたが、腫瘍組織から患者ごと

に腫瘍に浸潤するリンパ球を分離し、腫瘍特異性ももつもののみを増殖、選別する必要があった

ため、現実的に実施するのが煩雑であることが問題であった。最近になって最も注目されている

キメラ抗原受容体 T 細胞(CAR-T 細胞)療法は、患者の末梢血液から採取した通常のリンパ球に、

キメラ抗原受容体遺伝子（腫瘍に対して特異的に作用する抗体の可変領域由来遺伝子とリンパ

球の増殖および活性化能を付与する遺伝子コンストラクト）を導入することで作製した遺伝子

組換え細胞を用いて行う免疫細胞療法である。患者ごとに末梢血リンパ球を用いて CAR-T 細胞

を作製する必要はあるものの、血液系腫瘍に対するその目覚ましい効果（難治性白血病の治癒率

90%以上）のため現在世界中で 150 以上の臨床試験が実施されている上、2017 年 8月には FDA に

よって人の白血病に対して初めてその治療法が認可された。一方、固形腫瘍に対しては、それら

投与した細胞がうまく遊走しないなどの問題点もあり、十分な効果が得られていない。 

一方、犬の悪性腫瘍の治療において、CAR-T 細胞療法は未だ確立されていない。さらに悪性

メラノーマのような悪性度が高い難治性腫瘍に対して本治療法を用いることができれば大幅な

予後の改善につながることが期待される。 

 
２．研究の目的 
 犬の CAR-T 細胞療法に本格的に着手しているのは、申請者の知る限り、ペンシルバニア大学、

テキサス A&M大学と申請者のみである。しかし細かな条件の検討、真に有用な犬の CAR-T 細胞の

検討については実施されていない。したがって本研究の目的は、犬の CAR-T 細胞の作製方法を詳

細に検討し確立すること、犬の悪性メラノーマに対して有効な CAR-T 細胞療法を確立すること

である。 

 

３．研究の方法 

症例由来腫瘍組織 山口大学動物医療センターに来院した口腔内メラノーマの症例犬より検査

および手術目的で採取された腫瘍組織の一部を飼い主の同意のもと保存し、症例由来腫瘍組織

として用いた。 

RNA seq 上記腫瘍組織より常法に基づき RNA を採取し、TAKARA において次世代シークエンサー

により RNAseq 解析を行った。 

細胞株および末梢血単核球 犬のメラノーマ腫瘍細胞株としては中川貴之博士、Jamie Modiano

博士より分与いただき、10%FBS 加 RPMI160 培地で培養した。末梢血単核球については、供血目

的で飼育している健常ビーグルより全血を採取後、常法により Lymphoprepを用いて末梢血単核

球(PBMC)を分離した。 

フローサイトメトリー Sakai et al. (Vet Comp Oncol. 2020)に記載の方法によって実施し

た。 

免疫染色 Sakai et al. (Vet Comp Oncol. 2020)に記載の方法によって実施した。 

CAR-T 細胞の作製 Sakai et al. (Vet Comp Oncol. 2020)に記載の方法によって実施した。 

腫瘍移植マウスモデル Hwang et al. (Vet Comp Oncol. 2016)に記載の方法をもとに改変実施

した。 

 

４．研究成果 



 

 

(1) 犬口腔内メラノーマの RNA seq 解析 犬口腔内メラ

ノーマにおいて腫瘍を攻撃するために浸潤している細胞

傷害性リンパ球の浸潤・遊走に関与する分子を同定するた

めに、症例より採取した腫瘍組織を用いて RNAseq を実施

した（図 1）。その結果、いくつかのケモカインやサイトカ

インを含め、腫瘍浸潤リンパ球の浸潤・遊走に関与する可

能性のある分子が同定できた（未発表データであるためこ

こでは細かなデータを示さない）。これらの分子について、

実際のメラノーマ症例由来腫瘍組織を用いた RT-PCR によ

りそれらの発現を検討したところ、共通して同定できる浸

潤・遊走に関連する分子を同定することができなかった。

このことは今回用いている症例について、犬種や病理組

織像などがすべてに共通しているわけではないことか

ら、症例におけるばらつきによるものである可能性が示

唆された。これはさらに多くの症例を追加することで、

同定できる可能性がある。 

(2)犬メラノーマ特異的抗体の解析 以前に我々が独自

に単離した犬メラノーマ細胞株に特異的な 5 種類の抗体

について、それらの犬メラノーマに対する特異性につい

て検討を行った。まずすべての抗体が 10種類の犬メラノ

ーマ細胞株に対して反応性を示した（図 2）。また犬メラ

ノーマ由来腫瘍組織に対する反応性については、抗体 A, 

C, Eについては多くの症例で反応性を示した(図 3、表)。

そのなかから 3 種類について犬の末梢血単核球および正

常組織に対する反応性を検討したところ、正常組織に対

する反応性は認められなかったが、PBMC に対してはすべ

ての抗体が反応してしまった(data not shown)。本来こ

こで同定された抗体を CAR-T の V 領域コンストラクトと

して用いる予定であっ

たが、これら抗体の PBMC

への反応性が明らかに

なったため、CAR-T とし

て用いるには、副作用が懸念され、そのためにこれら

抗体を用いたメラノーマの治療という点では断念せ

ざるを得なくなった。 

(3) 犬 CAR-T 細胞の作成および in vitro での解析 

(1)-(2)における結果より、当初予定していた犬メラ

ノーマに対する CAR-T 細胞としての特異性が十分で

はないことが明らかとなった。したがって犬メラノ

ーマに対する CAR-T 細胞としての計画を変更せざる

を得なくなった。しかしより効果的な犬 CAR-T 細胞を

作製するための培養条件などの検討は犬においてこ

れまで十分に実施されておらず、犬においてより良質な CAR-T 細胞を作製するための条件を検

討することは、本プロジェクトのもう一つの目的であるため、我々がこれまでに解析をすすめて

いた犬 CD20 分子に対する抗体を用い、CD20 分子を CAR-T の作製のためのモデル抗原として用

い、その作製方法についての詳細な検討を行った。 

 まず犬の CAR-T を作製するための遺伝子導入効率を最大化するための PBMC の刺激方法につい

図 1 口腔内メラノーマ 20 例を用いた RNA seq 解析によるケモカインやサ

イトカイン遺伝子の発現検討 

図 2 口腔内メラノーマ細胞株を用いたメラノーマ特異的モノクローナル抗

体による反応性の検討（7 細胞株の結果のみを示す） 

図 3 口腔内メラノーマ症例由来組織を用いたメラノーマ特異的モノクロー

ナル抗体による反応性の検討（1 症例の例、まとめは表） 



 

 

て検討を行った。また同時に得られた CAR-T 細胞のメモリー

細胞表現型の解析、疲弊化マーカーの解析も行った。第 2 世代

および第 3世代 CAR-T の比較、刺激として、PHA, PHA と人工

抗原提示細胞を用いたもの、抗 CD3 抗体もしくは抗 CD3 抗体

と抗 CD28 抗体を用いた刺激、PHA に IL-15 または IL-21 を加

えた培養条件などの検討を行った。これら様々な条件の組み

合わせで検討を行ったが（一部を図 4に示す）、第 2 世代およ

び第 3 世代は大きくかわらず、結果的に PHA 刺激のみによる

培養が一番よい CAR-T が作製できることが明らかとなった。

また、同時に行った CD20陽性腫瘍細胞に対する細胞傷害活性

および上清に産生された IFNγの測定については、CD3 刺激の

方がより強い傾向にあったが PHA 刺激でも十分強い活性が得

られた(図 5)。また CAR-T 細胞作製の際の細胞の増殖も重要な

要素であるが、刺激による差よりも用いたドナー犬による差

のほうが大きいことがわかった(図 6)。このことより得られた

CAR-T 細胞の培養条件により、犬の悪性腫瘍の治療に使用可能な CAR-T 細胞が作製できたと考え

られた。 

 

 

(4) 腫瘍移植マウスを用いた CAR-T 細胞の効果の解析 次に CAR-T 細胞が実際に腫瘍移植マウ

スにおいても in vitroと同様に機能するかについて検討を行った。まず犬の CAR-T 細胞の効果

確認のための腫瘍移植マウスモデルが確立されていなかったため、条件検討などを行った。CAR-

T 細胞を投与後に投与個体で十分に CAR-T 細胞の増殖を得るためには、骨髄抑制を誘導すること

が必要である。そのため NOD/SCID マウスに対してシクロフォスファミドを投与し、一定期間経

過後、犬リンパ腫腫瘍細胞株 CLBL-1 を移植し、腫瘍が 200mm3になった時点で 1x107個の CAR-T

細胞を 3 日ごとに静脈注射し、その後の腫瘍の増殖を検討した。結果については、未発表データ

であるので図は示さないが、コントロールとして活性化リンパ球を投与したマウスでは腫瘍の

増殖は継続したのに対し、CAR-T 細胞を投与した群では腫瘍の増殖が抑えられた。このように(3)

において条件検討を行った上で作製した CAR-T 細胞は腫瘍移植マウスにおいても十分効果を発

揮するものであることが明らかとなった。 

 

CD8+ subset, and this was more obvious when the cells were stimu-

lated by both anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (Figure 3A). Since

the results are varied in each donor, individual data from three dogs

are shown in Figure 3B,C. Regarding the T cell differentiation status,

two out of three donors (donors #2 and #3) showed an increase in the

effector T cell subset and decreased PD-L1 expression by stimulation

of CD3 alone, and the same result was observed when the cells were

stimulated using CD3 plus CD28 (Figure 3B,C). However, the effect

of stimulation of CD3 on PD-1 expression differed in each donor.

To evaluate the effect of co-stimulatory molecules, in addition to

PHA stimulation, mitomycin-C-treated CTAC cells expressing co-

stimulatory molecules (CD80, CD83, CD86 and CD137L) were used

as aAPCs (Figure 1B, condition #3), when stimulating PBMCs. Since

the results are varied in each donor, individual data from three dogs

are shown in Figure 4B. CAR-T cells stimulated by PHA and aAPCs

increased the CD8+ subset (Figure 4A). Although the percentage of

the Tscm subset varied between the donors, stimulation by aAPCs

had a tendency to increase the Teff subset (Figure 4B). There was also

a tendency that stimulation by aAPCs decreased the expression of

PD-1 and PD-L1, and PD-L1 expression was significantly decreased

by aAPC stimulation (Figure 4C).

To evaluate the influence of interleukins, IL-15 and IL-21 were

used in addition to the base conditions (condition #1: PHA and IL-2).

We used IL-15 and/or IL-21 during cell stimulation (days 0-3) and cell

expansion (days 4-10; Figure 1B, condition #4). As shown in Figure 5,

the additional treatments of IL-15 and/or IL-21 influenced no

F IGURE 3 T-cell stimulation with CD3/CD28 and its phenotypic effect on CAR-T cells. PBMCs were stimulated by condition #1 (PHA) or
condition #2 (CD3 and/or CD28), and transduced with third-generation CARs. CAR-expressing cells were stained and analysed by flow
cytometry. Each experiment was independently performed using three healthy dogs. Data are shown as the average of three dogs, and error bars
indicate SD of the results from three dog (A). The results from each dog were shown in each separated graph in B and C. A, Frequency of CD4+

and CD8+ cells. B, T-cell memory subset analysis based on CD45RA and CD62L expression. C, Expression levels of PD-1 and PD-L1 in CAR-T
cells. CAR-T, chimeric antigen receptor transduced-cells; PHA, phytohemagglutinin
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and confirmed cytokine production from cryopreserved CAR-T cells

(Figure 8C).

5 | DISCUSSION

The purpose of this study was to generate and evaluate canine

CD20-specific CAR-T cells. We also focused on the optimal proto-

col for the generation of canine CAR-T cells. Previous studies on

canine CAR-T cells have investigated the expansion and transduc-

tion methodology that enables the generation of sufficient num-

bers of canine CAR-T cells.5,8 However, detailed investigations on

the generation protocol of canine CAR-T cells are still lacking.

Therefore, we examined the optimal methods for viral transduc-

tion, and the effect of cell stimulating conditions on T-cell

phenotype.

Regarding the transduction efficiency of the virus, the tempera-

ture at 37!C during collection of the virus, and use of a virus-bound

RetroNectin method was found to be the most efficient method

(maximum 72.8% transduction efficiency) in this study. Mata et al.

investigated the optimal retroviral transduction of canine CAR-T

cells, and achieved a maximum 34.9% transduction efficiency using

RetroNectin.5 Our method greatly improved the retroviral transduc-

tion efficiency of canine T cells.

F IGURE 6 Cytotoxic activity and target specificity of canine CD20 CAR-T cells. A, Surface expression of cCD20 on target cell lines. Cells
were stained with an anti-canine CD20 monoclonal antibody, and analysed by flow cytometry. Anti-cCD20 staining (grey histograms) overlaid
with control (black histograms). All data except CLBL-1/luc was performed only once, but a representative result from several experiments is
shown in the case of CLBL-1/luc cells. B and C, Cytotoxic activity and IFN-γ production of canine CAR-T cells. Canine second- (CD28 or 4-1BB)
and third-generation (third) CD20 CAR-T cells were generated using condition #1, and cultured with CLBL-1/luc cells at the indicated E/T ratio.
Specific lysis (B) was measured after 4 hours, and IFN-γ (C) was quantified by ELISA. Non-transduced T-cells were used as a control. *, ** and ***
indicate P < .05, P < .01 and P < .001, respectively. D, E and F, Target specificity of canine CD20 CAR-T cells. Canine T cells were stimulated
using condition #1, and transduced with third-generation CARs. CAR-T cells were cultured with wild-type CLBL-1/luc cells (WT), cCD20 knock-
out CLBL-1/luc cells (cCD20ko #1 and #2) (D), CLC/luc cells (E), EL4/luc cells, and EL4/luc/cCD20 cells (F) at the indicated E/T ratio. *, **, and ***
indicate P < .05, P < .01, and P < .001, respectively. G, H and I, PBMCs were stimulated using condition #1 (stimulation with PHA), condition #2
(stimulation with CD3 and/or CD28) (G), condition #3 (stimulation with aAPC) (H), or condition #4 (addition of IL-15 and/or IL-21) (I), and
transduced with third-generation CARs. CAR-T cells were cultured with CLBL-1/luc cells and specific lysis was measured after 4 hours. ** and ***
indicate P < .01 and P < .001, respectively. Each experiment was independently performed using three healthy dogs in duplicate, and a
representative result from three experiments is shown in B, G, H, and I. The ELISA was performed in duplicate, and the result from one
experiment with no replicate is shown in C. The cytotoxic experiments were performed in duplicate in D, E, and F, and the result from one
experiment with no replicate is shown. All error bars indicate SD between experimental replicates. aAPC, artificial antigen presenting cells; CAR-T,
chimeric antigen receptor transduced-cells; PHA, phytohemagglutinin

F IGURE 7 CAR-T cells expansion capacity by various treatment. Fold expansion during cell expansion period. The total cell numbers of day
10 was compared with those of day 3. The results of non-transduced PBMCs, condition #1 (PHA), condition #2 (CD3 and CD3/28), condition #3
(aAPCs), and condition #4 (IL-15, Il-21, and IL-15/21) are shown. The results of second-generation CAR are also shown (CD28 and 4-1BB). Each
condition is shown below the figure. PHA: stimulation with PHA, CD3 and CD3/28: stimulation with CD3 and/or CD28 antibodies, CAR: CAR
construct (second- and third-generation). CAR(−) means non-transduced control T-cells expanded in parallel, aAPC: stimulation with aAPCs,
Cytokine: stimulation with indicated interleukins. Bars indicate average, and error bars indicate SD. aAPC, artificial antigen presenting cells;
CAR-T, chimeric antigen receptor transduced-cells; PHA, phytohemagglutinin; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells
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memory T cell subset, although an increase of PD-1-expressing cells

was observed in cryopreserved cells. We also evaluated the cytotoxic

function of cryopreserved CAR-T cells and found that cytotoxic

function was limited on the day of thawing, but the cytotoxic function

recovered to the same degree as that of fresh cells by 2 days after

thawing (Figure 8B). We evaluated the cells at 2 days after thawing

F IGURE 6 Legend on next page.

748 SAKAI ET AL.

図 4 培養条件による CAR-T 細胞のメモリー細胞表現型

の解析および疲弊化マーカーの解析（犬 3 の結果を示す） 

図 5 CAR-T による犬 CD20 陽性腫瘍細胞の細胞傷害活性の検討 図 6 CAR-T 作製過程における増殖率の比較 
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