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研究成果の概要（和文）：CAR T細胞の幹細胞性の喪失や疲弊は、固形癌を標的としたCAR T細胞療法の大きな障
壁となっている。我々は、これらの課題を解決すべくCAR T細胞の疲弊と幹細胞性に焦点を当て、CAR T細胞のリ
プログラミング法の開発に取り組んだ。本研究では、ドミナントネガティブNR4Aの遺伝子導入がCAR T細胞の抗
腫瘍活性を増強させることを明らかとした。一方、CAR T細胞の幹細胞様プログラムがFOXO1によって制御されて
いることを明らかとした。以上より、疲弊化因子NR4Aの機能阻害および幹細胞様因子FOXO1の活性制御は、固形
癌を標的としたCAR T細胞療法の開発戦略として極めて有望であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Loss of stemness and exhaustion of CAR T cells are major obstacles to CAR T 
cell therapy targeting solid tumors. We focused on the exhaustion and stemness in CAR T cells to 
address these issues and developed a method for reprogramming CAR T cells into stem-like CAR T 
cells. In this study, we found that gene transfer of dominant-negative NR4A enhanced the antitumor 
activity of CAR T cells. On the other hand, we found that the stem-like program of CAR T cells is 
regulated by FOXO1. In conclusion, inhibiting the function of the exhaustion factor NR4A and 
regulating the activity of the stem-like factor FOXO1 are promising strategies for the development 
of CAR T cell therapy targeting solid tumors.

研究分野： がん免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CAR T 細胞療法は抗癌剤耐性の白血病患者に対して強い治療効果を示し、期待されているT 細胞移入療法である
が、固形がん患者に対しては未だ十分な治療効果が認められていない。本研究では、今まで不明であったCAR T
細胞の運命を左右する転写因子として、FOXO1を同定した。さらに、疲弊因子NR4Aの機能阻害および幹細胞性因
子FOXO1の活性増加による抗腫瘍活性の増加には、ミトコンドリア代謝リプログラミングが重要であることが明
らかとなった。これらを同時に調節できれば、より効果的なCAR T細胞療法として未だ達成されていない固形が
んを標的としたCAR T細胞療法への応用も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  がん免疫の主体である細胞傷害性 CD8+ T 細胞はがん微小環境下で、慢性的な抗原刺激によって
「疲弊」し抗腫瘍効果が減弱する。Chimeric Antigen Receptor （CAR） T 細胞療法は血液がんでは大
きな成果が得られたが、疲弊化に起因する治療効果の低下により、固形がんに対しては未だ十分な治
療効果は認められない。一方、幹細胞様メモリーT （TSCM） 細胞は最も幼若なメモリーT 細胞で、ミトコ
ンドリア優位な代謝により効率的な自己複製や長期生存が可能であり、強力な抗腫瘍活性を有する
（Ando et al. 2020. Immunol Med.）。よって T 細胞疲弊を回避し、より抗腫瘍活性の高い T 細胞へ「脱
分化」させることが、固形がんに応用可能な新たながん免疫療法の開発に繋がると考えられる。我々の
研究室では、世界で初めて NR4A が T 細胞疲弊の中心となる転写因子であることを示した（Chen et al. 
2019. Nature）。一方で、疲弊 T 細胞を脱分化させて良質なメモリーT 細胞に転化させる方法は報告さ
れていない。我々は、一旦活性化したヒト CAR T 細胞を TSCM 様 CAR T（CAR-iTSCM）細胞に転換でき
る手法を確立した（Kondo et al. 2017. Nat Commun., Kondo et al. 2018. Cancer Sci., Kondo et al. 
2020. Cancer Res., Ando et al. 2021. Cancer Res Commun.）。これによって部分的に疲弊した T 細胞
を TSCM 様の良質なメモリーT 細胞に転換しうる可能性が初めて示された。 
 
２．研究の目的 
  がん免疫療法はがん治療の第４の柱として確立されつつあるが、依然として T 細胞の”疲弊”に起因
する治療効果の低下が問題となっている。疲弊を回避し、より抗腫瘍活性の高い T 細胞へ転換させる
ことができれば、極めて有効的ながん免疫療法となる。本研究では、これまでの NR4A を中心とする疲
弊化制御に関する研究と CAR-iTSCM 誘導による幹細胞様リプログラミングに関する研究の知識と経験を
生かして、CAR T 細胞の疲弊解除および良質なメモリーT 細胞へと若返らせる方法を開発し、固形がん
治療への応用を目指すものである。さらに、単なるリプログラミングの技術開発にとどまらず、メモリーT 
細胞の分化およびその可塑性に関する基本原理の理解を目指す。 
 
３．研究の方法 
  本研究では、ヒト CAR T 細胞の疲弊および幹細胞性の両側面からアプローチすることで、CAR T 細
胞のリプログラミング法の開発を目指す。(1) 疲弊の観点からは、NR4A 編集による疲弊抵抗性 CAR T
細胞の作製および、遺伝子発現解析や機能解析、代謝解析を用いて疲弊回避機構を解明する。(2) 
幹細胞性の観点からは、トニックシグナル依存的な疲弊 CAR T 細胞から、CAR-iTSCM 細胞を誘導する
系を確立し、CAR-iTSCM 誘導による幹細胞性の獲得および疲弊の解除機構を遺伝子発現解析やオー
プンクロマチン解析、機能解析、代謝解析を用いて明らかとする。 
 
４．研究成果 

(1) NR4A 編集による疲弊抵抗性 CAR T 細胞 
  我々は、CRISPR/Cas9 を用いた NR4A1、NR4A2、NR4A3 の遺伝子欠損（NR4ATKO）および ドミナ
ントネガティブ NR4A 遺伝子の強制発現（DN-NR4AOE）によって、疲弊抵抗性ヒト CAR T 細胞の作
製に成功した。遺伝子発現解析より、DN-NR4AOE CAR T 細胞は、がん細胞による慢性抗原刺激後
も、対照 CAR T 細胞と比べてミトコンドリア代謝や細胞増殖関連の遺伝子発現が増加している
ことが明らかとなった。さらにヒト固形がんを用いた in vitro および in vivo 実験より、DN-
NR4AOE CAR T 細胞は従来の CAR T 細胞よりも優れた抗腫瘍効果を有することが明らかとなった 
(図 1)。 

 
 
図１. DN-NR4AOE CAR T 細
胞は強力な抗腫瘍活性を
発揮する 
 
A. HER2 陽性膵臓がん
細胞株 Panc-1 に対する
Control HER2 CAR T 細胞
お よ び DN-NR4AOE HER2 
CAR T 細胞の IL-2 産生と
IFN-産生 
 
B. in vivo における
HER2 陽性膵臓がん細胞株
の腫瘍増殖と HER2 CAR T
細胞の移入実験 

 

Control

DN-NR4AOE HER2BBz DBD

HER2BBz

IL-2 IFN-γ

0 20 40 60

Infusion

28
0

50

100

150

200

Time (Day)

Tu
m

or
 v

ol
um

e 
(m

m
3 )

Control

DN-NR4AOE

*

Con
tro

l

DN-N
R4A

OE

0

100

200

300

400

IL
-2

 (p
g/

m
l)

****

Con
tro

l

DN-N
R4A

OE

0

1000

2000

3000

IF
N

-γ
 (p

g/
m

l)

****

A B



 
 
 
 
 

 
 

(2) 幹細胞様 CAR T 細胞へのリプログラミング 
  我々は、恒常的かつ強力なトニックシグナルを有する疲弊 HER2 CAR T 細胞において、チロシ
ンキナーゼ阻害剤 Dasatinib による一過性の CAR/TCR シグナルの遮断が、CAR-iTSCM誘導培養条
件(IL-7/CXCL12/IGF-I: 7/12/I)特異的に、強力な抗腫瘍活性を有した CAR-iTSCM細胞を誘導する
ことを見出した(図 2)。さらなる解析の結果 7/12/I +Dasatinib によって、疲弊 HER2 CAR T 細
胞で認められたミトコンドリア機能障害は改善され、疲弊から幹細胞様メモリーへのエピジェ
ネティックリプログラミングが確認された。さらに、これら幹細胞様メモリーリプログラミング
の主要制御転写因子として FOXO1 を同定した。また、7/12/I +Dasatinib によるエピジェネティ
クスの変化すなわち、疲弊プログラムの遮断および幹細胞様メモリープログラムの亢進は、FOXO1
に起因することが明らかとなった。 

 

 
 
図２. 7/12/I +Dasatinib は疲弊 HER2 CAR T 細胞を強力な抗腫瘍活性を有した CAR-iTSCM細胞へ
と転換させる 
A)Dasatinib 非存在下もしくは存在下における、IL-2 もしくは 7/12/I 培養による HER2 CAR T 
細胞の幹細胞様メモリー誘導  
B)in vivo における HER2 陽性肺がん細胞株 A549 の腫瘍増殖と HER2 CAR T 細胞の移入実験 
 
  以上より、疲弊因子 NR4A の機能阻害および幹細胞因子 FOXO1 の活性制御は、固形癌を標的と
した CAR T 細胞療法の開発戦略として極めて有望であると考えられる。本研究は CAR T 細胞療
法の大きな障壁である CAR T 細胞の幹細胞性の喪失および疲弊化を克服することで、長期的な
治療効果を狙うものであり、より効果的な CAR T 細胞療法として固形がん治療への応用が期待
できる。 
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