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研究成果の概要（和文）：難治性の疾患である胸膜中皮腫に対する抗原特異的免疫細胞治療を開発するため、γδT細
胞にメソテリン特異的受容体遺伝子（MesoCAR）を導入する技術を確立した。In vitro/ in vivoでのMesoCAR+γδT細
胞の抗腫瘍効果が確認された。MesoCAR+αβT細胞と比較し、遜色ない抗腫瘍効果だった。正常組織に対するoff-tumor
/on-target toxicityは認められず、移植片対宿主病も誘導されなかった。MesoCAR+γδT細胞を用いた免疫治療は、胸
膜中皮腫含むメソセリン陽性腫瘍に対して副作用を起こさずに抗腫瘍効果を発揮する有効な治療法となる可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：To develop antigen-specific immunotherapy for malignant mesothelioma, we 
established mesothelin-specific chimeric antigen receptor (MesoCAR) inducedγδTcells. MesoCAR mRNA was 
transduced into γδTcells, and optimal conditions of MesoCAR+γδTcell adoptive therapy for in vivo and 
in vitro mesothelioma models were investigated. Anti-tumor effects of MesoCAR+γδTcells were observed, 
and the anti-tumor effects were comparable to or might be better than those of MesoCAR+ αβTcells. 
Off-tumor/on-target toxicity to normal tissues was not seen, and the graft-versus host disease was not 
induced. MesoCAR+ γδTcell adoptive therapy may be an effective treatment without causing major 
side-effects for mesothelioma or other mesothelin-positive tumors.

研究分野：呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 
悪性胸膜中皮腫は比較的まれな疾患であり、
日本における年間死亡者数は 1258 人(2011
年)だが、10 年前(2001 年)の年間死亡数 772
人と比較すると1.5倍以上に増加している①。
治療は化学療法、手術、放射線が行われるが、
大半の患者は受診時にすでに進行しており、
全生存期間の中央値は約1年とも言われてい
る。この難治性疾患に対する有効な治療法の
確立が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、難治性疾患である胸膜中皮
腫に対する抗原特異的免疫細胞治療を開発
することである。末梢血から採取した患者の
自己γδT細胞にメソテリン特異的受容体遺
伝子（MesoCAR）を導入して中皮腫細胞特異
的なキラーT 細胞へと改変し、再び患者に投
与する細胞移入治療の開発である。 
 
３．研究の方法 
(1) がん患者に対する自己γδT細胞移入治
療の臨床試験データを用いて、免疫モニタリ
ング法について検討した。 
(2) γδT 細胞へのメソテリン特異的受容体
（ MesoCAR ） 導 入 技 術 を 確 立 し 、
MesoCAR+γδT 細胞のエフェクター機能解析
を行った。 
(3) NOD/Shi-scid,IL-2R-KO Jic マウス(通称
NOG マウス)を用いた悪性中皮腫モデルを作
製し、移入治療に用いる MesoCAR+ γδT 細
胞の最適化を行った。 
(4) MesoCAR+γδT細胞の in vitro/in vivo
での抗腫瘍効果を確認した。 
(5) MesoCAR+γδT 細胞と MesoCAR+αβT 細
胞の比較を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 治療に用いるMesoCAR+γδT細胞の投与
細胞数、投与間隔、投与回数などを設定する
ための基礎的なデータを集積する目的で、結
腸・直腸癌肺転移切除後の再発予防に対する
自 己 γδ T 細 胞 治 療 の 臨 床 試 験
(UMIN000000854)においてγδ T 細胞の投与
を受けた患者から得られた検体を用いて、フ
ローサイトメーターによる末梢血中の γδ 
T 細胞の動態の解析とサイトカインの産生を
検討した。１-２週間ごとに計 8 回投与され
た γδ T 細胞は、IL-2 の併用投与や内因性
リンパ球の除去等の処置を必要とせず、生体
内で安定して蓄積されていくことが確認さ
れた。蓄積したリンパ球は、PMA/ionomycin
やイソペンテニル二リン酸陽性腫瘍細胞に
反応して IFNγを産生し、かつ細胞傷害性顆
粒を分泌するエフェクター機能を維持して
いた。 
(2) このような自己γδT細胞に MesoCAR の
メッセンジャーRNA(mRNA)を導入するため、
MesoCARのcDNAに3'UTRとポリAを付加して、
より安定的な受容体発現を可能にする mRNA

合成用のコンストラクトを作成し、エレクト
ロポレーション（EP）法で導入した。(図 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. EP 法による MesoCARmRNA の導入 

導入した CAR の導入効率・発現率をフローサ
イトメーターで解析し最適化を行った。
MesoCAR+γδT 細胞は、メソテリン陽性細胞
株を特異的に認識し、IFNγの産生と細胞傷
害活性を示すことを確認した。 
(3) 続いて、NOG マウスを用いた中皮腫モデ
ルの作製と移入治療に用いるMesoCAR+ γδT
細胞の最適化を行った。マウスに接種する腫
瘍細胞株は、悪性中皮腫細胞株 ACC-Meso4、
メソテリンのトランスフェクタント
A431-meso について検討し、接種約 50日後に
安定して腫瘍の増殖を認めたACC-Meso4をモ
デル腫瘍に選択した。MesoCAR+γδT 細胞の
最適化のため、γδT細胞を培養開始10，12，
14 日後で MesoCARmRNA 導入を行い、CAR の発
現を比較したところ、発現の強さに差はなく
いずれも 3日間 CAR の発現が持続した。 
(4)腫瘍細胞に対する in vitro の反応性を
IFNγ産生と細胞傷害活性で比較したところ、
10日目のMesoCAR+γδT細胞が最も高かった。
培養後に得られるγδT細胞数は 10，12，14
後と順に増加した。十分な細胞量を確保でき
エフェクター機能が最も強い 10 日目の
MesoCAR+γδT 細胞が治療に最適と考えられ
た。また ACC-Meso4 担癌 NOG マウスに培養 10
日目の MesoCAR+γδT細胞を 3日おきに腫瘍
内へ投与し in vivo の抗腫瘍効果を検討した
ところ、コントロールの MesoCAR-γδT細胞
を投与した群に比べ、有意に抗腫瘍効果を示
した。(図 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. MesoCAR+γδT細胞の抗腫瘍効果(in vivo) 



(5) 最 後 に 、 MesoCAR+γδT 細 胞 と
MesoCAR+αβT細胞の比較を行った。MesoCAR
を導入したγδおよびαβT 細胞は、いずれ
もACC-MESO4などのメソテリン発現細胞株を
認識し IFN-γを産生したが、αβT細胞は同
時にＴｈ２タイプのサイトカインである
IL-6、IL-10 も産生した。(図 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. MesoCAR+γδT細胞と MesoCAR+αβT細胞におけ

るサイトカイン産生能の比較 

また in vitro において MesoCAR+ γδT細胞
は、MesoCAR+ αβ T 細胞と同程度かそれよ
り強い細胞傷害活性を示した。(図 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. MesoCAR+γδT細胞と MesoCAR+αβT細胞に 

おける抗腫瘍効果の比較(in vitro) 

またACC-MESO4担癌マウスに対する養子移入
においても、MesoCAR+ γδ  T 細胞は
MesoCAR+ αβT 細胞よりも強い腫瘍増殖抑
制効果を示した。さらに、MesoCAR+ γδ T
細胞移入においては、正常組織に対する、い
わゆる off-tumor/on-target toxicity は見
られず、移植片対宿主病(GVHD)も誘導されな
かった。 
MesoCAR+γδT 細胞を用いた免疫治療は、悪
性胸膜中皮腫や他のメソテリン発現悪性腫
瘍に対しても、副作用を起こさず、抗腫瘍効
果を発揮する有効な治療法となる可能性が
示された。 
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