
弘前大学・医学部附属病院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１１０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

抗体依存性細胞傷害活性を増強する免疫細胞療法の開発

Cancer immnotherapy to augment  antibody dependent cellular cytotoxicity

２０４５５７２８研究者番号：

工藤　耕（Kudo, Ko）

研究期間：

１７Ｋ１００９５

年 月 日現在  ２   ６ １２

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、抗体製剤と併用することで、悪性腫瘍に対する抗腫瘍効果を増強
し、患者細胞以外の利用で品質を均一化し、誰にでもいつでも使える細胞免疫療法を開発することである。具体
的には、抗体製剤と併用で抗腫瘍効果を発揮するキメラ型受容体遺伝子を導入した細胞株を作成し、抗腫瘍効果
について検討を行った。抗体に結合するFc受容体をキメラ型受容体に遺伝子改変し、細胞株N92に遺伝子導入
し、悪性腫瘍細胞株への細胞障害性試験を行い抗腫瘍効果を評価した。抗腫瘍効果は認められるが、健常人リン
パ球を使用した細胞療法に比べ効果が弱く、先行研究に比較して優れていない結果であったため、改良を加えて
いる。

研究成果の概要（英文）：This study aims to establish the novel cell line-based cancer immunotherapy,
 which augments the antitumor effect in combination with therapeutic antibodis. We transduced 
Fc-receptor based chimeric antigen receptors into natural killer cell originated cell line NK-92 
instead of primary T lymphocytes. We performed cytotoxicity assay to test the antitumor effect on 
tumor cell lines in the presence of the responsible therapeutic antibodies. We compared the capacity
 of the cell lines to those of the genetically modified primary lymphocytes and the existing 
products, which have been reported. The genetically modified NK-92 cell exerted antitumor effect. 
However, the efficacy was not superior to the existing products and even less than those of the 
genetically modified primary T-cells. We, therefore, continued to evaluate the durability of the 
cells and try to improve the chimeric receptor to increase the antitumor effect. 

研究分野：小児がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子改変免疫細胞療法は進歩が著しいが、患者由来のリンパ球を用いることにより、作成コスト、所要時間、
および品質のばらつきが問題点である。本研究では細胞株の使用により、このような課題を解決できる可能性を
有する新規治療法の開発に取り組んだ。残念ながら、現時点では抗腫瘍効果において難点があるため、また、先
行研究に比べ優越性を示すことができなかった。今後、さらなる改良を進めていく必要がある。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 
 

（１）キメラ型受容体 (Chimeric antigen receptor: CAR)を用いた遺伝子改変 T細胞免疫療法
は、近年、顕著な有効性が証明された免疫細胞療法であるが、我々はこの技術に抗体療法を融合
した、「抗体製剤と併用し抗腫瘍効果を発揮するキメラ型人工受容体 CD16V-BB-z を用いたがん
に対する革新的な免疫細胞療法」を開発した。遺伝子導入された細胞は、抗体投与により自己増
幅し、同時に抗体依存性細胞傷害による抗腫瘍効果を飛躍的に増強する。さらに、抗体の種類を
変えても同様の効果を示す万能型受容体 universal CAR であることを示し、臨床応用が開始さ
れている。(Cancer Res2014, 8 ヵ国で特許出願) 
 
 
（２）しかしながら、臨床応用において「細胞製剤の品質にばらつきが生じる」という問題が、
未解決のまま残されており、いつでも誰にでも安心して使用可能な製剤が強く求められている。 
 
２． 研究の目的 
 

（１）本研究の目的は、「小児がんに対する抗体療法の効果を増強する細胞免疫療法の品質を均
一化し、汎用性を高めること」であり、①遺伝子編集技術によりアロ免疫反応を回避した他家移
植細胞療法モデルの作成➁キメラ型受容体遺伝子導入した細胞株による細胞療法の確立③抗腫
瘍効果の持続期間の長い細胞集団の生物学的特徴の同定の 3点に絞り研究を行った。 
 
３． 研究の方法 
 

（１）CRISPR/Cas9 ノックアウトベクターを用いて TCR 削除 T 細胞を作成し、Fc 受容体キメラ
型受容体を遺伝子導入し、腫瘍細胞株あるいはヒト腫瘍細胞と共培養し、抗体製剤存在下での A
抗腫瘍効果および細胞増殖能を測定し、TCR を削除しないものと比べ同様の機能を有することを
確認しようと試みた。 
 
（２）抗体に結合する Fc受容体をキメラ型受容体に遺伝子改変し、ヒトナチュラルキラー細胞
由来細胞株である NK-92 における抗腫瘍効果を最大限に発揮するキメラ型受容体はまだわかっ
ていないため、複数の異なる組み合わせのシグナル分子で構成された新規キメラ型受容体を作
成し抗腫瘍効果および自己増殖能を解析した。 
 
（３）抗体依存性細胞傷害と T 細胞疲弊マーカーとの関係を調べるため、健常ドナー由来のポ
リクローナル T細胞に Fc 受容体型キメラ型受容体を遺伝子導入し、腫瘍細胞株とくりかえ
し共培養を行い長期間生存する細胞に着目し、この細胞群のリンパ球疲弊化マーカーをフロ
ーサイトメトリーで解析した。 
 
４． 研究成果 
 

（１）CRISPR/Cas9 システムによりヒト T細胞受容体を削除した T細胞の作成を試みた。異
なる複数のガイド RNA のデザインでゲノム編集を行い、T細胞受容体の表出をフローサイト
メトリー法で確認したが、残念ながら、目的とする T 細胞が得られなかった。原因として
は、T細胞受容体の多様性に起因すると思われる技術的問題が考えられた。 
 
（２）抗体に結合する Fc 受容体型キメラ型受容体を遺伝子改変し、ナチュラルキラー細胞株
NK92 に遺伝子導入し、悪性腫瘍細胞株への細胞障害性試験により抗腫瘍効果を測定したところ、
一定の抗腫瘍効果を確認した。（図 1）しかしながら、同様の細胞株がすでに開発され特許出願
されていることが判明した。 



そこで、糖鎖改変による抗体への結合能を改善すべく、遺伝子改変を追加した。同様に抗腫瘍効
果について検討した結果、抗体能の結合能においても有意差を認めず、さらに抗腫瘍効果におい
ても優位性を示すことができなかった。（図２）現在、さらなる改良を加え、作製した複数のキ
メラ受容体の抗腫瘍効果および耐久性について検証している。 

 
 
（３）抗体依存性細胞傷害と T細胞疲弊マーカーとの関係をフローサイトメトリーで解析した。
細胞障害性試験を反復し、その後、キメラ受容体遺伝子導入リンパ球または細胞株を採取し、リ
ンパ球疲弊化マーカーについて、表面マーカー解析を行い検討した。Tim-3 をはじめとした疲弊
化マーカーの上昇と、抗腫瘍効果の減弱には相関が認められたため、リンパ球の疲弊化を防止す
る新たな改善が必要と考えられた。 
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