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研究成果の概要（和文）：軟部肉腫 (STS) は不均一で攻撃的な悪性腫瘍であり、有効な治療法はほとんどな
い。我々は、血管内皮増殖因子受容体2 (VEGFR2) 特異的キメラ抗原受容体 (CAR) を発現するT細胞を開発し、
腫瘍血管傷害型CAR-T細胞療法の確立を進めてきた。本研究では、mRNA導入法で作製した抗VEGFR2 CAR-T細胞の
製造と輸送を最適化し、STS患者に対する本療法の有効性と安全性の可能性を推定できる情報を収集した。重要
な結果として、STS患者のがん組織標本のほとんどでVEGFR2発現が検出され、本療法がSTSの新しい治療オプショ
ンとして有望であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Soft tissue sarcomas (STSs) are heterogeneous and aggressive malignancies 
with few effective therapies available. We have developed T cells expressing a vascular endothelial 
growth factor receptor 2 (VEGFR2)-specific chimeric antigen receptor (CAR) to establish tumor 
vessels-injuring CAR-T cell therapy. In this study, we optimized the manufacturing and 
transportation of mRNA-transfected anti-VEGFR2 CAR-T cells and collected information that allowed 
the extrapolation of efficacy and safety potential of our therapy for STS patients. Importantly, 
immunohistochemistry showed that most of the STS patients’ specimens expressed VEGFR2, suggesting a
 great potential of our approach as a new treatment option for STSs.

研究分野：薬物送達学、免疫医薬品学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の低分子医薬や抗体医薬では難しかった「腫瘍血管傷害」を作用機序とするCAR-T細胞の再生医療等製品が
実用化されれば、固形がんに対して汎用性に優れる新規がん治療オプションを創出することとなり、集学的治療
戦略に組み込むことで難治性がんに対する奏効率の向上に大きく貢献できるものと期待している。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、任意の抗原に対して T細胞の活性化を惹起することができるキメラ抗原受容体 (CAR) 
の創製と、それらを発現させた T (CAR-T) 細胞を用いたがんに対する免疫細胞療法の開発が欧
米を中心に活況を呈しており、多くの臨床試験/治験が計画・実施されている。申請者は、血管
内皮細胞増殖因子受容体 2 (VEGFR2) 特異的な CAR-T 細胞が腫瘍血管標的化能 (腫瘍組織集
積性の増強) および腫瘍血管傷害活性 (様々な固形がんに対する増殖抑制効果) を発揮すること
によって、固形がんに対する CAR-T細胞療法の治療効果改善のみならず汎用性と利便性の向上
にも貢献できることを実証した 1。これら動物実験において得られた有望な成果を臨床へと展開
するためには科学的根拠に基づく高い安全性が求められるため、CAR-T 細胞作製法としてこれ
まで使用してきたレトロウイルスベクター遺伝子導入法から遺伝毒性を払拭しうる新たな方法
論への移行が望まれた。そこで CAR発現期間 (作用発現期間) は一過性であるものの、時間経
過とともに元の T 細胞に戻ることで副作用リスクを低減させることができる mRNA エレクト
ロポレーション (mRNA-EP) 法を問題解決へのアプローチと位置づけ、本法が T細胞の性質を
変えることなく CARを発現させられる手法であり、作製した CAR-T細胞が臨床応用において
も有効性が期待できることを報告した 2。また、腫瘍血管傷害性 CAR-T 細胞療法のコンセプト
にあった対象症例を選定する中で、VEGFR2 が非常に強く発現しているとされる肉腫をターゲ
ットとすることとした。大阪大学では整形外科を中心にアンメット・メディカル・ニーズとして
の希少疾患である肉腫治療に対する専門臨床チームを構成し、毎年約 30 名の肉腫患者の診察、
治療を行っている。既にヒト肉腫細胞の株化、マウス Xenograftモデルを作製済みであり、血管
肉腫をはじめとする一部の肉腫においては腫瘍新生血管のみならず腫瘍細胞自身にも VEGFR2
が非常に強く発現していることを確認している 3。したがって、これらの肉腫に対して VEGFR2
特異的 CAR-T細胞療法は、腫瘍血管の傷害に基づく効果だけでなく、腫瘍細胞自身に対する直
接的な傷害による有効性も期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、mRNA-EP法により作製した腫瘍新生血管を標的とする CAR-T細胞医薬を医師
主導治験へと展開すべく、治療有効性・安全性根拠に関する基盤データの強化ならびに臨床用
CAR-T 細胞の製造体制構築を計画し、研究終了時までに非臨床試験へと進める状態を目指す。
CAR-T 細胞療法は血液がんでの治療で高い有効性が示されているものの固形がんに対しては臨
床開発が立ち遅れており、加えて高額な治療費となることが想定されている。本課題では
mRNA-EP 法を用いることにより、より安全で安価な CAR-T 細胞療法の社会実装が期待され
る。がん細胞表面の抗原が明らかとなっているがん種を標的とするのが主流となっている CAR-
T細胞療法研究のなかで、腫瘍新生血管を標的とした CAR-T細胞療法はそれらと一線を画すア
カデミア発シーズの治療法として、肉腫のみならず多種多様な悪性固形腫瘍にも水平展開でき
る可能性を秘めている。 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床研究用 CAR-T細胞の製造に向けた CAR mRNAの最適化 
(1)-1. CAR遺伝子をコードしたmRNAの In vitro合成 

CAR mRNAは、mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra kit (Thermo Fisher Scientific) を用
いて CAR遺伝子の転写、ARCAの付加、poly (A) の付加を添付のプロトコルに従い実施するこ
とで得た。 
(1)-2. mRNA-EP法 
ヒト T細胞は、健常人ボランティアより採取した PBMCを、Autologous human serumを添
加した ALyS505N-175 (Cell Science and Technology Institute) に懸濁し、固相化 Anti-human 
CD3 mAb (5 g/mL, Clone OKT3, Janssen Pharmaceutical K.K.) プレートおよび細胞培養バ
ッグで 13 日間培養することで得た。これら活性化ヒト T 細胞は、CAR mRNA を含む Opti-
MEMに懸濁し、CUY21Pro-Vitro 16 (Nepa Gene) あるいはMaxCyteGT system (MaxCyte) 
を用いた EP 法により CAR mRNA を細胞内へと導入した。EP 処置したヒト T 細胞は
ALyS505N-175で培養した。Cell viabilityはトリパンブルー排除法により測定した。 
(1)-3. 細胞内 CAR mRNAの定量 
細胞中の Total RNAを抽出し、cDNAを合成した。得られた cDNAライブラリ中に含まれる
抗 hVEGFR2 CAR cDNA およびヒト GAPDH cDNA は、TaqMan Gene Expression Assay 
(Thermo Fisher Scientific) と CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad 
Laboratories) を用いて検出した。各 CAR-T細胞における CAR mRNAレベルは、CAR cDNA
検出レベルと GAPDH cDNA 検出レベルとの比較サイクル閾値 (Ct) 法 (2-Ct) より算出した。 
(1)-4. ヒト CAR-T細胞における CARの膜発現解析 
ヒト CAR-T細胞を適切な蛍光標識抗体で染色し、フローサイトメーター (FACS Canto II) を
用いて解析し、FlowJoソフトウェアを用いて生細胞中における CD8+細胞を分画し、CARの発



現を解析した。 
(1)-5. CAR-T細胞の細胞傷害試験 

L1.2細胞 (VEGFR2非発現細胞) を labeled Tag-It Violet Proliferation Cell Tracking Dye 
(BioLegend) を用いて、hVEGFR2 発現 L1.2 細胞 (VEGFR2 発現ターゲット細胞) を Cell 
Proliferation Dye eFluor 670 (Thermo fisher scientific) を用いてそれぞれ蛍光標識した。各細
胞は 1  106 cells/mLとなるよう調製し、L1.2細胞と hVEGFR2発現 L1.2細胞を等量ずつ混
合し、200 Lずつ 48-well plateに播種した。CAR-T細胞は、7  1052  107 cells/mLとなる
よう調製し、200 Lずつターゲット細胞播種プレートに添加した。18時間培養した後、5 Lの
Count Bright Absolute Cell Counting Beads (Thermo fisher scientific) と 10 Lの 7-AAD 
Viability Staining Solution (BioLegend) を各試験ウェルに添加し、FACS CantoIIを用いて、
1000 個の Cell Counting Beads 検出時における VEGFR2 非発現細胞と VEGFR2 発現ターゲ
ット細胞の数を測定した。 
 
(2) mRNA導入 CAR-T細胞の輸送条件の検討 
(2)-1. mRNA導入 CAR-T細胞の輸送 
ヒト CAR-T 細胞の凍結検討では、EP 処置から 3 時間培養した T 細胞を CP-1 (Kyokuto 

Pharmaceutical Industrial) と混合し、プログラムフリーザーを用いて緩慢凍結した。凍結した
CAR-T細胞は、ウォーターバスを用いて急速融解し、実験に供した。ヒト CAR-T細胞の輸送温
度条件の検討では、EP処置から 18時間培養した T細胞を 50 mLチューブに分取し、温度ロガ
ーとともに、4Cまたは 18Cに調整した保冷バッグに保管し輸送した。保管から 6時間後の細
胞を回収し、実験に供した。 
2)-2. ヒト抗 hVEGFR2 CAR-T細胞のがん細胞排除効果 

Tag-It Violet Proliferation Cell Tracking Dye で標識した 1  106個の L1.2 細胞と、Cell 
Proliferation Dye eFluor 670で標識した 2  106個の hVEGFR2発現 L1.2細胞とを混合し、
NOGマウスの眼窩静脈叢へ投与した。L1.2細胞投与から 2日後において、EP処置後 18時間
培養し、4C条件下で 6時間保管したmRNA導入 CAR-T細胞およびMock T細胞を、1  107

個ずつ NOGマウスの眼窩静脈叢へ投与した。T細胞投与から 2日後に NOGマウスを安楽死さ
せ、脾臓を採取した。脾臓中に存在する L1.2細胞および hVEGFR2発現 L1.2細胞をフローサ
イトメーター (FACS Canto II) により検出した。 
 
(3) CARと同一の hVEGFR2細胞外エピトープを認識する抗体の作製と結合性評価 

V-85抗体は、Anti-hVEGFR2 scFv (Clone V-85) を構成する Fvのアミノ酸配列とウサギ IgG
抗体由来定常領域を有する人工抗体を Syd Labs に合成依頼することで得た。NIH/3T3 細胞お
よび hVEGFR2発現 NIH/3T3細胞を染色し、フローサイトメーター (FACS Canto II) および
蛍光顕微鏡 (BZ-X800) を用いて V-85抗体の VEGFR2結合性を解析した。 
 
(4) ヒト肉腫組織およびその周囲正常組織の凍結標本における hVEGFR2発現解析 
ヒト患者組織を用いた一連の解析は、大阪大学医学部付属病院および北海道大学医学部附属
病院における観察研究倫理審査委員会の審査・承認を得て実施した。広範切除を行った肉腫組織
およびその周囲正常組織の一部を切り出し、4% PFA/PBSに 24時間浸漬することで固定した。
固定化組織は 20% スクロース溶液に置換し、アプライドメディカルリサーチに当該組織のパラ
フィン包埋ブロックおよび OCT コンパウンド包埋凍結組織ブロックの作製、組織標本の作製、
およびヘマトキシリンとエオジン染色を依頼した。凍結組織標本は、Blocking bufferを添加し、
室温で 1 時間静置した。Blocking buffer を除去し、V-85 抗体 (44 ng/mL) あるいは VEGF 
Receptor 2 Rabbit mAb (Clone 55B11, 44 ng/mL, Cell Signaling Technology) と Purified anti-
human CD31 Antibody (Clone WM59, 5 g/mL, BioLegend) を含む Antibody dilution buffer
を添加し、4Cで一晩反応させた。抗体溶液を除去した後、0.05% Tween-20を含むトリス緩衝
生理食塩水で十分に洗浄し、Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary 
Antibody, Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific) および Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 
Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 647を含む Antibody dilution buffer
を添加し、室温で 2時間反応させた。抗体溶液を除去した後、0.05% Tween-20を含むトリス緩
衝生理食塩水で十分に洗浄し、ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPIで封入した。
蛍光画像は蛍光顕微鏡 (BZ-X800) を使用して取得した。各タンパク質の検出蛍光強度は、取得
した蛍光画像をもとに解析アプリケーション (BZ-H4M) を用いて数値化し、無作為に選出した
3視野の平均値を算出した。 
 
４．研究成果 
(1) 臨床研究用 CAR-T細胞の製造に向けた CAR mRNAの最適化 

CAR-T細胞の免疫原性の低減や薬効持続性の向上を目的に、先行研究において CAR mRNA
プロトタイプとして選定した hCAR#h1をもとに、CARタンパク質解析用の Tag配列を除去し
た hCAR#h1.2、コドンをヒトへと最適化した hCAR#h1.3、CAR mRNAにおける 5’-Cap構造
を Anti-reverse cap analog (ARCA) から CleanCap へと変更した hCAR#h1.4、 5-
Methoxyuridineを用いて合成した hCAR#h1.5、の各mRNAを作製した。 



5種類の CAR mRNAをそれぞれヒト T細胞に EPしたところ、いずれの CAR mRNAも T
細胞内に効率良く導入され、経時的に同様の減少プロファイルを示して 48時間後には検出限界
レベル付近にまで希釈・分解された。また、Tag配列の除去 (hCAR#h1.2) およびコドンの最適
化 (hCAR#h1.3) は、CAR タンパク質の膜発現プロファイルに影響を与えなかったが、5’-Cap
構造の ARCA から CleanCap への改変 (hCAR#h1.4) によって CAR 発現強度と発現期間の向
上が得られた。さらに、mRNA配列中のUridineを 5-Methoxyuridineへと置換した hCAR#h1.5
では、EP後早期において高い CAR発現強度が得られたが、その後急速に発現は低下し、48時
間後の CAR 発現強度は hCAR#h1, #h1.2, #h1.3 と同等の低値であった。これらの結果は、5-
Methoxyuridineを用いることによる CAR mRNAの安定性向上は達成できなかったが、5’-Cap
構造に CleanCap を用いることで CAR タンパク質の翻訳効率を上昇させられることを示した。 

EP処置 24時間後に各 CAR mRNA導入 T細胞の細胞傷害活性を評価した。いずれの CAR-
T細胞も hVEGFR2 発現 L1.2 細胞特異的な傷害活性が認められ、hCAR#h1.4 導入 T細胞 お
よび hCAR#h1.5導入 T細胞は、他の 3つの CAR mRNA導入 T細胞と比較して明らかに高い
傷害活性を示した。この結果は CAR発現強度を直接的に反映しており、今回の CAR mRNAコ
ンストラクトの改変が CAR-T細胞の生存率や特性に影響を与えないことを示唆した。 

CAR 発現プロファイルと細胞傷害活性の結果に基づいて、hCAR#h1.4 が強力かつ持続的に
細胞傷害活性を発揮できる臨床開発用の抗 hVEGFR2 CAR mRNA導入 T細胞を作製するため
のmRNAコンストラクトとして最適であると判断した。 
 
(2) mRNA導入 CAR-T細胞の輸送条件の検討 
高い抗腫瘍活性を保持した状態の CAR-T 細胞医薬を患者へと投与するためには、CAR-T 細
胞にダメージを与えることなく、できる限り CAR発現強度を高く維持する輸送方法の確立が必
要とされる。そこで CAR mRNA導入 T細胞の凍結輸送の是非を検討した。EPによって傷害さ
れた細胞膜が安定化される EP 処置 3 時間後の T 細胞は凍害保護試薬 CP-1 を用いて緩慢凍結
し、その 21時間後 (EP処置から 24時間後) に急速融解した。融解直後の hCAR#h1 mRNA導
入 T細胞における CAR発現強度は、37Cで培養維持した hCAR#h1 mRNA 導入 T細胞に比
較して高値を示した。T細胞膜上における hCAR#h1分子は経時的に消失し、融解から 72時間
後 (EP処置から 96時間後) には全く検出されなかった。凍結保存した hCAR#h1 mRNA導入
T細胞における CAR消失速度は 37Cで培養維持した hCAR#h1 mRNA導入 T細胞と同等で
あったことから、細胞内 hCAR#h1 mRNAの安定性に凍結融解処理は影響しないことが明らか
となった。凍結融解直後の hCAR#h1 mRNA 導入 T 細胞は 37C で培養維持した hCAR#h1 
mRNA導入 T細胞と同等の細胞生存率 (> 98%) を示したものの、hVEGFR2発現 L1.2細胞に
対する細胞傷害活性は大きく減弱した。これらの結果は、凍結融解の操作は T細胞の CAR発現
強度を保持できるが、T 細胞のエフェクター機能に多大なダメージを与えることを示している。
したがって、臨床研究において使用実績がある凍害保護試薬が CP-1に限られる現状では、CAR 
mRNA導入 T細胞の凍結保存および輸送は難しいと判断した。 
そこで凍結輸送の代替策として常温 (18C) および冷蔵 (4C) 条件下での CAR mRNA導入

T細胞の輸送について検討した。EP処置から 37Cで 18時間培養した T細胞を 18Cあるいは
4C に設定した輸送箱内で約 6 時間保管し、EP 処置から 24 時間後の CAR 発現強度と細胞傷
害活性を評価した。両温度管理で輸送した hCAR#h1.4 mRNA導入 T細胞は同等の CAR発現
強度を示し、高い細胞傷害活性を保持していた。これらは 37Cで 24時間培養した hCAR#h1.4 
mRNA 導入 T細胞の CAR 発現強度および細胞傷害活性と同等であった。さらに、4C で輸送
した hCAR#h1.4 mRNA導入 T細胞の in vivoにおける有効性を検証するために、NOGマウス
に移入した hVEGFR2発現 L1.2細胞に対する排除効果を解析した。Mock T細胞の投与では血
中の hVEGFR2発現 L1.2細胞を殺傷することはできなかったが、hCAR#h1.4 mRNA導入 T細
胞は、投与から 2日間で 20%の hVEGFR2発現 L1.2細胞を排除することができた。 
このように、18Cおよび 4C条件下での輸送は CAR mRNA導入 T細胞の CAR発現レベル
および細胞傷害活性を維持できることから、T細胞の生存率やエフェクター機能の維持に優れる
とされる 4C環境を CAR mRNA導入 T細胞医薬の輸送条件に選定した。 
 
(3) CARと同一の hVEGFR2細胞外エピトープを認識する抗体の作製と結合性評価 
臨床応用を目指す CAR-T 細胞と同一の hVEGFR2 細胞外領域エピトープを認識するコンパ
ニオン診断薬の開発は、本療法が対象とすべき症例を適切に選定するための優れたツールにな
ると期待される。そこで、CARの抗原認識領域に使用してきた Anti-hVEGFR2 scFv (Clone V-
85) の Fvを移植したウサギ IgG抗体 (V-85抗体) を作製した。V-85抗体は、免疫細胞染色お
よびフローサイトメトリー解析法の両方において、hVEGFR2 細胞外領域を認識する市販抗体 
(Cone 7D4-6) と同様に hVEGFR2発現 NIH/3T3細胞に特異的に結合した。そこで、V-85抗体
と抗 hVEGFR2 CAR (hCAR#h1) が認識する hVEGFR2細胞外領域エピトープの同一性を評価
するために、hVEGFR2発現NIH/3T3細胞と hCAR#h1発現 Jurkat細胞を用いた Cell binding 
assayを実施した。hCAR#h1発現 Jurkat細胞は、シート状に培養したNIH/3T3細胞に対して
は結合せず、hVEGFR2発現 NIH/3T3に強く結合した。本条件下において、7D4-6抗体添加は
hVEGFR2発現 NIH/3T3に対する hCAR#h1発現 Jurkat細胞の結合をわずかに阻害しただけ
であったのに対して、V-85抗体添加では有意に強い阻害効果を示した。この結果は、V-85抗体



が hCAR#h1 と同一のエピトープを認識することを示しており、V-85 抗体が TACTICs 療法の
治療標的を選定するための優れたコンパニオン診断薬になりうることが明らかとなった。 
 
(4) ヒト肉腫組織およびその周囲正常組織の凍結標本における hVEGFR2発現解析 
肉腫組織および正常組織の凍結標本における免疫組織染色において、V-85抗体と VEGFR2細
胞内領域を認識する市販抗体 (Clone 55B11) との間で hVEGFR2 検出に関する相関解析を行
った。広範切除した 18例の軟部組織肉腫のうち、14例において hVEGFR2の発現が認められ、
そのうち 11例における hVEGFR2染色像はどちらの抗体を用いた場合でも、血管内皮細胞マー
カーである hCD31 の局在に一致した。一方、悪性末梢神経鞘腫瘍 (MPNST) 患者組織では、
55B11抗体による hVEGFR2染色像は血管内皮細胞に限られたのに対して、V-85抗体による染
色像は血管周囲の細胞にも認められた。血管肉腫患者組織においても、55B11 抗体による
hVEGFR2染色像はhCD31+血管内皮細胞に限られたが、V-85抗体は腫瘍細胞のみを染色した。
さらに、粘液型脂肪肉腫患者組織では、どちらの抗体を使用した場合も、hCD31陰性となる領
域においてスリット状の hVEGFR2染色像が認められた。このように一部の肉腫においては V-
85抗体と 55B11抗体の hVEGFR2染色像が異なるものの、V-85抗体による hVEGFR2染色強
度 (検出レベル) は 55B11 抗体の hVEGFR2 染色強度および hCD31 の染色強度に正の相関を
示した。これらの結果は、V-85 抗体を用いた免疫蛍光染色が本療法の対象症例を選択できる診
断法となることを示し、多くの腫瘍血管浸潤を認める肉腫が本療法の著効症例となりうると期
待された。 
抗 hVEGFR2 CAR-T細胞をヒトに投与した際の安全性情報 (有害事象発症リスク) を予測す
るために、肉腫組織周囲の正常筋肉組織・脂肪組織・皮膚組織における hVEGFR2の発現を V-
85抗体および 55B11抗体を用いた免疫蛍光染色によって解析した。各種肉腫組織に対する免疫
蛍光染色と同じ観察条件で評価したところ、筋肉や脂肪組織はどちらの抗 hVEGFR2 抗体でも
染色されなかった。一方、皮膚組織における hVEGFR2染色像は 55B11抗体ではエクリン汗腺
に陽性像を示したものの、V-85 抗体で染色した際には認められなかった。これらの結果は、抗
hVEGFR2 CAR-T細胞は少なくとも正常な筋肉・脂肪・皮膚組織を傷害することはなく、同組
織より発生した肉腫における腫瘍血管内皮細胞を特異的に傷害できることを示唆した。 
 
＜引用文献＞ 
1. Cancer Gene Ther. 20, 57–64, 2013 
2. Mol. Ther. Oncolytics 3, 16024, 2016 
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