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研究成果の概要（和文）：多種類の難治性がんに有効かつ安全な遺伝子改変T細胞療法の開発を目指して、i) NK
細胞受容体であるNKp44を改変した新規キメラ抗原受容体（CAR）遺伝子を導入したT細胞の詳細な機能解析とリ
ガンドの検討、ii) dual targetingに用いるCAR遺伝子の開発、iii) 正常組織への予期せぬ傷害作用の発生を予
防するために抑制性機能を持つCARの作成、を行った。CAR-T細胞療法をさらに幅広いがん種に応用可能とするた
めには、さらなる研究が必要である。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel genetically modified human T-cell therapy that is able to
 safely target multiple types of refractory cancers, we have conducted i) detailed comparative 
functional analysis of T cells transduced with various NKp44-based CARs and investigation for 
potential ligands of NKp44, ii) development of other CAR genes for dual targeting strategy, iii) 
creation of novel CARs with inhibitory functions to prevent unexpected injuries on normal tissues. 
Further studies are needed to make CAR-T cell therapy applicable to a wider range of cancer types.

研究分野：がん免疫治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新規開発のNKp44改変キメラ抗原受容体（CAR）遺伝子を導入したT細胞機能の詳細を明らかにし、現状で最良の
第2世代CAR遺伝子を決定した。このCAR-T細胞は、白血病、リンパ腫だけでなく、様々な小児・思春期の固形腫
瘍細胞を認識した。一方、NKp44の複数の候補リガンドを詳細に検討したが、いずれの候補分子も細胞表面への
強制発現による細胞傷害活性誘導を生じなかった。最後に、抑制機能を持つCARを作成し機能を確認したが、正
常組織にあり腫瘍にない抗原（リガンド）を探索する必要があり、さらなる検討を要する。

※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 
キメラ抗原受容体（chimeric antigen receptor：CAR）は、モノクローナル抗体に由来する単
鎖抗体を抗原認識に用いる人工的受容体である。CD19 を標的とする CAR-T 細胞療法は 2010
年以降に顕著な臨床的成功をおさめ（Maudeら．NEJM2018）、2017年 8月には保険で実施す
る遺伝子治療として米国 FDAより認可された（一般名：Tisagenlecleucel）。一方、各種固形が
んで臨床上の有効性を示した CAR は小児神経芽腫に対する GD2-CAR などごく一部に限られ
ている。固形がんに対する CAR開発の困難な点として、①利用可能な表面抗原が少ない、②標
的抗原ロスによる再発、③正常組織にも標的抗原が低レベルで発現する（重篤な合併症のリス
ク）、④PD-1や抑制性サイトカインなどによる腫瘍および微小環境からの免疫阻害、などが挙げ
られている。 
上記①の解決策として、がん種ごとに CARを作成するのではなく、腫瘍化細胞を検知する機
能を持つ NK細胞の活性化受容体群の仕組みを CAR作成に用いることが提案されている。申請
者はこれまでに、NK細胞の活性化受容体のひとつであるNKp44のリガンド結合部位を転用す
る形で新規 CAR（第 1世代）を作成し、その有用性を報告してきた。この新規 CAR（NKp44-
CAR）は急性骨髄性白血病、T細胞型急性リンパ性白血病に加え、骨肉腫、横紋筋肉腫、神経芽
腫、脳腫瘍（神経膠腫、膠芽腫）などの様々な小児固形腫瘍を特異的に認識し、サイトカインを
放出し、細胞傷害活性を発揮することを確認してきた。 
一方、CAR-T 療法における正常組織の傷害は、特に固形腫瘍で大きな問題となっている。造
血器腫瘍における表面抗原は造血細胞に限定されているのに対して、固形腫瘍で標的にする抗
原の多くは正常カウンターパートである組織・臓器に低レベルで発現している場合がある。その
ため、新規 CARの正常組織への傷害反応（On target Off tumor effect）は予測しがたく、実際
に臨床試験で初めて判明したものが多い。例を挙げると、ErbB2に対する CARによる重症肺障
害の発生（死亡）、メラノーマ特異的細胞障害性 T細胞による皮膚／網膜／内耳の障害、CEAに
対する CARによる腸炎の発症、CAIXに対する CARによる胆道系障害などが報告されている。
正常組織・臓器の傷害抑制は、固形腫瘍に対する CAR開発における共通の重要テーマとなって
おり、正常組織に標的抗原が発現した場合でも合併症を生じないための積極的な解決法が望ま
れている。 
 
２．研究の目的 
NKp44-CARの遺伝子導入によりNK細胞様の特異性を獲得したCAR-T細胞を用いた難治がん
治療の実用化を促進することが本研究の目的である。その達成のために、以下の項目に取り組む。 
1) 第 2世代 NKp44-CAR遺伝子導入 T細胞の詳細な機能解析 
2）NKp44のリガンドの検討 
3）複数標的ターゲティング（dual targeting）に用いるNK細胞受容体関連 CAR遺伝子のさら
なる開発（ライブラリー化） 
4）正常組織への予期せぬ傷害作用の発生を予防するために抑制性機能を持つ CARの作成 
 
３．研究の方法 
様々な免疫受容体分子に由来する機能ドメインを組み合わせた種々の第 2世代 NKp44-CAR遺
伝子を作成し、ヒト T細胞にレトロウイルスベクターで遺伝子導入し、CAR-T細胞を作成した。
同様に、申請者の開発した培養系（K562-mb15-41BBL）を用いて CAR-NK細胞を作成した。
標的となるがん細胞としては、BCR-ABL 陽性 B-ALL 細胞株（OP-1）、バーキットリンパ腫細
胞株（Raji）、T細胞性白血病・リンパ腫細胞株（MOLT4, Jurkat, CCRF-HSB2, Peer）、骨髄性
白血病細胞株（K562, HL60, THP-1, U937, Kasumi-1, Kasumi-6, KG1）、ユーイング肉腫細胞
株（Rh1）、横紋筋肉腫細胞株（RMS-YM, Rh28, Rh30, Rh41, JR1）、骨肉腫細胞株（U2OS, SaOS2, 
NOS1, NOS10, MG63）、神経芽細胞腫細胞株（IMR32, SK-N-SH, NB1, NB16）、神経膠芽腫細
胞株（T98G, A172, U251MG）、子宮頸がん細胞株（HeLa）を用いた。細胞傷害活性の測定には
フローサイトメトリー法、WST-8法、RTCA法を用いた。サイトカイン産生はフローサイトメ
トリーによる細胞内サイトカイン染色や CBA法による分泌サイトカイン測定を用いた。 
NKp44 のリガンドの検討として、PDGF-DD、PCNA、Nidogen-1 を細胞表面に強制発現する
コンストラクトを作成し、強制発現により細胞傷害活性が誘発されるかを検証した。 
NK細胞受容体関連CAR遺伝子の開発として、NKp30-CARおよびNKG2D-CARを作成した。
NKG2D は 4-1BB 受容体の細胞内ドメインを用いた第 2 世代 CAR を作成した。これらの機能
を前述の手法にて比較検証した。また肉腫を標的とするうえで HER2を標的候補として選択し、
これに特異的に結合する scFv（Clone: FRP5）を用いた新規 CAR遺伝子を作成した。 
抑制性機能を持つ CARの作成には、抑制機能を付与するため既報の PD-1受容体の細胞内ドメ
インを用いる方法に加えて、別の受容体 X の細胞内ドメインを用いて比較検討した。モデルと
して、抑制に用いるリガンドには CD19を用いた。 
 



４．研究成果 
CAR-T細胞に NK細胞様の応答性を付与することにより、多種類に難治性がんに有効で、かつ
安全性の高い CAR-T 細胞療法の実用化を目指して、①NK 細胞受容体のひとつである NKp44
を改変することにより新規作成した CAR 遺伝子を導入した T 細胞の詳細な機能解析とリガン
ドの検討、②dual targetingを目指した他の CAR遺伝子の開発、③正常組織への予期せぬ傷害
作用の発生を予防することを目的に細胞活性化を抑制する機能を持つ CAR の作成、を行った。  

NKp44を改変した新規 CARについては、10個以上の遺伝子コンストラクトを作成し、活性
化 NK 細胞との比較解析も含め詳細に機能解析を行い、特許化したうえで論文発表した。今回
の開発品のなかで最も高機能と考えられたのは、NKp44のイムノグロブリン・ドメインに続き、
CD8細胞外ヒンジドメイン、CD8膜貫通部位、4-1BB細胞内ドメイン、CD3zドメインで構成
されたコンストラクトであった。 

NKp44リガンドについては、PCNA、PDGF-DD、Nidogen-1について検討した。膜表面に強
制的に提示されるキメラ蛋白を用いて細胞リガンドとして働いているかを検証し、現在のとこ
ろ否定的な結果が得られているが、さらなる解析が必要である。 
さらに、CAR-T 細胞療法における標的抗原ロスによる再発への戦略としての複数標的ターゲ
ティングのために、NKp30-CAR 遺伝子を新規作成した。次いで、Sarcoma を治療対象とする
うえで（Dual targetingにおける）2つ目の標的として HER2抗原を候補に挙げ、HER2-CAR
（新規配列）を作成し、論文発表した。さらに、NKG2Dを改変した新規 CAR遺伝子も作成し、
単体での評価において高い機能を確認した。今後は、これらを２つずつ併用する戦略について詳
細な検討が必要である。 
抑制性 CARについて新規開発を行った。まずは明確なリガンドを設定したモデルが必要であ
ったため、CD19-scFv（Clone: FMC63）を持つ抑制性 CARを作成した。PD-1受容体の ITIM
を含む細胞内ドメインと、某抑制機能を持つリンパ球に発現する受容体 X の細胞内ドメインの
2種類の抑制性 CARを作成した。T細胞株（Jurkat）に遺伝子導入し、それぞれの高い細胞表
面発現が確認された。腫瘍特異的に活性化する CAR遺伝子を安定発現した Jurkat細胞に、３
つのうち１つの抑制性 CAR 遺伝子を遺伝子導入し、3 種類の改変 Jurkat 細胞を樹立した。腫
瘍細胞モデルとしては CD19を強制発現した子宮頸がん細胞株 HeLa（HeLa-19）を作成した。
このモデルにおいて、PD-1の細胞内ドメイン、および遺伝子 Xの細胞内ドメインを持つ抑制性
CAR による活性化の抑制を確認した。しかしながら、完全な抑制は得られておらず、機能の強
化あるいは調整のためにさらなる改変が必要と考えられた。また、実際に輸注する CAR-T細胞
に搭載するためには、正常組織に発現し腫瘍組織には存在しない「抑制用のリガンド」の探索も
必要である。抑制性 CAR には様々な課題が山積しており、今後もさらなる研究が必要である。 
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