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研究成果の概要（和文）：犬腫瘍症例に対する活性化T細胞療法が普及しているが、その腫瘍への特異性は低く
十分な治療効果は得られていない。遺伝子改変T細胞療法では、T細胞の遺伝子改変により強力な腫瘍特異性が付
与可能であり、人血液腫瘍患者において明確な治療効果を挙げている。本研究では、獣医学領域において、犬固
形腫瘍に対する遺伝子改変T細胞療法の確立に必要となる標的抗原の実証およびそれら腫瘍抗原を認識する抗体
の同定に成功した。今後、本研究成果をもとにした犬固形腫瘍に対する遺伝子改変T細胞療法の開発が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Activated T cell therapy for dogs with tumor has been performed in 
veterinary medicine, but its specificity for tumors is very low and sufficient therapeutic effect 
has not been obtained. In gene-engineered T cell therapy, strong tumor specificity can be conducted 
by genetic modification of T cells, and a significant therapeutic effect has been demonstrated in 
human hematological tumors. In this study, we successfully demonstrated novel target antigens of 
canine solid tumors which are necessary for development of gene-engineered T cell therapy for canine
 solid tumors in the field of veterinary medicine. Moreover, we identified antibodies that recognize
 those tumor antigens. As a further study, the gene-engineered T cell therapy for canine solid 
tumors will be developed based on the results of this research.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、患者の免疫細胞を標的とした腫瘍免疫療法が明確な臨床効果を認め、新たな腫瘍治療法の一つとなった。
なかでも、遺伝子改変T細胞療法は、人血液腫瘍患者において、劇的な治療効果を認め、その固形腫瘍への応用
が期待されている新たな治療法である。本研究では、犬固形腫瘍を標的とした遺伝子改変T細胞療法の開発に必
要な標的抗原やT細胞の培養法の実証に成功し、腫瘍免疫学分野の発展に大きく貢献した。また、発見した標的
抗原は、抗体療法など別の腫瘍治療法の研究や犬腫瘍の病態解明研究への応用性も高く、獣医腫瘍学的にも価値
ある成果を報告できた。

※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 

 

(1) 犬の悪性固形腫瘍は手術での完全切除が難しく、再発･転移を防ぐ放射線や抗癌剤の有効性

も血液腫瘍に比べて極めて低いことから、ヒトと同様に主要な死亡原因の一つとなっている疾

患である。 

 

(2) 近年、免疫療法が悪性腫瘍に対する新たな治療法として注目されており、腫瘍による抑制

を受けた抗腫瘍 T細胞を体外や体内で再活性化させる様々な治療法が開発されている。 

 

(3) その一つが、患者の末梢血中の T細胞を体外で活性化した後に、遺伝子組み換えにより、T

細胞膜上に標的抗原に対する抗体と殺傷シグナル分子をキメラ化した受容体を発現させ、腫瘍

細胞への「強い特異性」と「強力な殺傷能力」を付与した人工抗腫瘍 T細胞(CAR-T 細胞)を投

与する治療法である。 

 

(4) CAR-T 細胞療法は、ヒト血液腫瘍患者で劇的な治療効果を挙げており、固形腫瘍患者への

応用が期待されている新たな免疫療法の一つである。 

 

(5) 申請者は、グリピカン 1(GPC1)を標的とした固形腫瘍に対する CAR-T 細胞療法に関して、

マウス細胞およびヒト細胞を用いて、その有効性と安全性を示すデータを得て、報告してき

た。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、獣医学領域における犬悪性固形腫瘍に対する CAR-T 細胞療法の確立を目指し

て、その基盤となる標的抗原の探索、発現解析および犬 T細胞を用いた CAR-T 細胞作製法の検

証を行う。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 犬腫瘍細胞株および正常犬腎臓尿細管上皮細胞株、健常犬末梢血単核球(PBMC)を用いて、

標的抗原候補であるグリピカン 1(GPC1)、ポドプラニン(PDPN)、ヒト上皮成長因子受容体

2(HER2)の遺伝子発現量を qPCR 法にて解析した。 

 

(2) 犬腫瘍細胞株および正常犬腎臓尿細管上皮細胞株、健常犬末梢血、手術摘出腫瘍検体を用

いて、標的抗原候補である GPC1、PDPN、HER2 の細胞表面における蛋白発現をフローサイトメト

リー法にて解析した。 

 



(3) 各種犬腫瘍および全身の犬正常組織パラフィン包埋ブロックを用いて、標的抗原候補であ

る GPC1、PDPN、HER2 の蛋白発現を免疫染色法にて解析した。 

 

(4) 犬末梢血単核球(PBMC)から、効率的に犬 T細胞を増幅するために必要な刺激およびサイト

カインを検証するために、刺激試薬としてコンカナバリン A(ConA),  phorbol 12-myristate 

13-acetate(PMA)、サイトカインとしてインターロイキン 2(IL-2)を各種濃度で添加し、犬 T細

胞の増幅効率を検証した。 

 

(5) 犬 CAR-T 細胞への遺伝子導入に必要な犬 CAR ベクター配列を、標的抗原に対する一本鎖抗

体,犬 CD28,犬 CD3z 配列を連結し、設計した。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) 遺伝子発現解析の結果、GPC1、PDPN、HER2 全てが、正常犬腎臓尿細管上皮細胞株および健

常犬 PBMC に比べ、各種、犬腫瘍細胞株で高発現であった。GPC1 は、犬悪性黒色腫や骨肉腫細

胞株で、PDPN は、犬悪性黒色腫細胞株で、HER2 は犬悪性黒色腫や骨肉腫、乳腺癌、犬膀胱癌細

胞株で高発現を認めた。 

 

(2) フローサイトメトリー解析の結果、抗犬 PDPN 抗体(PMab-38)が犬 PDPN 強制発現 CHO 細胞株

や犬悪性黒色腫細胞株に結合性を示し、腫瘍細胞表面上で PDPN が発現することおよび PMab-38

抗体可変領域配列が CAR-T に利用可能であることがわかった。HER2 においては、抗ヒト HER2

抗体(Trastuzumab)が犬悪性黒色腫や骨肉腫、乳腺癌、犬膀胱癌細胞株および、犬肛門嚢腺癌臨

床検体に結合性を示した。一方、GPC1 に関しては入手可能な抗体を用いて、犬腫瘍細胞株や手

術摘出腫瘍組織における結合性を検証したものの、結合性を示す抗体を見つけることができな

かった。 

 

(3) 入手可能な抗 GPC1 抗体を用いて、各種犬腫瘍および全身の犬正常組織パラフィン包埋ブロ

ックの染色を行なったが、染色性を示す抗体を見つけることができなかった。抗 PDPN 抗体

(PMab38)抗体を用いた検証では、本抗体の持つ腫瘍特異性により、正常組織では腎臓の一部細

胞を除き陽性像を認めず、犬扁平上皮癌や犬肺腺癌、犬髄膜種、犬繊維肉腫、犬悪性黒色腫に

おいて染色性を認め、PDPN が有望な標的であることがわかった。抗 HER2 抗体による染色で

は、犬骨肉腫、犬乳腺癌、犬膀胱癌、犬前立腺癌、犬肺腺癌、犬肛門嚢腺癌、犬甲状腺癌にお

いて、細胞膜上に強い HER2 発現が確認でき、HER2 は犬の幅広い腫瘍種に適応可能な標的抗原

であることがわかった。 

 

(4) 健常犬末梢血より、PBMC を分離し、各種濃度の ConA, PMA および IL-2 を添加し、培養し

たところ、PMA に比べ ConA で培養した T細胞の方が長寿命であり、CAR-T 細胞の作製に適して

いると考えられた。また、犬 T細胞は IL-2 濃度依存的に、増殖効率が向上し、1000IU/ml 添加

での T細胞培養が適していると考えられた。 

 



(5) 上記の実験をもとに、抗 PDPN 抗体(PMab-38)の可変領域配列を用いて、PDPN を標的とした

CAR-ベクターを、抗ヒト HER2 抗体(Trastuzumab) の可変領域配列を用いて、HER2 を標的とし

た CAR-ベクターを作製することに成功した。 
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