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研究成果の概要（和文）：本研究では、犬の固形腫瘍の標的抗原として有望であるグリピカン1(GPC1)およびヒ
ト上皮増殖因子受容体2 (HER2)を標的とした、人工の遺伝子改変抗腫瘍T細胞である犬キメラ抗原受容体(CAR)-T
細胞を用いた治療法の確立を目指した研究開発を行なった。
まず、GPC1およびHER2の犬固形腫瘍における発現の検証を行い、これら標的を発現する腫瘍種を多数同定し、
CARに用いることが可能な抗GPC1または抗HER2一本鎖抗体(scFv)がそれらを認識することを明らかにした。さら
に、世界初の抗GPC1犬CAR-T細胞の作成に成功し、前臨床研究において、安全性と有効性を実証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted research and development aimed at establishing a
 therapeutic approach using canine chimeric antigen receptor (CAR)-T cells, artificial genetically 
engineered anti-tumor T cells, targeting glypican-1 (GPC1) and human epidermal growth factor 
receptor 2 (HER2), which are promising target antigens for canine solid tumors.
First, we verified the expression of GPC1 and HER2 in canine solid tumors, identified a number of 
tumor types expressing these target antigens, and showed that anti-GPC1 or anti-HER2 single-chain 
variable fragment (scFv) that can be used with the CARs recognize them. Furthermore, we succeeded in
 generating the world's first anti-GPC1 canine CAR-T cells and demonstrated their safety and 
efficacy in preclinical studies.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
キメラ抗原受容体T細胞(CAR-T細胞)は、医学領域においてヒト血液腫瘍患者に対する治療法として承認されてお
り、高い臨床効果を示し、固形がんへの応用が非常に期待されている。犬の血液腫瘍においても未だ研究段階で
はあるが、CAR-T細胞の投与が実施されており、同様に固形がんへの応用が期待されている。
本研究成果は、犬のみでなくヒト固形がんに対しても応用可能なCAR-T細胞を犬T細胞を用いて作成することに成
功し、今後の臨床応用につながる研究成果であることから、獣医学的にも、医学的にも高い価値を有する。

※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 

(1) 悪性腫瘍は人と同様に犬の死亡原因の第 1 位であり、その改善が重要である。 

(2) 近年、新たな治療法として「免疫療法」がめざましい進歩を遂げ、一部の腫瘍では根治に

至るほどの驚異的な治療効果を示している。 

(3) とくに、遺伝子改変 T 細胞(CAR-T 細胞)は、腫瘍の目印(腫瘍抗原)に対する抗体を T 細

胞に恒常的に発現させ、腫瘍特異的な攻撃能力を付与した T 細胞を投与する治療法であり、

ヒト血液腫瘍患者において、8 割以上の奏効率という高い治療成績を示している。 

(4) この結果を受けて、CAR-T 細胞療法の固形腫瘍への応用も期待されているが、固形腫瘍

に対して有効な標的抗原は未だ乏しく、確立された治療法はない。 

(5) 採択者は、犬固形腫瘍に特異的に発現する標的抗原を探索し、グリピカン 1(GPC1)およ

びヒト上皮増殖因子受容体 2 (HER2) と呼ばれる分子が、犬固形腫瘍の細胞膜上に特異的に

発現しており、有望である可能性を明らかにしてきた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、犬の固形腫瘍の標的抗原として有望である GPC1 および HER2 を標的とした犬

CAR-T 細胞の開発を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 採択者が保有する抗 GPC1 または抗 HER2 抗体配列が、犬 GPC1 または犬 HER2 に結

合性を有するか検証するために、抗 GPC1 または抗 HER2 抗体を用いて、qPCR により mRNA

レベルでの発現を各種犬腫瘍細胞株において検証した後に、結合能をフローサイトメトリーに

て検証した。また、GPC1 においては保有する、または分与を受けた細胞株全てにおいて、

mRNA レベルでの発現を認めなかったことから、レンチウィルスベクターを用いた犬 GPC1 強

制発現株を作成し、検証を行なった。 

(2) 採択者が保有する抗 GPC1 または抗 HER2 抗体配列を由来とする一本鎖抗体(scFv)配

列と CD3,CD28 配列を連結させたキメラ抗原受容体(CAR)プラスミドを作成し、活性化した犬

T 細胞にレトロウィルスベクターを用いて、CAR の遺伝子導入を行なった。本実験に先行し、

ConA 法や PMH 法、抗 CD3 抗体法など刺激条件や IL2 や IL７など添加サイトカイン条件、

RPMI や AIM-V など培地条件の検討およびレトロウィルスベクターに用いるエンベローププラ

スミド 4 種の条件検討を行い、最適な CAR-T 細胞の作成条件を検証した。 

(3) 作成した抗 GPC1-犬 CAR-T 細胞と犬 GPC1 発現犬腫瘍細胞株の共培養を行い、抗原

特異的なサイトカイン産生能を ELISA 法にて検証した。 

(4) 重度免疫不全 NOGマウス(NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Sug/ShiJic)に、犬 GPC1 発現犬腫

瘍細胞株を皮下移植した後に、抗 GPC1-犬 CAR-T 細胞を投与し、腫瘍径の変化を検証し、



抗腫瘍効果を評価した。 

(5) 抗 GPC1-犬 CAR-T 細胞を健常な実験犬に投与し、各種臨床学的検査を実施し、安全性

を検証した。 

 

４．研究成果 

(1) 採択者が配列情報を保有し、CAR の作成に利用可能な抗 GPC1 または抗 HER2 抗体は、

犬 GPC1 または犬 HER2 発現腫瘍細胞特異的な結合能を認め、本抗体を犬 CAR-T 細胞に

利用できることを明らかにした。 

(2) 各種条件検討の結果、ConA刺激, IL2添加, RPMI 培地, 1 種の特定のエンベロープの条

件が、犬 CAR-T 細胞の効率的な作成に最適であることを明らかにし、本条件により 50%以上

の導入効率での CAR-T 細胞の作成に成功した。 

(3) 作成した抗 GPC1-犬 CAR-T 細胞は、犬 GPC1 非発現犬腫瘍細胞株に比べ、犬 GPC1

発現犬腫瘍細胞株に対して有意に大量の犬インターフェロンγサイトカインの産生を認め、抗

GPC1-犬 CAR-T 細胞の抗原特異的な抗腫瘍活性を明らかにした。 

(4) 犬 GPC1 発現犬腫瘍細胞株移植 NOGマウスに抗 GPC1-犬 CAR-T 細胞を投与したとこ

ろ、コントロール群に比べ、有意な腫瘍径の縮小を認め、in vivo での抗腫瘍効果の実証に成

功した。 

(5) 実験犬より採血した末梢血単核球由来 T 細胞を用いて作成した抗 GPC1-犬 CAR-T 細

胞を、同一実験犬に投与したところ、重篤な副作用は認めず、臨床例においても抗 GPC1-犬

CAR-T 細胞を安全に投与できることが示唆された。 

(6) まとめ 

本研究では、GPC1 および HER2 を標的とした犬 CAR-T 細胞の開発に取り組み、採択者が

抗体配列を有する抗 GPC1 または抗 HER2 抗体が、犬固形腫瘍に対する犬 CAR-T 細胞の

作成に利用可能であることを明らかにした。さらに、抗 GPC1-犬 CAR-T 細胞は、in vitro、マウ

ス in vivo、実験犬を用いた前臨床実験により、その抗腫瘍効果と安全性を実証することに成

功し、抗 GPC1-犬 CAR-T 細胞を用いた犬臨床例に対する臨床試験の基礎的な検証を完遂

した。 
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