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研究成果の概要（和文）：CAR-T細胞療法において、免疫抑制的な腫瘍微小環境におけるCAR-T細胞の免疫疲弊を
防ぎ、CAR-T細胞療法の効果を向上させる事が可能な分子標的薬との併用療法について検討を行った。神経芽腫
担がんマウスを用いた検討で、GD2-CAR-T細胞単独投与群に対して、Trametinib+GD2-CAR-T細胞併用群では、
CAR-T細胞の過剰な活性化と疲弊が抑制され、相乗的な抗腫瘍効果を認めた。この相乗効果は、腫瘍細胞の
Raf/MAPK経路関連遺伝子異常の有無に関わらず認められた。現在、ALK阻害剤である AlectinibとGD2-CAR-T細胞
との併用効果についても検証を進めている。

研究成果の概要（英文）：To enhance the efficacy of CAR-T cell therapy for solid tumors, it is 
important to suppress immunosuppressive mechanisms by the tumor microenvironment. In this study, we 
investigated the potential of molecularly targeted drugs and combination therapies to prevent CAR-T 
cells from being exhausted by the immunosuppressive tumor microenvironment and to improve the 
efficacy of CAR-T cell therapy. A synergistic antitumor effect was observed in the trametinib plus 
GD2-CAR-T cell combination therapy group compared to the GD2-CAR-T cell monotherapy group in 
neuroblastoma-bearing murine xenograft model, regardless of the mutation status of Raf/MEK pathway. 
These results suggest that trametinib suppresses excessive activation and exhaustion of CAR-T cells 
and synergistically enhances antitumor effects of GD2-CAR-T cells. Based on these findings, the 
efficacy of alectinib, an ALK inhibitor, in combination with GD2-CAR-T cells in ALK-mutant 
neuroblastoma is also being investigated.

研究分野：遺伝子細胞療法

キーワード： CAR-T細胞　固形腫瘍　免疫疲弊　神経芽腫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
固形腫瘍に対するCAR-T細胞療法の応用が期待されているが、CAR-T細胞療法の効果を向上させるためには、さら
なる遺伝子改変や併用療法の開発が望まれている。本研究は、すでに他疾患で承認されているRaf/MEK阻害剤
が、CAR-T細胞の過剰活性化と疲弊を抑制することで相乗的な効果を発揮することを明らかにした。今後、神経
芽腫に対してGD2-CAR-T細胞療法が臨床応用されていく中で、分子標的薬との併用療法が有望であることが証明
された点で学術的、社会的意義が高いと考えられる。

※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、難治性腫瘍の新規細胞免疫療法として、細胞傷害性 T 細胞（CTL）がもつ T 細胞受容体
（TCR）に対して遺伝子改変を加え、直接的かつ選択的に腫瘍細胞を CTL に認識させ、抗腫瘍
効果を発揮するという遺伝子改変キメラ抗原受容体 T細胞（chimeric antigen receptor T cell; CAR-
T）療法が開発されてきた。すでに、CD19陽性 B細胞系腫瘍を対象とした臨床試験で高い有効
性が示されたが、固形腫瘍では未だ実用には至っていない。その理由として、固形腫瘍に対する
CAR-T 細胞は免疫抑制的な腫瘍微小環境の影響により、分化、免疫疲弊を起こしすく、抗腫瘍
効果が減弱するためであると考えられている。そのため、さらなる抗腫瘍効果を期待して臨床応
用するためには、 
① 作成した CAR-T細胞が、体内で抗原刺激による増殖が可能となるように memory T cell 
phenotypeを保持していること、 
② CAR-T細胞作製が簡便かつ安価であること、 
③ 予期せぬ副作用が少ない CAR-T細胞であること、さらには、 
④ CAR-T 細胞療法の機能不全を惹起する免疫疲弊が生じにくいさらなる改善や併用療法
の開発を行うこと 
が必須と考えられている。 
研究代表者は、平成 28年度科学研究費基盤研究 Cの助成を受けて、EPHB4受容体高発現腫瘍に
対して特異的に殺傷することができる新規 CAR-T細胞を開発した（PCT/JP2017/43729）。さらに、
ピギーバックトランスポゾンによる非ウイルス遺伝子改変法で、極めて効率よく CAR-T細胞を
製造する方法を開発した（PCT/JP2019/029942）。 本方法で製造した CAR-T細胞は、現在市販さ
れているウイルス遺伝子改変 CAR-T 細胞と比較して、memory T 細胞分画優位あり抗腫瘍効果
が高いこと、また、CAR-T細胞作製が簡便かつ費用が安価であり、上述の①、②を満たす理想
的な性質を有している。 
我々の先行研究の結果から、我々の開発した CAR-T細胞は極めて理想的な形質をもつが、固形
腫瘍を標的とする際には、さらに上述の③、④を克服する必要がある。現在まで、予期せぬ副
作用の軽減や免疫疲弊の回避のために様々な工夫が報告されているが、いずれも臨床応用には
至っていない。我々は、先行研究の結果から、すでに CAR-T細胞における免疫逃避機構や CAR-
T細胞の異常活性化に関わる分子機構を解明している。本研究では、これらの新規知見を用いて、
CAR-T 細胞の効果と安全性を高める新規遺伝子改変や分子標的薬との併用療法を開発すること
を目的とする。 
CAR-T 細胞製剤はその殆どが欧米からの報告であるが、現在まで、非ウイルス遺伝子改変法に
よる理想的な形質を有した CAR-T細胞の報告はなく、また、固形腫瘍を標的とするための免疫
抑制的な分子機構の解明とそれに基づいた併用療法の開発に関する報告は少なく、我々の手法
は学術的にも極めて独自性が高く、かつ解明が急務な課題である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、研究代表者が平成 29年度基盤研究 Cで、世界に先駆けて開発した memory T細胞
の性質を有する非ウイルス遺伝子改変 CAR-T細胞製剤を難治性固形腫瘍治療に臨床応用するた
めに、さらなる遺伝子改変や併用療法の開発を行うことを主目的とする。 
具体的には、研究期間内に以下の 2点を明らかにし、臨床応用への橋渡しを行う。 
 
①腫瘍微小環境による免疫逃避機構出現を回避させる事が可能な分子標的薬と、CAR-T 細胞に
よる複合的な遺伝子改変細胞療法の開発 
 
②Off target効果による予期せぬ有害事象出現時に、CAR-T細胞による細胞傷害を完全に停止さ
せるためのセーフガードシステムの開発 
 
３．研究の方法 
 
本研究では以下の研究方法に基づいて研究を遂行する。 
①非ウイルス遺伝子改変法による CAR-T細胞の作成 
健常人ドナーより採取した末梢血単核球に、CAR 遺伝子、ピギーバック転移酵素をそれぞれ有
するプラスミドベクターを遺伝子導入し、これを自己末梢血単核球由来遺伝子改変フィーダー
細胞とともに 14 日間培養を行うことで CAR-T 細胞を作製する。研究代表者らは既に CD19、
GD2、HER2、EPHB4 をはじめ多種多様な抗原を認識できる CAR-T 細胞が作製可能であること
を確認している（特許出願済、PCT/JP2019/029542）。 
 



②CAR-T細胞と腫瘍細胞との共培養系における免疫抑制性因子の解析と治療への応用 
一例として GD2を特異的に認識し、殺傷する GD2-CAR-T細胞の実験例を示す。GD2を高発現
している神経芽腫細胞株と、我々が作成した GD2-CAR-T 細胞を、細胞比 1:1、サイトカイン比
存在下で 24時間共培養する。培養後腫瘍細胞、CAR-T細胞をそれぞれマグネットビーズで分取
する。腫瘍細胞より total RNAを抽出し、網羅的シークエンス解析とパスウェイ解析を行うこと
で、共培養下で惹起される腫瘍側の免疫抑制性因子の発現機構を解析する。すでに、腫瘍細胞に
発現する免疫抑制因子の発現に関わる分子機構とその阻害剤候補 Aを同定しており、GD2-CAR-
T 細胞と分子標的薬 A の併用により、相乗的に抗腫瘍効果が見られることを見出しているが、
本研究では、その他の分子機構とこれらに関連する分子標的薬候補のスクリーニングを進め、in 
vitro、in vivoでの併用効果を検討する。 
 
③CAR-T細胞異常活性化に関与する分子機構の解明と治療への応用 
②と同様の手法で CAR-T細胞を分取し、網羅的シークエンス解析とパスウェイ解析を行うこと
で、CAR-T細胞の活性化に関わる分子機構を解析する。先行研究の結果から、CAR-T細胞の異
常活性化に関連する分子機構の一端を見出し、分子標的薬 Cの投与によって CAR-T細胞の活性
化が遮断できることが確認できたが、本研究では、その他の分子機構とこれらに関連する分子標
的薬候補のスクリーニングを進め、in vitro、in vivoでの効果を検討する。 
 
４．研究成果 
 
本研究では、CAR-T細胞療法において、免疫抑制的な腫瘍微小環境における CAR-T細胞の免疫
疲弊を防ぎ、CAR-T 細胞療法の効果を向上させる事が可能な分子標的薬の探索と、併用療法の
可能性について検討を行った。例として、我々が 開発した GD2特異的 CAR-T細胞(GD2-CAR-
T細胞)を用いた。GD2陽性神経芽腫細胞に対して、GD2-CAR-T細胞を作用させると、抗腫瘍効
果を認めるが、同時に CAR-T細 胞上に免疫疲弊マーカーである PD-1が誘導された。Raf/MEK
阻害剤である Trametinib存在下で神経芽腫細胞と GD2-CAR-T細胞を共培養したところ、抗腫瘍
効果は減弱するものの PD-1 誘導は抑制された。また、Trametinib は GD2-CAR-T 細胞の増殖に
は影響を与えなかった。一方で、神経芽腫担がんマウスを用いた検討では、GD2-CAR-T細胞単
独投与群に対して、Trametinib+GD2-CAR-T細胞併用群では相乗的な抗腫瘍効果を認めた。この
相乗効果は、腫瘍細胞の Raf/MAPK 経路関連遺伝子異常の有無に関わらず認められた。以上の
結果より、Trametinib は担がんマウス内で CAR-T 細胞の過剰な活性化と疲弊を抑制し、相乗的
に CAR-T細胞の抗腫瘍効果を高めている可能性が示唆された。 
（Tomida A, Yagyu S, et al. Cancer Sci. 2021） 
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