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研究成果の概要（和文）：GAIA-102上の標的分子としてNKp46, 2B4, NKp30を選択し、それら標的分子に特異的
に結合するモノボディの選択を実施した。全クローンともGAIA-102へ結合することを確認した。同時に、
GAIA-102結合Monobodyの機能的評価を進めるため、既知の抗体配列を元にscFvを作成し、MonobodyとのFusion 
proteinのデザインを行った。本研究成果は狙い通り「抗体・細胞複合体」高度化技術の開発に資するデータで
あり、今後は臨床開発に向けた規格化や製造に向けた実用化開発ステップへと進む。

研究成果の概要（英文）：We have selected NKp46, 2B4, and NKp30 as target molecules on GAIA-102 and 
conducted selection of monobodies that specifically bind to these target molecules. All clones were 
confirmed to bind to GAIA-102. In addition, we designed scFv based on known antibody sequences and 
fusion proteins with monobody for functional evaluation of GAIA-102 binding monobodies. These 
research results provide valuable data for the development of advanced "antibody-cell complex" 
technology as intended and will now move on to the practical development steps for standardization 
and manufacturing towards clinical development.

研究分野： 外科学、病理学、腫瘍免疫学

キーワード： NK細胞　抗体医薬　固形腫瘍　CAR-T　がん免疫　他家細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性悪性腫瘍に対し、期待されながらも製剤化の困難に直面する他家CAR-T(キメラ遺伝子導入T細胞治療)の限
界を突破するために、独自特許技術であるNK細胞製剤GAIA-102 (AMEDの支援にて開発中)の機能を更に高度化す
るための遺伝子導入技術を用いず既存抗体医薬品の全てに適応可能な「抗体・細胞複合体」高度化技術を開発す
ることで、未だ治療成果が十分では無い広範な悪性腫瘍に有効な治療法を提供する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
背景 1)他家 CAR-T開発の困難さと、劇的な臨床効果を示し始めた NK細胞利用のメリット 

CD19 CAR-Tの成功以来、世界中の研究者・製薬企業が開発に乗り出している。特に製品化す
る場合に重要な観点は、1固形がんへの適応拡大、2大量製造保管のための他家細胞活用、 3副
作用制御(脳浮腫・サイトカインストーム)、4 遺伝子導入を要するため高額、であるが、現在 1
の成功事例が少なく、2 には GvHD 予防に T 細胞受容体等 2~3 遺伝子のノックダウンなど、複
雑な遺伝子改変を要することから、現在開発は大きくスローダウンしている。 
ところが最近、T 細胞ではなく他家 NK 細胞を用いた CD19 CAR-NK が驚くほどの成果を示 
すことが明らかになった(奏功率:CAR-Tに匹敵、安全性:脳浮腫・サイトカインストーム 無し:Lie 
E, et al. N Engl J Med. 2020;382:545-553)。これは NK細胞を用いることで、CAR-T の問題点であ
る 2及び 3を必然的に解決可能であることを意味する。但し我々は、従来の活 性化 NK細胞は、
そもそも固形がんへの適応は難しいことを明らかにしている(下図) 。これは GAIA-102 を用い
ることで CAR-Tの問題点 1を解決可能であることを意味する。 
背景 2)固形がんを効率的に破壊する新しい phenotypeの NK細胞「GAIA-102」 
我々は他家 NK 細胞の増幅培養技術を開発(開発コード:GAIA-102)、更にそのスケールアップ
培養技術を開発し、2021年春からの治験開始へ向けて準備している(AMED臨床研究・治験推進
研究事業にて支援)。この細胞の機能を調べる過程で、GAIA-102は表現形と 性質は NK細胞に
類似しているにも関わらず、遺伝子発現プロファイルを含めた性質は CAR- Tに酷似し(下図)、
更に固形がんに極めて高い殺傷能力を示すことを明らかにした(下図)。これは GAIA-102を用い
ることで CAR-Tの問題点 1を解決可能であることを意味する。 

 
 
２．研究の目的 
難治性悪性腫瘍に対し、期待されながらも製剤化の困難に直面する他家 CAR-T(キメラ遺伝子導
入 T細胞治療)の限界を突破するために、独自特許技術である NK細胞製剤 GAIA-102 (AMEDの
支援にて開発中)の機能を更に高度化するための遺伝子導入技術を用いず既存抗体医薬品の全て
に適応可能な「抗体・細胞複合体」高度化技術を開発することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
これまで prototypeとして、「既知の一本鎖 agonistic 抗体+既知の細菌由来 Fc 結合ドメイ ン」
を持つ架橋構造体を in silico シミュレーションを基に合成し、それが実際に抗体医薬品と GAIA-
102に結合可能であることを明らかにした(下図)。 
検証用プロタイプ架橋物質により、抗体医薬品を GAIA-102 上にアンカリングし、安定的に維

持可能であることを検証する。加えて、アンカリングした GAIA-102が高い細胞傷害活性を有し
ているかどうかの検証を行う。いずれもフローサイトメーター、FlowJo ソフトウェアなどの解
析/分析ツールによる数値化を行う。 

挑戦的研究（萌芽）３ 

２ 挑戦的研究としての意義（本研究種目に応募する理由） 

本研究種目は、これまでの学術の体系や方向を大きく変革・転換させる潜在性を有する挑戦的研究を募集するものです。

本欄には、 

① これまでの研究活動を踏まえ、この研究構想に至った背景と経緯 

② 学術の現状を踏まえ、本研究構想が挑戦的研究としてどのような意義を有するか、探索的性質の強い、あるいは芽生え

期の研究計画である場合には挑戦的研究としての可能性を有するか 

について１頁以内で記述すること。 

 
【1】本研究の背景と着想の経緯  
背景1）他家CAR-T開発の困難さと、劇的な臨床効果を示し始めたNK細胞利用のメリット   
CD19 CAR-Tの成功以来、世界中の研究者・製薬企業が開発に乗り出している。特に製品化

する場合に重要な観点は、①固形がんへの適応拡大、②大量製造保管のための他家細胞活用、

③副作用制御（脳浮腫・サイトカインストーム）、④遺伝子導入を要するため高額、である

が、現在①の成功事例が少なく、②にはGvHD予防にT細胞受容体等2~3遺伝子のノックダウ

ンなど、複雑な遺伝子改変を要することから、現在開発は大きくスローダウンしている。 
 ところが最近、T細胞ではなく他家NK細胞を用いたCD19 CAR-NKが驚くほどの成果を示

すことが明らかになった（奏功率：CAR-Tに匹敵、安全性：脳浮腫・サイトカインストーム

無し：Lie E, et al. N Engl J Med. 2020;382:545-553）。これはNK細胞を用いることで、CAR-T
の問題点である②及び③を必然的に解決可能であることを意味する。但し我々は、従来の活

性化NK細胞は、そもそも固形がんへの適応は難しいことを明らかにしている（図3A） 
背景2）固形がんを効率的に破壊する新しいphenotypeのNK細胞「GAIA-102」 
 我々は他家NK細胞の増幅培養技術を開発（開発コード：GAIA-102）、更にそのスケール

アップ培養技術を開発し、2021年春からの治験開始へ向けて準備している（AMED臨床研

究・治験推進研究事業にて支援）。この細胞の機能を調べる過程で、GAIA-102は表現形と

性質はNK細胞に類似しているにも関わらず、遺伝子発現プロファイルを含めた性質はCAR-
Tに酷似し（図3B）、更に固形がんに極めて高い殺傷能力を示すことを明らかにした（図

3A）。これはGAIA-102を用いることでCAR-Tの問題点①を解決可能であることを意味する。 
＜着想のポイント＞ 

遺伝子導入技術を使わずにCAR遺伝子と同様の効果（標的化＋活性化）を示すことが出来

れば、最後の問題④が解決し、他家CAR-Tの問題点全てが同時に解決出来ると着想した。 

【2】本研究構想の挑戦的研究としての意義  
上記のごとく、現在世界中が困難に直面しているCAR-Tの製剤化の問題点を、一気に解決

可能であるポテンシャルを有する本研究は、挑戦的研究として極めて高い意義を有する。

 

図3．GAIA-102NKはCAR-Tに類似する一方、CAR-Tより強力な固形がん破壊作用を持つ 
（A）Her2陽性ヒト卵巣癌（SKOV-3）に対するスフェア破壊効果の直接比較：がん細胞スフェア形成後、
色素ラベルしたNK細胞、Her2 CAR-T、GAIA-102を添加し、21時間後までTime-laps撮影し、その後死細
胞率をFACSにて定量化した。NK細胞はそもそも集積不可能、CAR-Tは集積出来るものの殺傷能力が弱く
遅いこと、そしてGAIA-102は効率的にスフェアへ集積し、高い効率で殺傷することが明らかとなった。 
（B）各血球系細胞とHer2 CAR-T及びGAIA-102の遺伝子発現に関するPCA解析：健常人血球細胞（T細・
B細胞、NK細胞、単球、顆粒球）とGAIA-102（個別ドナー培養、混合培養）、Her2 CAR-T（2ロット）
の遺伝子発現をアレイにて定量化し、3次元マッピングした。Her2 CAR-TとGAIA-102はそれぞれの母細
胞であるT細胞・NK細胞とは全く異なるパターンを示し、類似の細胞であることが明らかとなった。 

図



 
 
４．研究成果 
GAIA-102 結合Monobodyの作出 

GAIA-102 上の標的分子として NKp46, 2B4, NKp30を選択し、研究協力者の村上裕教授（名古
屋大学）の協力のもと TRAP 提示法による標的分子に特異的に結合するモノボディの選択を実
施した。1st ラウンドから 7th ラウンドまで実施し、cDNAを次世代シーケンサーで解析し、出現
率と P/N 比から発現するクローンを選択することで、有望なクローン全 12 種を得た（NKp46: 5
クローン、2B4: 4クローン、NKp30: 3クローン）。バイオレイヤー干渉法により解離定数測定を
行い、強く結合するモノボディの選択に成功した(KD=1.0×10-2 nM～2.8 nM)。これは抗体医薬と
して用いられている抗体の解離定数とほぼ同程度であることから、十分な解離定数の値だと考
えられる。koffは 1.0×10-6 s-1～5.0×10-4 s-1と遅く、ＮＫ細胞上のタンパク質に結合して解離しに
くい、目的のモノボディが創製できたと言える。 
 得られた全クローンについて、GAIA-102に対する結合性の確認およびその活性に対する影響
を精査した。Monobodyの His タグを利用し、anti-Hisによる定量的な分析の結果、全クローンで
GAIA-102への結合を確認した。中でも結合が強固なクローン数種は、血液中での培養を行って
もなお解離せず、体内での作動に機能的な課題は無いことが示唆された。一方、1クローンでの
み、GAIA-102 の傷害活性に対して negative な影響が生じることが確認された。GAIA-102 上の
標的分子に結合する際、その標的分子とターゲット細胞上のリガンドとの結合に干渉する位置
に monobodyが結合することが原因であることが想定されたが、当該クローンを除いても有力な
クローンが複数えられていることから、当該クローンは除外することとした。 

 
 
 
 
 

全12クローンのGAIA-102への結合を確認

挑戦的研究（萌芽）２ 

【１ 研究目的及び研究方法、応募者の研究遂行能力（つづき）】 
 

〈2〉 具体的な研究内容および方法、進行状況  

 これまでprototypeとして、「既知の一本鎖agonistic抗体＋既知の細菌由来Fc結合ドメイ

ン」を持つ架橋構造体をin silicoシミュレーションを基に合成し、それが実際に抗体医薬品と

GAIA-102に結合可能であることを明らかにした（図3）。但し、既知の細菌由来配列はやや

抗原性が高いことが明らかになっており、医薬品として開発をする場合、反復投与時に宿主

が中和抗体を産生してしまう可能性があり、次第に効果が減弱する可能性がある。 
 
 そこで本研究では、 
『特定のジスルフィド結合を持つ冠状ペプチド候補を発現するファージライブラリを構築、

「Kd<10−8」を満たす結合能を有する配列を選択し、抗原性・親水性／疎水性・二次構造よ

り、低抗原性のものを絞り込んだ上で、動物にて確認する』を実施する。 
 
【3】申請者の研究遂行能力  
申請者は九州大学医学部を 1990 年に卒業、1997-1999 年に英国 Imperial College へリサーチ

アソシエートとして勤務して以降、一貫して新しい遺伝子治療・再生細胞治療技術の開発研

究者としてのキャリアを積んで来た。その経験における一貫したポリシーは、「臨床医とし

ての視点から疾患の難治化のメカニズムとそれに寄与する中心的分子を明らかにし、次世代

剤型による新しい治療技術を生み出す」である。 
具体的には、（１）RNAバイオ製剤（遺伝子治療製剤）の開発（現在Phase IIb治験実施中）、

（２）がん治療用細胞製剤の開発（2021 年春より Phase I/IIa 治験開始）について、研究・開

発を進めて来た。これらのプロジェクトは、現在科学研究費AMED等においてサポートされ

ており、最近 5 年間で研究代表者として約 7.9 億円超の公的支援を受けて進められている。 
 主たる研究活動における実績  

・公表済み英文原著論文数：125編（全て査読有り、うち筆頭・責任著者52編） 
・最近5ヵ年(2016-2020)の競争的資金獲得総額：約7.9億円（研究代表者分のみ） 
・特別講演・シンポジウム等発表実績：国際学会18件、国内学会70件 
・産業財産権：申請数全37件（うち本申請に関わるもの14件、7件が国内成立済み） 

 

図3．本研究課題で開発する架橋構造体 
（A）本研究で開発する架橋構造体の模式図。既にGAIA-102を含むNK細胞が強発現する各種活性化受容
体に対する一本鎖agonistic抗体のデザインは完了しているため、本研究ではより宿主免疫系に対し抗原性
が低い「抗体医薬品Fc結合ドメイン」のデザインに集中する。 
（B）In silicoデザインの例。Fc結合ドメインとして、やや抗原性が高い細菌由来の既知の配列を用いた。
本研究ではNK細胞（GAIA-102）上の2種の受容体（活性化受容体1種＋CD16）と抗体医薬品を架橋させ
るため、その立体構造をシミュレーションしたところ、安定した結合係数を得るにはそれぞれの距離を一

定範囲内に収めるデザインをする必要があることが明らかとなった。 
（C）（B）で設計したprototypeペプチドを合成し、1）陰性対照、2）細胞＋ペプチドを先に結合、3）抗
体＋ペプチドを先に結合、について結合強度をFACSで確認した。結果、3）の手法が最も効率的に結合さ
せることが可能であることが明らかとなった。 

図



Monobodyと scFvの Fusion proteinの作出 
続いて、抗体医薬をアンカリングするために Fc 結合性の Monobodyの作出を進めた。上記の

NK細胞上の標的分子に対するMonobodyと同様にして、有望なクローンを複数得る事が出来た。
同時に、GAIA-102 結合Monobodyの機能的評価を進めるため、既知の抗体配列を元に scFvを作
成し、Monobodyとの Fusion proteinのデザインを行った。基本的なデザインは AlphaFold2を用
いて確認し、大腸菌および哺乳類細胞を用いて発現を行った。構造上、可溶性分画への回収が困
難であったため、標識タグを工夫することなどで問題を解決し、purityの高い fusion proteinを得
るに至った。 
尚、いずれの実験とも GAIA-102に発現のない human CTLA4及び murine CTLA4を標的分子
とするMonobodyを negative controlとして同時に作出し、その GAIA-102への結合性が無いこと
を確認している。 
 
今後の展開 
本研究成果は狙い通り「抗体・細胞複合体」高度化技術の開発に資するデータであり、今後は臨
床開発に向けた規格化や製造に向けた実用化開発ステップへと進む予定である（2023 年度
AMED シーズ A 採択）。 
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