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研究成果の概要（和文）：本研究では、in vitroにおいて、TGF-β受容体の細胞外ドメイン、もしくは抗TGF-β
一本鎖抗体と、遊走能に関わるタンパク質の細胞内ドメインを融合した人工キメラタンパク質を遺伝子導入して
発現させることにより、T細胞にTGF-β依存的な遊走能を細胞に付与できることを明らかにした。今後、in vivo
での検討が必要ではあるものの、本研究成果により、任意の分子に対する遊走活性を細胞に付与できる可能性が
示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that TGF-β-dependent migration ability can 
be conferred to T cells by expressing an artificial chimeric protein that fuses the extracellular 
domain of the TGF-β receptor or an anti-TGF-β single-chain antibody with the intracellular domain 
of a protein involved in migration ability in vitro. Although in vivo studies will be necessary in 
the future, this study shows the possibility of conferring chemotactic activity to any cell of 
interest.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： CAR-T　TGF-β

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、これまでほとんど効果が得られていない固形癌に対する遺伝子改変T細胞療法の効果の改善に資
する成果である。本研究により、エフェクターT細胞を腫瘍局所へ浸潤させるために、腫瘍特異的な可溶性分子
に対する遊走能を細胞に人工的に付与できる可能性が示された。本研究で開発した、細胞を任意の分子に対して
遊走させる技術は、CAR-T細胞療法だけでなく、Treg療法や、幹細胞療法などの再生医療にも応用できる可能性
があり、学術的にも医学的にも基盤的技術となりうる技術である。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
キメラ抗原受容体 (CAR)-T 細胞療法は、遺伝子改変 T 細胞療法として初めて実用化され、一

部の血液がんに対して、極めて高い効果を示し、大きな予後の改善をもたらした。しかし、遺伝
子改変 T 細胞療法は、現在においても固形癌に対してほとんど効果が得られていない。その原
因として、エフェクターT 細胞の腫瘍局所への浸潤が不十分であることが挙げられている。 
 
２．研究の目的 

T 細胞の腫瘍局所への浸潤を亢進させるために、腫瘍特異的な分子に対する遊走能を細胞に付
与することができれば、固形癌に対する遺伝子改変 T 細胞療法の効果を大幅に上昇させること
ができると考えられる。そこで、本研究では、 
（１） 腫瘍特異的な可溶性分子に対する遊走能をもたらす新規人工受容体の開発 
（２） in vivo での遊走能評価のための新たな化学発光タンパク質システムの構築 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）T 細胞に遊走能を付与する新規キメラ受容体発現レンチ・レトロウイルスベクターを作製
し、遺伝子導入を行う。 
（２）トランズウェルアッセイにより、細胞遊走能を評価する。 
（３）フローサイトメトリー法により、導入した遺伝子の発現確認を行う。 
 
４．研究成果 
（１）腫瘍局所からは様々な種類のケモカインが放出されて
いるが、個人差やがん種による差が大きい。一方で、TGF-β
等のサイトカインや、ダメージ関連分子パターン (DAMPs) 
といった、より腫瘍特異的な可溶性分子には細胞を遊走させ
る働きは無いことに加え、T 細胞の細胞傷害活性を抑制する
機能を持っている。本研究を始めるに当たり、TGF-β 依存的
な遊走能を細胞に付与する人工受容体を作製することを目
的として、TGF-β 受容体の細胞外ドメインと、遊走能に関わ
るタンパク質の細胞内ドメイン 3 種類を用いて、人工キメラ
受容体を作製した。これらのキメラ受容体をヒト T 細胞性白
血病細胞株である Jurkat 細胞にレンチウイルスベクターを
用いて遺伝子導入し、トランズウェルアッセイにより、TGF-
β に対する遊走能を評価した。その結果、作製した人工キメ
ラ受容体は、TGF-β に対する遊走能をもたらすことが示され
た。次に、これらのキメラ受容体の細胞外ドメインを抗 TGF-
β 一本鎖抗体に置換したキメラ受容体を新たに作製し、同様
にトランズウェルアッセイにより、TGF-β に対する遊走能を
評価した。その結果、TGF-β 受容体の細胞外ドメインを用い
た場合と同様の遊走活性が認められた (図 1)。この TGF-β 依
存的な遊走活性は末梢血単核球 (PBMC) 由来ヒト T 細胞を
用いた場合においても認められた。これらの結果から、一本
鎖抗体等の任意の分子に対する結合ドメインと、遊走活性化
ドメインを適切なリンカーを用いて融合させることにより、
任意の分子に対する遊走活性を細胞に付与できる可能性が
示された。細胞外の免疫抑制因子の捕捉は、免疫抑制機能の
阻害による T 細胞療法の効果改善につながることが報告さ
れており、この人工キメラ受容体も、発現させることにより
免疫抑制的な腫瘍微小環境に対する抵抗性を付与すること
ができると考えられる。一方で、TGF-β 受容体以外の受容
体の細胞外ドメインや、抗 TGF-β 一本鎖抗体以外の一本鎖
抗体を用いた評価を行うことは、今後の極めて重要な検討
課題である。 
 
２）in vivo での T 細胞の遊走能を評価するために、in vivo 
dual-luciferase アッセイの改変を試みた。このシステムで
は、任意のがん細胞株にホタルルシフェラーゼを遺伝子導
入し、エフェクターT 細胞に CyOFP1 と NanoLuc の融合
タンパク質である Antares を遺伝子導入することにより、

図 1 抗 TGF-β一本鎖抗体と
遊走ドメインのキメラ受容体
発現細胞を用いたトランズウ
ェルアッセイ 

図 2 フローサイトメトリー
を用いた Antares およびその
派生タンパク質の発現確認 



腫瘍の評価と T 細胞の全身動態の解析を同時に行うことが
可能である。しかしながら、新規キメラ受容体と Antares を
同時に遺伝子導入する必要があるため、ウイルスの二重感染
効率が低いことが問題であった。そこで、発現させる遺伝子
のサイズを小さくするために 
1. HA tag-Antares-CD8 TM 
2. HA tag-Linker-CD8 TM-Antares 
3. Antares-P2A-Thy1.1 
というコンストラクトの発現ベクターを作製し、検討を行っ
た。その結果、1. 2.は 3.と比較して Antares の発現量および
発光値が低下しており、細胞外の tag の発現量もビーズを用
いた濃縮には十分ではなかった (図 2)。3.の Antares と細胞
外マーカー (Thy1.1)、新規キメラ受容体を P2A ペプチドで
つないだ遺伝子を導入した条件では高い導入効率が得られ、
anti-Thy1.1 磁気ビーズを用いた細胞の濃縮も可能であっ
た。赤色蛍光タンパク質の選択や細胞外マーカーの選択にお
いてはまだ検討の余地が残っているので、今後の検討課題で
ある。 
 
（３）in vivo での T 細胞の腫瘍への遊走能を評価する上で、
免疫不全マウスとヒトがん由来細胞株、およびヒトPBMC由
来 T 細胞を用いると、細胞の動態が正しく評価できないので
はないかという疑念が生じた。そこで、マウス T 細胞を用い
た実験を計画したが、レンチウイルスを用いた遺伝子導入法
では効率が非常に低かった。そこで、レトロウイルスを用い
た同様のベクターを作製し直し、3 種類のマウス T 細胞株 
(CTLL-2, EL-4, 2B4) に遺伝子導入を行った後、トランズウ
ェルアッセイを行った。しかしながら、どの細胞株において
も遊走能は認められなかった (図 3)。これらの細胞株につい
て、人工キメラ受容体の細胞表面の発現量を抗リンカー抗体
を用いてフローサイトメーターで確認したところ、Jurkat
細胞と比べて発現が大きく低下していた (図 4)。これらの結
果から、マウス T 細胞を用いた in vivo の実験を行うにあた
って、レトロウイルス発現ベクターの改変の必要性が示唆さ
れた。また、人工キメラ受容体の細胞内ドメインがヒト由来
であることも遊走能が付与できなかった原因の 1つとして考
えられるため、細胞膜貫通ドメイン、細胞内ドメインをマウ
ス由来のものに変更して最適化し、遊走能を確認すること
は、今後の必須の課題である。 
 
（４）固形癌に対する CAR-T 細胞療法を確立する上で、が

ん特異的な標的分子の同定は避けては通れない重要な課題

である。固形癌に対する有効な標的分子は未だ見つかってい

ないが、腫瘍内で既にがん細胞に結合している抗体が存在す

れば、その抗体を利用した CAR-T 細胞はがん特異的になり

うるのではないかと考えた。そこで、マウス由来がん細胞株

を皮下移植したマウス腫瘍部から、がん細胞だけを取り出

し、抗マウス IgG 抗体で染色してフローサイトメーターで解

析を行った。その結果、腫瘍内の細胞表面には自己抗体が結

合していることが確認された (図 5)。この抗体の標的分子を

同定するため、非特異的ビオチン化酵素とプロテイン A-G と

の融合タンパク質を用いて、抗体の標的タンパク質をビオチ

ン化ラベルして回収する手法を確立し、質量分析法による解

析を行ったところ、RNA 結合タンパク質が複数同定された。

近年、細胞表面に糖鎖修飾された RNA が存在していること

が報告されているが、腫瘍細胞での機能は明らかではない。

腫瘍内では死細胞から放出された RNA 結合タンパク質が腫

瘍細胞表面に結合している可能性が考えられるが詳細は不

明である。今後の解析によって、腫瘍結合抗体の標的分子や

配列等を明らかにすることができれば、固形癌に対する

CAR-T 細胞療法の実現に向けた大きな一歩となることが期待できる。 

図 3 人工キメラ受容体を発現
させたマウス細胞株を用いた
トランズウェルアッセイ 

図 4 Jurkat と CTLL-2 の
細胞表面での人工キメラ
受容体発現量の比較 

図 5 マウス腫瘍から単離した
がん細胞表面に結合している
IgG の検出 
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