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研究成果の概要（和文）：新規構造の人工受容体を作成し、機能評価を行う過程で、受容体の細胞外ドメイン切
断現象であるシェディングが起こる構造にすると、シグナル伝達の持続期間が延長し、機能増強効果を示すこと
を発見した。この現象は、近接細胞間の膜蛋白交換現象であるトロゴサイトーシスが、シェディングにより抑制
され、標的タンパク質のターゲット細胞上での発現量が維持されることが原因であると、シェディングを抑制す
る阻害剤や変異導入から示すことに成功した。また人工受容体の細胞内ドメインの構造やサイズが、シェディン
グ、トロゴサイトーシスの調整に密接に関連していることも発見した。本発見は今後の人工受容体設計の基盤原
理となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In the process of creating artificial receptors with novel structures and 
evaluating their functions, it was discovered that the duration of signal transduction is prolonged 
and the function is enhanced when the receptors are structured in such a way that shedding, a 
phenomenon in which the extracellular domain of the receptor is cleaved, occurs. This phenomenon is 
due to the fact that shedding suppresses trogocytosis, a membrane protein exchange phenomenon 
between neighbouring cells, and maintains the expression level of the target protein on the target 
cell, as shown by inhibitors and mutagenesis that suppress shedding. They also found that the 
structure and size of the intracellular domain of the artificial receptor is closely related to the 
regulation of shedding and trogocytosis. This finding is considered to be a fundamental principle 
for future artificial receptor design.

研究分野： 腫瘍免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果から、受容体シェディングによるトロゴサイトーシスの調整法についての基盤理論の構築に成功し
た。またシェディング構造を導入し、トロゴサイトーシスが抑制されたキメラ受容体は、動物実験にて増強され
た抗腫瘍効果を持つことを示すことに成功した。この結果はがん治療におけるキメラ受容体の新しい設計概念と
なるのみならず、シェディングとトロゴサイトーシスの関連は、すべての膜蛋白受容体にて起こっている現象で
あることが予想され、近接細胞間コミュニケーションを理解する上で重要な知見である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
新規の人工受容体を作成し免疫系細胞に導入することで、T細胞を骨格としたバイオマイクロマ
シンを構築し、将来的な細胞療法に利用することを目指して、さまざまな構造を持つ人工受容体
の作成に着手した。当初は、甘味受容体の構造に着目し、さまざまなキメラ構造を組み込み改変
するという実験を行なっていたが、スクリーニング結果で想定した反応結果を示す人工受容体 
を取得することができず、難航していた。さまざまな受容体構造についての知見を増やす過程で、
受容体のシェディング現象に着目した。シェディングとは、リガンドが膜蛋白受容体に接合した
後に、受容体の細胞外ドメインが切断される現象であり、多くのチロシンキナーゼ型受容体にお
いて起こることが知られている。しかしその生理学的意義や、受容体シグナル伝達における役割
についての詳細はほとんどわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
抗がん治療に使用するキメラ受容体(CAR)において、受容体のシェディング構造の有無がどうい
うシグナル伝達、効果に違いを出すかについての検討を行うことで、受容体シェディングの効果、
生理学的意義について調べ知見を得ることで、さらに効果的な CAR の構築を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
CD19-CAR において、膜貫通部位及びその上部のヒンジをシェディング構造を持つ(Notch 蛋白由
来構造)Cleavable-CAR と、切断されない構造(CD8 蛋白由来)Normal-CAR を作成し、シグナル伝
達、細胞障害性、in vivo 抗腫瘍実験等の検討を進め、相違点、メカニズムの検証を行った。 
 
４．研究成果 
 

Cleavable-CAR は短時間での反応において、元のコンストラクトと同程度の抗原特異的なシグ

ナル伝達を示した。我々は、前述の通り一定の不応期間があるシグナルの方が、反応性が持続し

やすいのではないかと考え、4 日間刺激が入り続ける状態での解析を行ったところ、Cleavable 

CAR の方がより強く反応性が持続している事が分かった(図 1)。この結果をふまえ、in vivo で

の抗腫瘍効果についての検討を行った。CD19 発現腫瘍株である NALM6 を iv 投与した白血病モデ

ルマウスに、各種 CAR-T 細胞を静脈投与した結果、Cleavable-CAR は、Normal-CAR より in vivo

でも有意にモデルマウスの生存を延長し、高い治療効果が認められた。 

  

   
図 1 Cleavable コンストラクトを使用した CAR の反応性 

リガンド発現細胞との共培養での、T 細胞刺激シグナルを NFAT-luc 細胞で検出した所、膜貫通領域をマウス Notch タ

ンパク由来のものに変えた Cleavable CAR(L3)では、3h では同等の反応性を認め(左)、day4 まで長期培養した所、元

の CAR より高い反応性を認めた(中央)。さらに、血液腫瘍モデルでの in vivo でも有意な抗腫瘍活性を認め、臨床承

認 CAR である イェスカルタ(Gilead Science 28z で表記)の同等 CAR と比較し Cleavable-28z は有意に生存を延長し

た(右)。  



次に、シェディング構造が CAR の長期反応性を高め、マウスモデルでの効果を増強するメカニ

ズムを検証した。様々な細胞内ドメイン構造をもつ CAR を用いたところ、Cleavable CAR ではい

ずれもがん細胞上の抗原発現の減少が少なく、シェディング構造を付加した Cleavable CAR で

は、通常の CAR と比較してトロゴサイトーシスが抑制されることが明らかになった(図 2)。ま

た、シェディング阻害薬を使用すると Cleavable CAR でも抗原が減少してしまうことから、CAR

のシェディングがトロゴサイトーシスを抑制するという現象を証明した。さらに、マウス Notch

配列以外のシェディング構造を用いた Cleavable CAR でもトロゴサイトーシスが抑制されたこ

とから、シェディング構造がトロゴサイトーシスを抑制するのは、普遍的な現象であることが

示唆された。 

 

Cleavable CAR の最適化による CAR-T の細胞の抗腫瘍効果増強 

 

受容体のシェディングがトロゴサイトーシスを抑制し、シグナルの持続時間を延長すること

は、これまで全く報告されていない現象である。我々は、トロゴサイトーシスとシェディングの

関連について、さらに研究を進め、トロゴサイトーシスとはなぜ起こるのかについて考察を深め

た。その結果、細胞内のシグナルドメインの個数を増やすことで、Cleavable CAR のトロゴサイ

トーシス抑制効果を高められることが明らかとなった(図 3)。現在、シグナルドメインの個数と

トロゴサイトーシスの抑制を繋げているメカニズムの解明を進めており、論理的に Cleavable 

CAR の最適化を行うことを可能にすることで、標的や T 細胞に合わせた Cleavable CAR 設計技術

の開発が期待できると考えている。 

 
Cleavable CAR-T の固形がん治療への展開 

   

図 3 シグナルドメインのエンジニアリングによるトロゴサイトーシス効果の最適化手

法 

シェディング構造を組み入れたCAR において、細胞内のシグナルドメインの個数を増や

すと、さらにトロゴサイトーシスが抑制されることがわかった。Cleavable-2828z の方

が Cleavable-28z より抗原発現量が増え、トロゴサイトーシスが抑制されていることが

わかる(上)また、細胞内ドメインを増やしたCAR(Cleavable-2828z)は、より抗腫瘍効

果が増強されることが in vivo 試験で示された(下)。 

図 2 Cleavable CAR はトロゴサイトーシスを抑制する 

様々な細胞内ドメインタイプの CAR において、膜貫通部位にシェディング

構造を組み込むと、トロゴサイトーシスを起こしにくくなることが示され

た。通常の CD19 発現がん細胞株 NALM6 は左端(緑)レベルの抗原発現があ

るが、通常の CAR-T と共培養すると青まで発現低下を認める。Cleavable 

CAR では低下が抑制される(赤)。つまり、様々な構造の CAR において、本

Cleavable CAR 技術が活用できることが示唆される。 



 

前述の通り、既存の CAR-T では固形がんに対する薬効が十分ではないことが、プログラムが上

市に至っていない理由の一つとして考え、CAR-T 療法における大きな課題であると考えられる。

固形がんにおいて標的とされる表面マーカーには HER2、MSLN、MUC16 など、それ自身がシェディ

ング構造を有する膜タンパク質が多いため、CAR による抗原引き抜きによる抗原量減少が生じや

すく、CAR-T の殺傷効果が低下することで腫瘍の再発や免疫逃避の一因になる事が報告されてい

る。そこで、固形がん抗原を標的とする CAR に Cleavable CAR を適用することで、標的の固形が

んにおける抗原量低下を抑制し、抗腫瘍効果を高めることができるのではないかと考えた。 

標的として、卵巣がんをはじめとする固形がん抗原である HER2 を選定した。HER2 は CAR-T 両

方において抗原発現低下が報告されており、CAR によるシェディングやトロゴサイトーシスが生

じていると考えられる。HER2 に対する Cleavable CAR-T を構築したところ、細胞実験において

HER2の発現減少を抑制することが示され、マウス腫瘍モデルにおいてもCleavable-BBBBzCARは、

トロゴサイトーシスの抑制に相関して有意に効果が増強されることが示された。(図 4) 

 
以上のように我々は、シェディング構造を持つ CAR がトロゴサイトーシスを抑制することで

強力な抗腫瘍効果を示すこと、さらにトロゴサイトーシスをコントロールすることで最適化す

る原理手法を確立し(Minagawa, submitted)、Cleavable CAR 技術として 2022 年に特許出願を行

った。トロゴサイトーシスの抑制法を理論化した報告はこれまで存在せず、CAR の効果増強にお

いて全く新しい概念である。さらに、CD19 抗原に対する Cleavable CAR は、現在世界的に利用

されている製剤と比較し強い抗腫瘍効果を示しており、次世代の CAR として期待される。また、

HER2 抗原に対する固形がんモデルにおいても、効果の増強が確認出来ており、その高い抗腫瘍

活性から、現状治療が難しい固形がんの治療に用いる CAR-T 細胞の開発が期待される。シグナ

ル因子の選択、サイトカインやケモカインの発現など様々な CAR-T の活性増強法は報告されて

いるが、本技術はどの方法とも共存できることから、併用による相乗的な抗腫瘍効果の向上も

可能であると考えられる。このように、今後発展していくと考えられる全ての CAR 療法に適応で

図 4 Her2 抗原での CleavableCAR のトロゴサイトーシス抑制 

抗原認識部位を Her2ScFv に変更したCAR-T と、Her2 発現腫瘍 skOV3 を共培養し、skOV3 の Her2 発現量を定量化したも

の。ターゲットを変えても、Cleavable CAR 及びシグナルドメインを増やした場合のトロゴサイトーシスコントロールは

問題なく働くことが確認できている。また、skOV3-Luc を免疫不全マウスに皮下移植し、Day7 に 各種 CAR-T 細胞を IV

した in vivo 腫瘍実験のデータでは、トロゴサイトーシスの抑制データと相関するように、Cleavable-BBBBz は有意に

CAR-T 治療 1week 後の腫瘍量が減少していることが示された。 
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きる技術であり、他の技術と競合しないことから、プラットフォーム技術としての将来性が大き

い。 

このように、シェディング構造とトロゴサイトーシスの関連は、CAR の機能向上という実用方

向においても有用な知見であるが、チロシンキナーゼ型受容体の多くがシェディング構造を持

つことを考えると生理的意義の大きい発見であると考えられる。膜蛋白受容体は、トロゴサイト

ーシスにより近接細胞よりリガンド蛋白質を取り込み、その取り込み量がシェディングにより

コントロールされていることが予想される。シェディング現象は、チロシンキナーゼ型受容体、

Notch 蛋白、アミロイド前駆体蛋白など、体内で普遍的に発現し様々な機能を持つ受容体で起こ

っている現象であり、それぞれで、シェディングがどのようなメカニズムで調整されているかを

調べることは、シグナルコントロール、近接細胞間コミュにカーションの解明といったこれまで

未知のメカニズムに関わる研究になると考えており、今後の発展に期待している。 
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