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研究成果の概要（和文）：本研究では、加齢に伴い末梢血T細胞において蓄積される遺伝子変異を同定し、これ
らの変異遺伝子を野生型T細胞に付加することにより、その長期生存能を高め、同細胞から作製される抗腫瘍T細
胞が持続的な治療効果を誘導できるという仮説を立て、以下の研究計画を立てた。加齢に伴う遺伝子変異とし
て、TET2、DNMT３Aに加え、DUSP11を抽出した。DUSP11遺伝子をノックアウトさせたT細胞及びCAR-T細胞は、
TET2やDNMT3AノックアウトT細胞とは異なり、未分化性(長期生存能)の促進が認められなかった。さらに細胞増
殖やサイトカインや細胞障害性因子の産生能や細胞障害能についても影響が認められなかった。

研究成果の概要（英文）：We identified TET2, DNMT3A, and DUSP11 as aging-associated genetic 
mutations. First, we performed genetical ablabations of TET2, DNMT3A, and DUSP11 genes using the 
CRISPR Cas9 approach and analyzed the effects on the function of T cells and CAR-T cells. T cells or
 CAR-T cells with knockout of TET2 or DNMT3A genes indeed exhibited significant promotion of 
undifferentiated state (persistence),in agreement with previous reports. However, T cells and CAR-T 
cells with DUSP11 gene knockout did not show promotion of undifferentiated state (long-term survival
 capacity) as observed with TET2 or DNMT3A knockout T cells. Furthermore, no effects were observed 
on cell proliferation, cytokine and cytotoxic factor production, or cytotoxicity (anti-tumor
effect). So far, we were unable to identify aging-related mutations that would favorably impact 
CAR-T cell immunotherapy. 

研究分野：がん免疫

キーワード： CAR-T細胞　加齢　ゲノム異常

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の正常部ゲノム解析により、多くの正常組織において、加齢によって体細胞変異が蓄積した細胞の一部が分
化能を喪失したクローン性増殖能を獲得し、最終的に悪性化腫瘍を発症することが明らかになったが、これらは
加齢によって発生する「前がん病変」を捉えることを目的とした研究であり、治療法に活用させることを意図し
た研究は皆無である。
本研究は、加齢に伴いT細胞で蓄積する、腫瘍化につながり得る遺伝子変異を逆にCAR-T細胞療法の治療効果改善
に活用することを目指す、という新しい着想に基づく研究計画であり、既存の治療戦略の延長線にのらない治療
法である。

※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 

キメラ抗原受容体(chimeric antigen receptor, CAR) T細胞は、患者由来の末梢血

T細胞から、体外で腫瘍抗原を認識する CAR遺伝子を導入して製造する“生きた医薬品”

である。再発・ 難治性の B 細胞性腫瘍に著効したことから脚光を浴びているが、大半

の悪性腫瘍に対する治療効果は乏しいのが現状である。その原因として、殆どの CAR-T

細胞は長期生存能が喪失し、輸注後早期に死滅することが挙げられる (Chan et al. 

Nat Rev Immunol 2021)。 

細胞の寿命は、その分化状態によって規定される。造血器細胞や T細胞も例外ではな

く、長期生存能・未分化性に優れた幹細胞を頂点とし、細胞増殖に伴う不可逆的な分化

と共に長期生存能を失なう（Gattinoni et al Nat Med 2011）。近年のゲノム解析によ

り、造血幹細胞において、加齢に伴い、主にエピゲノム関連遺伝子の変異が蓄積すると、

分化能を失い、クローン性増殖能を獲得し、最終的に造血器腫瘍の発症に至ることが明

らかとなってきた(Jaiswal et al. NEJM 2014)。現在、食道、胃、大腸、皮膚、子宮な

どの数多くの正常細胞においても、造血幹細胞と同様に、加齢依存性ゲノム異常の蓄積

に伴う、クローン性増殖の存在が明らかになっているが、変異遺伝子は臓器によって多

種多様である（Kakiuchi et al Nat Rev Cancer 2021、Inoue et al Nat Commun 2019）。

意外なことに、T細胞における加齢に伴うクローン性増殖の検証がなされていないため、

その存在自体が不明であった。 

 

２．研究の目的 

T細胞においても加齢に伴う遺伝子変異が蓄積し、分化障害に伴うクローン性増殖能

（長期生存能）を獲得しているという仮定が成立すれば、これらの遺伝子を末梢血 T細

胞に CAR遺伝子と共に遺伝子導入することで、長期生存能を獲得した CAR-T細胞の作出

につながり、持続的な治療効果を誘導出来るという仮説を立てた。そこで本研究は加齢

に伴い T細胞で蓄積する、腫瘍化につながり得る遺伝子変異を、逆に CAR-T細胞療法の

治療効果改善への活用を目指すことを本研究の目的とした。 

 



３．研究の方法 

（１）末梢血 T細胞における加齢に伴う遺伝子変異を検出する。 

加齢誘導性変異を検出するため、65 歳以上の高齢者に限定して、10 症例の市販の健常

人由来の末梢血単核細胞を収集した。既報をもとに加齢性クローン造血因子である TET

２、DNMT３Aに加え、DUSP１の変異に着目して解析した。 

（２）加齢に伴う遺伝子変異(群)が正常 T 細胞機能の長期生存能に寄与することを示

す。 

高齢者において特異的な遺伝子変異が正常 T 細胞の長期生存能に寄与することを検

証するために、若年健常人の T細胞に対して、これらの遺伝子を過剰発現又は破壊させ、

in vitro、in vivo で長期生存能、抗腫瘍能を検証し、治療戦略の有効性を明らかにす

ることを目指した。 

（３）個々の変異遺伝子が CAR-T細胞機能に及ぼす性質変化を分子レベルで解明する 

本研究で同定される変異遺伝子群について、変異遺伝子導入 CAR-T細胞のエピゲノ

ム変化を ATACシークエンス、遺伝子発現変化を RNAシークエンスにより網羅的に解

析し、両データを比較しながら変化が起こる具体的な下流遺伝子、シグナル経路レベル

で明らかにする。 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

加齢性クローン造血因子である TET２、DNMT３A に加え、DUSP１の変異に着目して解析

した。これら３種類の遺伝子を CRISPR-Cas９法により遺伝子破壊し、T細胞の機能解析

を行った。その結果、TET2や DNMT3A KOさせた T細胞は、顕著な分化阻害が認められ、

増殖能も維持された。一方、DUSP１KO細胞は、未分化性、増殖、細胞障害性因子の産生

能に影響が認められなかった。 

続いて、加齢に伴って影響を受けるエピゲノム関連遺伝子破壊による機能解析を行った。 

加齢に伴い、DNAだけでなくヒストンのメチル化状態も変動することが知られているた

め、加齢と相関することが知られているエピゲノム遺伝子 Xに着目して機能解析を行っ

た。その結果、遺伝子 X を KO した細胞では、未分化性が保持されることが明らかとな

った。 

申請者らは、異なるエピゲノム関連遺伝子 PRDM1 を KO すると、CAR-T 細胞の長期生存

能の亢進を介した抗腫瘍治療効果の改善を報告している（Yoshikawa T Blood 2022 139, 

2156-72）。興味深い点として、遺伝子 X を PRDM1 と共に KO させた CAR-T 細胞は、更な

る分化阻害能が認められた。さらに白血病細胞を免疫不全マウスに移植した腫瘍マウス

図 2. 加齢蓄積型遺伝子変異を末梢血 T

細胞において導入した上で、in vitro, in 

vivo での機能解析を通じて CART 細胞

機能の向上につながる遺伝子改変の開

発につなげる。 



モデルにおいて、遺伝子 X と PRDM１DKO CAR-T 細胞は、PRDM１KO と比較して、更なる

抗腫瘍効果が認められた。現在、PRDM1と遺伝子 Xとのダブルノックアウト CAR-T細胞

による機能改変に関する分子機序を理解するために、RNAseq や ATACseq を行い、加齢

型エピゲノムと CAR-T細胞治療効果を結びつける転写ネットワークを解析している。こ

れらのデータの蓄積を含め、論文投稿に向けて準備中である。以上のように、本研究課

題では、当初、加齢性遺伝子変異による CAR-T細胞の機能改変を目指したが、当初の目

的を達成することができなかった。しかしながら、加齢と相関するエピゲノム遺伝子に

着目したことで、CAR-T 細胞の治療効果の向上に結び付く研究成果が得られつつある。 
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