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要旨 

 本研究では、複数種類のヒトシグナル伝達ドメインを付加した癌胎児性抗原（CEA）特異的 CAR

のレトロウイルスコンストラクトを用いてヒト末梢血 T 細胞に導入し、in vitro における機能

評価と NOG マウスを用いて in vivo における抗腫瘍効果を評価した。その結果、従来から研究

が進められている CD3z と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CAR（28z）に加えて、申請者等

が明らかにした CD4T 細胞や CD8T 細胞に制御性 T細胞抵抗性を付与する GITR シグナル伝達ドメ

インを付加した CAR（zG）導入 T細胞が、極めて有効であることを見いだした。ヒトと同様の

CEA 発現パターンを示す CEA トランスジェニックマウスに大腸発がんを誘発し、CEA 特異的 CAR

を導入したマウス T細胞を用いて、さらなる有効性と安全性を評価するための治療モデルを確

立する目的で、細胞内シグナル伝達ドメイン（CD3z、CD28、GITR）をマウス型に置き換えたエ

コトロピックウイルスを作製し、マウス T 細胞を用いてその発現と in vitro における機能評価

を行った。その結果、マウス T細胞においても機能的な CAR の発現が誘導できた。 
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緒言 

 本邦における悪性腫瘍による死亡は死亡原因の３０％を超え、既存の治療法の改良に加えて、

新規治療法の開発が積極的に行われてきている。なかでも、人工的に腫瘍特異性を付与した T

細胞をがん患者に移入する遺伝子改変 T細胞輸注療法に期待が集まっている。その一つとして

人為的に腫瘍特異性を付与した遺伝子改変 T細胞を輸注する方法が注目されている１。これまで

は、腫瘍細胞の細胞表面上の主要組織適合性抗原(MHC)と腫瘍特異的抗原由来のペプチドとの複

合体を認識する T細胞受容体（TCR）を、ウイルスベクターを用いて導入・改変した自己 T細胞

を利用した臨床試験が行なわれてきた。しかしながら、この療法には「ある特定の MHC に拘束

されるために投与可能な患者数が制限されてしまう」、「MHC を欠落している腫瘍細胞が存在す

る」という短所がある。この問題を解決するための新たな試みとして、腫瘍細胞表面上に発現

されるがん抗原を認識するモノクローナル抗体を T細胞受容体として用いる方法が開発された。

単鎖抗体(scFv) と T 細胞受容体（TCR）や副刺激分子のシグナル伝達ドメインからなるキメラ

抗原受容体(Chimeric antigen receptor; CAR)を導入した T細胞は MHC 非依存性にがん抗原を

認識し破壊できることから、対象となるがん抗原を持つより広範囲の患者に適応可能となる長

所を持つ。今までに複数の CAR 臨床試験が施行されてきたが、in vitro 評価系において優れた

機能の発揮する CAR が、必ずしも優れた臨床効果を示していない。即ちこれまでの CAR 遺伝子

導入Ｔ細胞は、in vitro での機能評価系を指標に順次開発されてきたものの、in vivo である



臨床効果との間に乖離が見られている。また、TCR 遺伝子導入Ｔ細胞輸注療法で見られた程の有

効性が、未だ CAR 臨床試験では確認されていない。このような期待に反する結果の理由として、

投与後の抗腫瘍効果を予測するための in vivo での機能評価系が未成熟であることが挙げられ

る。現状では、投与薬剤そのものであるヒトＴ細胞生体内細胞やヒトがん細胞は、マウス等の

宿主の免疫系により拒絶される為に単純に投与することが出来ず、これまでの改変Ｔ細胞輸注

療法における安全性、薬理薬効はほとんど実験動物では検証されないままに臨床研究が開始さ

れてきた。最近になって、Ｔ細胞移入細胞療法では、移入Ｔ細胞の生体内における長期生存性

が優れた臨床効果を発揮するために必須の条件であることが明らかになり、in vivo での評価系

が切望されている。本研究では、GITR を含む様々な副刺激分子のシグナル伝達ドメインを付加

した癌胎児性抗原（Carcinoembryonic antigen; CEA）特異的 CAR 導入 T細胞を作製し、ヒト T

細胞が生着可能な重度免疫不全マウスであるNOD/SCID/γc-/-(NOG) マウス及びCEAトランスジ

ェニックマウスを用いた in vivo 評価系を樹立した。 

 

材料と方法 

マウス 

 ８週令前後の重度免疫不全マウス（NOD/SCID/γc-/-(NOG)）は公益財団法人実験動物中央研

究所より購入、使用した。８週令前後の C57BL/6 マウスは日本 SLC より購入、使用した。ヒト

CEA プロモータ領域を含む CEA トランスジェニックマウス２（C57BL/6 バックグラウンド）は

Wolfgang Zimmermann 教授（Institute of Immunobiology, University of Freiburg, Germany）

より御供与いただき、三重大学動物実験施設において飼育・繁殖した。 

細胞 

 同意書による同意を得た上で、健常人末梢血から Ficoll 法により末梢血単核球を分離した。

マウス細胞は、マウス脾臓をナイロンメッシュにてほぐし、単一細胞懸濁液を調製した。ヒト

由来の CEA 陽性胃癌細胞株（MKN45）と CEA 陰性胃癌細胞株（MKN1）は対数増殖期に使用した。 

ウイルスコンストラクト 

 CEA特異的単鎖抗体に図１に示すシグナル伝達分子の細胞内ドメインを付加したCARコンスト

ラクトを含むレトロウイルスを作製、使用した。 

 

発がん実験 

 CEA-Tg マウスに AOM（10 mg/kg）を投与しその 1 週間後に 1% DSS を飲水にて反復投与（７日

間連続、７日間休止を３サイクル）を開始して、大腸発がんを誘発した。 



 

結果 

複刺激分子 GITR と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特異的 CAR の発現誘導 

 複刺激分子 CD28、GITR、ICOS、4-1BB

のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特

異的 CAR のヒト末梢血 T細胞への導入

を比較検討した。その結果、CD28（28z）

もしくは GITR（zG）を含む CAR の導入

効率が陽性率の面でも発現強度の面で

も最も高かった（図２）。また、その

際のレトロウイルスコピー数は最少で

（図３）、安全性が高いことも示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

複刺激分子 GITR と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特異的 CAR の in vivo での抗腫瘍

効果 

 次に in vivo での有効性を評価する目的で、ヒ

ト癌細胞が生着可能なNOGマウスにCEA陽性胃癌

細胞株 MKN45を接種すると同時に CEA特異的 CAR

導入 T細胞を輸注し、腫瘍縮小効果を評価した。

その結果、CD28（28z）もしくは GITR（zG）を含

むCARを導入したヒトT細胞は抗腫瘍効果を発揮

した（図４）。 

 

 

 

マウス T 細胞への CAR 導入 

 NOG マウスはヒト細胞が生着可能であ

るが、ヒト T細胞を移入した場合は移植

片対宿主病を発症してしまし、長期のわ

たる CAR 導入 T 細胞の有効性やまた安全

性を評価することはできない。そこで、

マウス T 細胞を用いた治療評価系を樹立

する目的で、シグナル伝達ドメインをマ
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図３．CAR導入細胞における平均レトロウイルスコピー数
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図４．CAR導入T細胞輸注NOGマウスにおける 
CEA陽性ヒト胃癌細胞株MKN-45の増殖抑制
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ウス型に置き換えた CAR コンストラクトを作製し、マウス T細胞への導入効率を検討した。ヒ

トにおいて導入効率の高かった CD28（28z）もしくは GITR（zG）を含む CAR を検討対象とした。

その結果、マウスにおいても十分に発現が誘導できた（図５）。 

 

マウス大腸発がん系を用いた有効性と安全性評価系の樹立 

 正常状態でヒトと同様の発現パターン、即ち正常大腸上皮細胞の管腔側に弱く発現しする CEA

トランスジェニック（CEA-Tg）マウス（C57BL/6 background）を本研究で用いる（導入・繁殖

済み）。このマウスは、アゾキシメタン（AOM）とデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）投与に

より大腸炎症の再燃と寛解を繰り返す潰瘍性大腸炎に合併する大腸癌を摸したモデルを作成す

ると、発生した大腸癌が CEA を強く発現することが示されている２。したがって、CET-Tg マウス

は T細胞輸注療法の有効性を発がん系で評価するために格好のモデルマウスである。CAR 導入細

胞の輸注による治療モデル作製のためには腫瘍発

生時期のその後の腫瘍増殖がわかっていなければ

ならない。そこで、C57BL/6マウスにAOM（10 mg/kg）

を投与しその 1 週間後に 1% DSS を飲水にて反復投

与（７日間連続、７日間休止を３サイクル）を開始

して、大腸発がんを誘発し、大腸癌の発生時期と発

生した大腸癌の増殖率を明らかにした（図６）。 

 

 

考察 

 本研究により、レトロウイルスベクターを用いたヒト T細胞への導入において、CD28 と GITR

を含む CAR が低ウイルスコピー数で効率よく発現誘導でき、また、in vivo でも抗腫瘍効果を発

揮したことから、安全性と効率の面でも高いことが明らかになった。NOG を用いた CAR の in vivo

有効性評価には限界があるため、マウス型 CAR を作製し、その発現誘導を確認できた。従来、

移植癌を用いた抗腫瘍効果の評価の限界点を超えるため、自家発がん系マウスモデルを作製し、

発がんのタイミング等を明らかにできた。この 2 点を明らかにできたことで、今後マウス大腸

発がん系を用いた CAR 導入 T 細胞の有効性と安全性評価系を確立していく予定である。 
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図６．AOM/DSS投与マウスの大腸癌発生時期と
大腸癌増殖率



