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ヒト化抗 CD20抗体を細胞外ドメインとした新規キメラ抗原レセプター（CAR）遺伝

子導入 T細胞の作成と評価 
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研究要旨： 

 ヒト化抗 CD20 抗体を細胞外ドメインとした新規キメラ抗原レセプター 

(CAR) を開発し、これを遺伝子導入した T細胞を用いてその評価を行った。

CD20 を特異的に認識する CAR 遺伝子を開発し得た。現在臨床で用いられる

抗 CD20 抗体は、連用することで腫瘍細胞表面上の CD20 発現が低下し、抗

CD20抗体療法が不応になることが知られているが、CD20-CAR+ T細胞はこ

うした CD20 低発現細胞株も有効に認識・傷害した。また、腫瘍細胞表面上

の CD20 が低発現となった患者からの臨床分離株においても有効な認識・傷

害を示した。 

 これまで用いてきた CD28細胞内ドメインに加え、4-1BBおよび CD27細胞

内ドメインをもつ CARを作成した。さらに抗体部分の affinityの異なる CAR

を複数種類作成し、affinity と細胞内ドメインの最適な組み合わせについて検

討した。 

 CD20CAR遺伝子導入 T細胞の調製にあたり、実験で行うよりも大きな規模

の培養が必要になる。そのため、病院の細胞調製施設を使って試験培養を行

う予定としていた。病院の細胞調製施設の規則によって、試験培養は行うこ

とが出来なかったが、その代替として実験室での拡大培養を行った。これに

よって培養が可能であることが分かった。 
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A.研究目的            
 本研究ではヒト化 CD20抗体を細胞外ドメ
インとして用いたCARを作成・評価し前臨床
試験までを行うことを目的とした。既に抗体

のAffinityが報告されているヒト化CD20抗体

の遺伝子情報を用いて開発に着手できる。ヒ

ト化抗体を用いた CAR の開発はまだ報告が
少ないが、導入した遺伝子産物に対する免疫

反応が起こりにくいと考えられるヒト化抗体

を用いて免疫反応を避ける必要性は高い。本

研究で用いるCD20抗体はAffinityが既知であ
るために、標的細胞側の抗原発現量がリガン

ド結合後のT細胞機能に及ぼす影響を、異な
る Affinityの CARを用いて検討可能である。
CD20 低発現細胞株や臨床分離細胞を用いて
CD20低発現の標的に対するCD20-CARの作
用について検討する。さらに Affinity/avidity
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を変化させたときに CD28/CD27/4-1BB の細
胞内ドメインの違いが及ぼす影響について、

とくに抗原刺激後のT細胞の増殖・メモリー
化に及ぼす影響について in vitroで検討する。 
 CD20 刺激後のサイトカイン分泌や細胞分
裂能から最適なCARの構造を決定し、これを
用いた臨床試験の準備を行う。分担研究者に

おいて既に稼働しているCell processing center
を用いて実際の患者から分離したT細胞を用
いた細胞調整の試験を数例程度行い、GMP基
準に則った細胞調整が可能であることを確認

する。 
 開発したCD20-CARを用いて臨床試験を行
い、実際に臨床的有用性が示されれば、現在

臨床で使用されている維持抗体療法・化学療

法の代替としてより副作用が少なく、維持療

法よりもむしろ安価な治療として認知される

ことが期待される。 
 
B．研究方法 
 新規ヒト化抗CD20抗体の可変領域を細胞
外ドメインとするCARを分子生物学的手法を
用いて作成した。作成したCD20-CARをレト
ロウイルス作成用のプラスミド・ベクターに

組み込み、レトロウイルス・ベクターを作成

した。作成したレトロウイルス・ベクターを

用いてドナー末梢血T細胞にCD20-CARを遺
伝子導入し、CD20-CAR+ T細胞を作成した。
さらにCD8陽性細胞あるいはCD4陽性細胞に
純化して実験に用いた。種々のレベルのCD20
を発現するCD20-CEM細胞を標的としてクロ
ム放出試験を行った。また、本学にて冨田ら

が樹立・報告しているCD20低発現細胞株およ
びCD20低発現臨床分離細胞を標的としてク
ロム放出試験や細胞内インターフェロンγ染

色にて、CD20-CAR+ T細胞が標的をCD20特
異的に認識・傷害するかどうかについて検討

した。細胞上清に含まれるインターフェロン

γやIL-2はELISAを用いて測定した。 
 これまで用いてきたCD28細胞内ドメイン
に替えて4-1BB/CD27の細胞内ドメインを組

み込んだプラスミド・ベクターを作成した。

上記同様にレトロウイルス・ベクターを作成

した。CARがCD20に結合した後、伝達される
シグナルを比較検討するため、Jurkatおよび
SUPT1細胞株にreporter vectorを組み込んだも
のを作成している。これにより、より定量的

にシグナル伝達を評価することにした。 
（倫理面への配慮） 
患者あるいはドナーから細胞その他の材料を

採取する場合には、当院 IRB で審査を受け、
適切なインフォームド・コンセントのもと行

う。研究遂行にあたって必要な倫理指針など

を遵守して行う。 
 
C. 研究結果 
 新規にヒト化抗 CD20抗体を細胞外ドメイ
ンとして用いたCARを作成し、細胞表面上に
発現する CD20の抗原量と CD20-CAR+ T細
胞の反応しうる限界について検討した。新た

に作成した CD20-CAR を遺伝子導入した
CD20-CAR+ T細胞はCD20特異的に標的細胞
を認識・傷害した。この細胞を用いて様々な

程度の CD20 を発現する CEM 細胞株群に対
する細胞傷害活性を検討した。CD20-CAR+ T
細胞は極めて低い CD20 発現を示す CD20+ 
CEM 細胞に対しても高い細胞傷害活性を示
した。さらに、CD20 低発現となり臨床的に
抗 CD20抗体療法に対して不応となった患者
から樹立された細胞株・臨床分離検体に対し

ても比較的高い認識・細胞傷害活性を示した。 
 CD27 細胞内ドメインを用いた CAR を
CD28 あるいは 4-1BBの細胞内ドメインを用
いた CAR と比較して有用性を検討すること
を目的として、これまで用いてきた CD28細
胞内ドメインに替えて、4-1BB/CD27細胞内ド
メインに入れ替えたものを作成した。これら

のプラスミド・ベクターを用いてレトロウイ

ルス・ベクターを作成した。Reporter vector
を遺伝子導入したJurkatおよびSUPT1細胞に
これらの CD20-CAR を遺伝子導入し、CD20
刺激後に蛍光を評価する系を樹立すべく、実
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験を進めた。Reporter vectorを遺伝子導入した
細胞株は樹立できたが、刺激後の活性化が見

られなかった。作成した Affinity の異なる 5
種類の CAR を比較するため、ドナー由来 T
細胞に遺伝子導入し、比較検討した。Affinity
が高まるにつれて、一定以上の Affinity があ
ればCD20特異的にCARを通した細胞の活性
化は見られた。しかしながら、一定以上に

Affinityを高めても、同程度のシグナルが伝わ
っていることが分かった。CARとして有効性
が出るための抗体の Afftinityの閾値が存在す
るものと考えられた。 
 最適と考えられるCD20-CARの構造が決定
した後、これを用いた臨床試験の準備として

GMP 基準に則った細胞調製が可能かどうか
について検討することにしていたが、本学の

細胞調製施設の規則により、患者に投与する

ための細胞以外の細胞の調製は細胞調製施設

では行えなかった。そのため、代替として実

験室でのLarge scale培養の検討を行った。こ
れにより、CD20CAR-T 細胞は臨床スケール
で培養可能であることが分かった。 
 
D. 考察 
CAR の標的抗原が腫瘍組織以外に発現して
いると、CARがその抗原を標的として正常組
織をも攻撃することが懸念される。そのため

CAR の標的抗原は腫瘍組織以外に発現がな
いことが極めて厳密に求められてきた。その

ためになかなか新しい CAR の標的抗原の同
定はこれまで困難であった。一方で、これま

で抗体療法の標的としての腫瘍特異抗原の探

索は広く行われてきたが、その場合には腫瘍

特異性と同時にその抗原が腫瘍において高発

現していることが求められてきた。こちらも

同様になかなか新規に良い標的抗原は出てこ

なかった。 
 本研究の結果から、CARは抗体の認識しう
る範囲よりも低発現の標的でも十分認識しう

ることが示され、腫瘍抗原の探索範囲をこれ

までよりも低発現の範囲に広げることによっ

て新たな腫瘍抗原が得られる可能性が考えら

れた。そのような新しい戦略によって比較的

発現の低い腫瘍抗原を CAR の標的抗原とし
て同定出来れば、CARの臨床応用の可能性も
高まることが期待される。  
 抗体を CAR に加工した場合に必要な条件
については詳細には分かっていない。今回

我々は 5 種類の Affinity の異なる CD20CAR
を作成し、比較検討した。Affinityは一定以上
の強さが必要であったが、Affinityと活性化の
程度との相関は閾値のある反応曲線を描いた。

今後さらに何種類かの細胞内ドメインにおい

て、細胞内ドメインと Affinity との組み合わ
せにおいて、最適なものを検討していく。 
 CD20CAR遺伝子導入 T細胞の臨床スケー
ルの培養を病院の細胞調製室で行う予定であ

ったが、病院規則から出来なかった。その代

替として実験室での拡大培養を行った。その

結果として細胞調製は技術的には可能である

ことが確認できた。今後、CD20CAR の最適
構造が決定し、臨床試験の開始を目指してい

く。 
 
E. 結論 
新規CD20-CARを作成し、T細胞に遺伝子導
入を行った。これらの CD20-CAR+ T細胞は
CD20 を特異的に認識・傷害した。これらの
細胞を用いて CD20低発現細胞株・臨床分離
検体に対する反応を検討した。極めて低発現

の細胞株や臨床分離検体でも認識・傷害しう

ることがわかった。CARのこういった特性を
生かして、低発現であるが腫瘍特異性の極め

て高い標的抗原の探索という新しい戦略が考

えられた。新規 CD20CARは CD20低発現標
的に対して有効であることが示唆された。 
 
F. 健康危険情報 
特になし 

 
G. 研究発表 
1.  論文発表 
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