
 

厚生労働科学研究費補助金 

第3次対がん総合戦略研究事業 

 

 

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 

 

平成25年度 総括・分担研究報告書 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究代表者 寺 倉 精 太 郎 

（名古屋大学医学部附属病院） 

 

平成26（2014）年3月 



目   次 

 

 

Ⅰ．研究組織   ------------------------ 1 

 
Ⅱ．総括研究報告 
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 

 

 

研究代表者 寺倉 精太郎---- 3

 

Ⅲ．分担研究報告 
 

１．Cell processing center における実際の遺伝子導入および

細胞調製試験 

 

村田 誠----------- 7

 

Ⅳ．研究成果の刊行に関する一覧表  --------------------- 9 

 

Ⅴ．研究成果の刊行物・別刷  --------------------- 11

 

 



 

 

厚生労働省科学研究費補助金（第 3 次対がん総合戦略事業） 

総括研究報告書 

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 

研究代表者：寺倉 精太郎 名古屋大学医学部附属病院 血液内科医員 

 

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。細胞内シグナルを詳細に検討するため、

T 細胞が活性化すると蛍光を発するよう vector を遺伝子導入したが、刺激後に

うまく発現しなかった。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。 

 
研究分担者氏名・所属研究機関名及び所属研

究機関における所属 
 
村田誠・名古屋大学医学部附属病院 講師 

 

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
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 vivo 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 
 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細胞株に

reporter vectorを組み込んだものを作成した。

これにより、より定量的にシグナル伝達を評

価できるものと考えた。 
 CARの細胞外ドメインとなる抗体のaffinity
とCARの有効性との関連は詳細には検討され

ていない。5種類のaffinityの異なるCD20抗体

を用いてCARを作成した。これをT細胞に遺

伝子導入し、CAR-Tの細胞傷害活性などのT
細胞活性に及ぼす影響を検討する。また、細

胞内ドメインのaffinityの組み合わせの違いに

よってT細胞機能にどのような影響が出るの

か検討する。 
（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。今回作成した

CD20CAR-T 細胞は標的細胞あたり約 200 分

子の CD20 を認識して傷害することが分かっ

た。同様にして CD20CAR-T 細胞を活性化す

るために必要な CD20 分子密度を検討した。

CD20CAR-T を活性化するために必要な

CD20抗原は標的細胞あたり約2000分子程度

であることが分かった。さらに、CD20 低発

現となり臨床的に抗 CD20 抗体療法に対して

不応となった慢性リンパ性白血病患者から樹

立された細胞株・臨床分離検体に対しても十

分高い認識・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。細胞内シグナル

を詳細に検討するため、Reporter vector を遺伝

子導入した Jurkat 細胞にこれらの CD20-CAR
を遺伝子導入し、CD20 刺激後に比較検討す

る系を樹立した。しかしながら、刺激後に蛍

光は定量的に検討できなかった。これは Jurkat
およびSUPT1などの今回用いたT細胞腫瘍細

胞株では、文献的には刺激後の活性化は見ら

れることになっているが、実際に手持ちの細

胞株では刺激後の再活性化が見られなかった

ためと考えている。ATCC から購入した

SUPT1細胞を用いてみたが同様の結果であっ

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、cell 
processing center (CPC) での細胞調製は臨床

試験開始後にしか認められておらず、断念し



 

た。そのため、Large scale 培養の検討は実験

室にて行った。 
 
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 は標的抗原が細胞

あたり 200 分子程度発現していれば、傷害活

性を示すことが出来、また 2000 分子程度発現

していれば抗原刺激によって分裂・増殖など

の活性化を示すことが分かった。すなわち、

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。  
 現在、CAR の affinity と細胞内ドメインの

最適な組み合わせについて検討を行っており、

今後 CD20-CAR の最適構造が決定されれば

CPCにおける細胞調製試験を経て臨床試験の

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。 
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Cell processing center における実際の遺伝子導入および細胞調製試験 

 

研究分担者 村田 誠  名古屋大学医学部附属病院 血液内科 講師 

 

研究要旨 

細胞免疫療法を臨床応用するためには、信頼性の高い細胞調製法の確立が必須である。そのた

め、３−６例程度の患者から分離された T 細胞に対して、実際に作成した CD20-CAR を遺伝子導入

し、SOP を作成するとともに、遺伝子導入効率などを検討する。実際に細胞を調製することで問

題点の洗い出しを目的とした。 

患者に投与する細胞しか CPC では調製が許されておらず、患者細胞を用いた細胞調製は行わな

かった。ドナー細胞を用いた細胞調製を実験室で行った。これまでの方法を踏襲し、かなり再現

性よく細胞調製が行われた。今後患者細胞を用いた細胞調製を行い、さらに問題点の洗い出しを

行っていくことにしている。                                                             

                                          

A.  研究目的 

信頼性の高い細胞調製法の確立を目指して、

CD20-CAR 遺伝子導入 T 細胞作成の test-run を実際

のcell processing center (CPC)で行い、問題点を

洗い出すことを目的とした。 

 

B. 研究方法 

 治療抵抗性の悪性リンパ腫患者からインフォー

ムドコンセントの上で末梢血を採取し、CPC におい

て CD20-CAR 遺伝子導入細胞を作成する。手順の詳

細を記録し、Standard Operation Procedure (SOP)

として作成する。問題点があればこれらは別途記録

し、対応策を講じる。 

（倫理面への配慮） 

 厚生労働省研究の遂行にあたっては、厚生労働

省臨床研究の倫理指針に従い、患者の利益を最優

先し、研究実施計画書・同意説明書・同意書等を

策定し、倫理審査委員会の承認を得る。 

 

C. 研究結果 

    院内 CPC の内規から、CPC では実際に患者に投与

する予定の細胞しか調製できないことが分かった

ため、通常用いている実験室でLarge scaleの細胞

調製を行った。CD20-CAR遺伝子およびウイルスベク

ターの作成・遺伝子導入は、24 穴プレートを用い

るこれまで通りの方法を用いた。その後、バッグ

に移して培養を行った。今回は患者細胞でなく、

ドナー細胞を用いたこともあり、概ね予定通りの

遺伝子導入効率および培養増幅効率が得られた。

今後、患者由来細胞を用いた細胞調製の実施に向

けて、仮のSOPの作成を作成し、さらに研究計画作

成・施設IRBへの申請を準備している。 

 

D. 考察 

今回ドナー由来の細胞を用いた細胞調製を行い、

多くの問題点を知ることが出来た。細胞療法の実

施に向けた CPC における細胞調製の test-run は、

臨床試験の実施に向けて重要な段階である。今後患

者由来細胞を用いた Test-run によってさらに多く

の問題点が明らかになるものと期待される。 

 

E. 結論 

CD20-CAR遺伝子導入T細胞のCPCにおける作成を目

指して、CPCにおけるSOP/protocolを準備中である。 

 

F. 研究発表 



1. 論文発表 

1) 本研究に関する今年度の論文は未発表 

2. 学会発表 

未発表 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 なし   

2. 実用新案登録  なし 

3. その他 なし 
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