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1. はじめに 

1.1. 養子免疫療法によるがん治療 

 養子免疫療法とは、がん患者より免疫細胞を分離し、抗腫瘍活性を高めるた

めにサイトカイン、腫瘍抗原による刺激、遺伝子導入などの操作を加え拡大培

養した後に患者体内に戻す治療であり、サイトカイン療法やワクチン療法と並

んで腫瘍免疫療法の代表的な戦略の一つである。 

 初期の養子免疫療法としては、ヒトリンパ球を IL-2 等で刺激し培養した

Lymphokine-activated killer (LAK) 細胞による治療などが報告されているが、

腫瘍特異的な免疫反応によるものではなく、その効果も限定的であった 1。より

特異性の高い方法として Rosenberg らは 1986 年にマウスの悪性黒色腫より腫

瘍浸潤リンパ球 (Tumor-infiltrating lymphocytes: TIL) を分離し、IL-2で培養

後輸注することにより、腫瘍が消褪することを報告した 2。TILには腫瘍特異的

な細胞傷害性 T 細胞や活性化 NK 細胞が豊富に含まれるため、より特異的な腫

瘍免疫が得られるというのがその理論的根拠であり、これらの結果をもとに悪

性黒色腫患者を対象とした臨床試験も行われている。またこの時、TIL 輸注前

にシクロホスファミドや放射線照射などの前処置を加えることで TIL がより効

率的に体内で増殖し、優れた治療効果が得られることが報告されている 3。しか

し、腫瘍生検検体を得るため外科的処置を必要とする点や、体外培養で目標の
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細胞数を得られない場合があるなどの問題があり、標準化が困難な治療法であ

った。 

 養子免疫療法の特異性および汎用性をさらに高めるために開発されたのが、

人工的な抗原受容体をリンパ球に遺伝子導入して行う養子免疫遺伝子療法であ

る。リンパ球に遺伝子導入される受容体としては、主に T 細胞受容体 (T cell 

receptor: TCR) とキメラ抗原受容体 (chimeric antigen receptor: CAR) の 2種

類がある 4。前者は、既知の腫瘍関連抗原を HLA 拘束性に認識する TCR 遺伝

子を患者リンパ球に遺伝子導入するものであり、特定の HLA型の患者に使用が

限られる。また、TCRはと鎖からなるヘテロダイマーの構造を持つため、内

因性TCRと遺伝子導入されたTCRの単鎖同士が会合 (ミスペアリング) した結

果、目的の外因性 TCRが十分に発現しない場合や、自己反応性の T細胞が出現

し、自己免疫疾患様の病態を惹起する可能性がある 5。しかし、TCR によるア

プローチは細胞表面抗原のみならず、プロセシングを受けた後 HLAによって提

示されるような細胞内抗原も標的とすることができるという利点がある。これ

に対して CAR は抗体の可変領域からなる single chain variable fragment 

(scFv)、膜貫通領域、そして TCR のシグナル伝達に関与する CD3鎖が連結さ

れた構造を持ち、HLA非拘束性に抗原を認識することが可能である (図1)。CAR

の場合、標的とする抗原が細胞表面抗原でなければならないという制約はある
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ものの、より汎用性が高く、適切な表面抗原を有する腫瘍に対しては極めて有

効である。このような基本構造を持つものは第一世代 CARと呼ばれるが、CAR

発現 T細胞の効果をさらに高める試みとして、CARの構造内に T 細胞共刺激シ

グナル発生ユニットを挿入した第二世代 CAR が開発された 6。T 細胞の活性化

には、HLA に提示された抗原との結合による TCR からのシグナル 1 と、抗原

提示細胞などが発現しているB7 (CD80) などの共刺激因子とCD28の相互作用

を介したシグナル 2が必要であるが、第二世代 CARが標的抗原を認識すると直

ちにシグナル 1 および 2 が伝達され T 細胞が活性化される。このことにより T

細胞がアナジーに陥ることを防ぎ、十分に活性化して優れた抗腫瘍効果を発揮

することができる。挿入される共刺激シグナル発生ユニットとしては他にも

4-1BB (CD137)、OX40 (CD134) などがあり 4、2種類のユニットをタンデムに

挿入した第三世代 CARも開発が進みつつある 7。Morganらは HER2 (ERBB2) 

を認識する第三世代 CARを用いた転移性大腸がんに対する臨床試験にて、輸注

15 分後に呼吸不全をきたし、5 日後に死亡した例を報告しており、肺組織に弱

く発現されている ERBB を CAR が認識したことによるサイトカイン症候群が

機序として推定されている。このように第二、第三世代 CARでは効果が高まる

一方で、強い有害事象も起こりうるため、CAR 遺伝子と同時に自殺遺伝子を導

入するなどの方法により安全性を担保することも必要である 8。 
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(図 1) CARの構造 

CARは抗体の可変領域 VH、VLを linkerで連結した scFv (single chain variable 

fragment) からなる細胞外領域に、spacer、膜貫通領域 (TM) を介して TCR

の CD3鎖からなる細胞内領域が連結された構造を持つ。これに加え、第二世代

CAR では一つ、第三世代 CAR では二つ以上の共刺激シグナル発生ユニットが

挿入され、CARの効果を高める。 

 

 

 

(図 2) CD19-CARの作用機序 

B 細胞リンパ腫細胞表面に存在する CD19 抗原を、T 細胞に発現させた

CD19-CAR が HLA 非依存的に認識し、T 細胞を活性化することにより細胞傷

害作用を発揮する。 
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1.2. B細胞腫瘍と第二世代 CD19-CAR 

 CD19 は、様々な分化段階の B 細胞に広く発現されている表面抗原であり、

これを標的とすることで、B 細胞白血病、B 細胞リンパ腫などの B 細胞腫瘍を

広く治療の対象とすることが可能である。米国 Memorial Sloan Kettering 

Cancer Center (MSKCC) の Brentjensらは 2007年に、CD19を標的とした第

二世代 CAR遺伝子、1928zをレトロウイルスベクターによりヒト T細胞に導入

し、これらがヒト B 細胞リンパ腫の細胞株に対して強力な抗腫瘍効果を持つこ

とをマウスモデルで実証した (図 2)9。この研究成果を受けて、1928z は再発

CD19 陽性慢性リンパ性白血病 (CLL) および急性リンパ性白血病 (ALL) 患者

に対する臨床試験に使用され、後者では 5 例中 4 例で寛解 (CR) を得るなど優

れた効果が得られている 10,11。その他にも米国Pennsylvania大学 12-14、National 

Cancer Institute15,16などにおいても第二世代 CD19-CAR の臨床試験が行われ

ており、再発難治性の B 細胞腫瘍に対して一定の効果を挙げている (表 1)。重

篤な副作用としては、サイトカイン症候群による血圧低下、呼吸不全などが報

告されている。また、CD19 は正常 B 細胞にも広く発現されるため、長期にわ

たり正常 B 細胞が消失し、低ガンマグロブリン血症をきたす例もあり、ガンマ

グロブリンの補充療法などが行われている。 

自治医科大学遺伝子治療研究部では米国 MSKCC の Brentjens 博士らにより
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B 細胞性白血病に対して臨床応用されている第二世代 CD19-CAR 遺伝子 

(1928z) を搭載したレトロウイルスベクターである SFG-1928z の提供を受け、

B 細胞リンパ腫に対する治療に応用するために基礎研究を行っている。B 細胞

リンパ腫は難治性の血液悪性疾患であり、代表的な病型であるびまん性大細胞

型 B細胞リンパ腫 (Diffuse large B cell lymphoma; DLBCL) は非ホジキンリ

ンパ腫の 35～50%を占めており、本邦では頻度が高い疾患である 17。B 細胞の

表面抗原CD20に対するキメラモノクローナル抗体であるRituximabとCHOP

療法の併用は長期生存率を改善したが、再発例も多い。救援化学療法感受性の

再発に対しては自家移植併用大量化学療法が行われるが、化学療法抵抗性の症

例の予後は不良である。若年例などでは同種移植などが試みられるが、治療関

連死亡は 30%前後と極めて高いため 18、治療関連毒性が低く効果の高い治療の

出現が強く望まれる。第二世代 CD19-CARによる養子免疫遺伝子療法は従来の

抗がん剤や抗体療法とは異なる機序で働き、薬剤耐性を克服できる可能性があ

ることから、有望な新規治療として期待できる。 
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(表 1) 第二世代 CD19-CARの臨床試験 
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1.3. IL-21 

 近年同定された T 細胞サイトカインの一つである IL-21 は、IL-2、4、7、9、

15 と同様に IL-2 受容体鎖を共有する鎖サイトカインファミリーの一つであ

る。NK、NKT、CD4+T細胞により産生され、NK細胞や CD8+T細胞の細胞傷

害活性の増強と生存の延長、B 細胞においては分化の促進、また CD40 や B 細

胞受容体などに対する共刺激の非存在下ではアポトーシスを惹起する。その他、

Th17 細胞や DC などに対する作用も報告されており、その働きは多様である 

(図 3)19。その中でも IL-21 の NK 細胞や CD8+T 細胞への作用は、腫瘍に対す

る免疫を強化するものとして、近年腫瘍免疫療法の領域においての注目が高ま

っている。2003 年 Ugai らは、マウス大腸癌の同系移植において、大腸癌細胞

に IL-21を発現させたところ、NK細胞、T細胞依存性に腫瘍の拒絶が起こるこ

とを初めて報告した 20,21。以来、さまざまな動物腫瘍モデルにおいて IL-21 発

現プラスミドの遺伝子導入や組み換え IL-21 製剤の投与などの前臨床研究が行

われ、腫瘍の拒絶や確立された腫瘍の縮小などの効果が得られている 22-24。こ

れらの結果を基に、主に悪性黒色腫、腎細胞癌などの腫瘍においてヒトを対象

とした臨床試験も行われており、第一相、第二相試験において発熱・悪寒・皮

疹などサイトカイン療法で一般的な副作用は認められるものの重篤な有害事象

なく安全に施行できたことが報告されている (表 2)25-32。 
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 また、IL-21 は B 細胞系に対しては形質細胞への分化成熟を促す一方で、ア

ポトーシスを誘導する作用もある。B 細胞リンパ腫細胞株に対しても、前臨床

試験において一部を除きほとんど増殖を抑制しアポトーシスを誘導することが

報告されている 33-36。 

 Timmermanらは再発・難治性のB細胞リンパ腫に対してRituximabと IL-21

を併用する第一相試験を行った。IL-21 による T 細胞免疫の増強、NK 細胞と

Rituximab に よ る 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性  (antibody-dependent 

cell-mediated cytotoxicity: ADCC) の強化、さらには B細胞に対する直接的な

アポトーシスの誘導などによる抗腫瘍効果が期待された。対象患者は 1 例を除

き全例 Rituximabの使用歴があったが、19例中 8例で部分寛解 (PR) 以上の効

果があり、うち 4例では過去の Rituximab投与時より長い効果持続期間を得る

ことができた 31。臨床での使用についてはさらなる検討を要するが、IL-21は B

細胞リンパ腫の免疫療法において有望な薬剤の一つであると考えられる。 
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(図 3) IL-21 の多様な作用 
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(表 2) 悪性腫瘍に対する IL-21臨床試験の報告 
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1.4. CD19-CARと IL-21 併用の意義 

自治医科大学遺伝子治療研究部ではCD19-CARによるB細胞リンパ腫の養子

免疫遺伝子療法の抗腫瘍効果を増強するための基礎研究を行っている。IL-21は

CD19-CAR 遺伝子導入 T 細胞の抗腫瘍活性を増強し in vivo での生存を延長す

る効果が期待できる。また、前述したように B 細胞リンパ腫へ直接的な殺細胞

効果を発揮する可能性もあることから、CD19-CARによる B細胞リンパ腫の治

療効果を増強する有望な戦略と考えられる。さらに本研究では、CD19-CAR と

IL-21 を共発現ベクターで T 細胞に同時に発現させることにより局所的な効果

を発揮させかつ全身性の副作用を回避することを目指した。 
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2. 目的 

本研究では、CD19 特異的キメラ抗原受容体 Chimeric Antigen Receptor 

(CD19-CAR) 発現 T 細胞の抗腫瘍効果を増強するため、T 細胞サイトカインで

ある IL-21 を共発現させ、免疫不全マウスを用いたヒト B 細胞リンパ腫の異種

移植モデルにおいてその効果を検討する。 
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3. 方法 

3.1. プラスミド 

 CD28 を構造内に含む第二世代 CD19-CAR 遺伝子 (1928z) を搭載したレト

ロウイルスベクターSFG-1928z は Brentjens 博士 (MSKCC) より提供された。

IL-21の cDNAは以下のように単離した。抗 CD3抗体および抗 CD28 抗体で活

性化した健常人末梢血単核球細胞 (PBMC) から total RNA を TRIzol (Life 

technologies, Carlsbad, USA) を用いて抽出した。その後、ReverTraAce 

(Toyobo, Osaka, Japan) を用いて cDNAを調整し、特異的なプライマーを用い

た PCRにより完全長のヒト IL-21 (hIL-21) cDNAを増幅した。得られた hIL-21

を pBluescript KS (+) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) にサブク

ローニングした (pB-hIL21)。SFG-1928z と pB-hIL21 を鋳型として、1928z

と hIL-21 を P2A ペ プ チ ド 配 列 で 連 結 し た 共 発 現 ベ ク タ ー

SFG-1928z-P2A-IL21を overlap PCR法により作成した 37。使用したプライマ

ーの位置と配列を図 4 に示す。SFG-1928z を鋳型として、NotI を含む 1928z

特異的なprimer AとP2Aペプチド前半を含むprimer Dを用いてPCRを行い、

PCR 産物①を得た。次に pB-hIL21 を鋳型として、P2A ペプチド後半を含む 

primer CとBamHIを含む IL-21特異的な primer Bを用いてPCR反応を行い、

PCR 産物②を得た。尚、primer C と D は互いの末尾がオーバーラップした相

補配列となっている。最後に PCR産物①と②を鋳型として primer Aおよび B

を用いて PCR反応を行った。PCR反応には、KOD plus ver.2 (Toyobo) を使用

した。PCR 産物を QIA quick PCR purification kit (QIAGEN, Hilden, 
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Germany) にて精製した後、pBluescript KS (+) にサブクローニングし、全塩

基配列を確認した (pB/SFG-1928z-P2A-IL21)。pB/SFG-1928z-P2A-IL21を 

NotI と BamHI で制限酵素処理して得られたインサート DNA 断片を、同じく

NotI と BamHI で 切 断 し た 基 本 骨 格 の SFG-1928z に 挿 入 し 、

SFG-1928z-P2A-IL21を得た。 

 

(図 4) Overlap PCRのプライマー設計 

GSG: Glycine-serine-glycine linker、Start: 開始コドン、Stop: 終止コドン 

 

ルシフェラーゼ発現ベクターpEF-LucはpEF-PGKneoにルシフェラーゼcDNA

を挿入し作成した 38。ヒト CD19発現ベクターpMXs-CD19は pMXs-puroにヒ

ト CD19 cDNAを挿入し作成した 39,40。 
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3.2. 細胞株 

 ヒトバーキットリンパ腫株 Raji はヒューマンサイエンス研究資源バンクより、

ヒト赤芽球系白血病株 K562、マウス線維芽細胞株 NIH3T3 は理研バイオリソ

ースセンターより入手した。ルシフェラーゼ発現 Raji 細胞 (Raji-Luc) は Raji

細胞に pEF-Luc をエレクトロポレーション法にて遺伝子導入後、G418 (1 

mg/ml) で選択的に培養して高発現クローンを得た 40。ヒト CD19 発現 K562細

胞、NIH3T3 細胞 (K562-CD19、NIH3T3-CD19) はそれぞれ K562 細胞、

NIH3T3 細胞に pMX-CD19 を用いて遺伝子導入し、ピューロマイシン (1 

g/ml) で選択的に培養してクローンを得た 40。BaF-3-IL21R 細胞は

pEF1-IL21R-puroをマウス pro-B細胞株 BaF-3にエレクトロポレーション法

にて遺伝子導入後、ピューロマイシンにて選択的に培養し、高発現クローンを

得た 41。レトロウイルスのパッケージング細胞としては PG13 を使用した 42。

接着細胞は 10% 牛胎児血清 (FBS； Sigma Aldrich, St. Louis, MO) を添加し

た Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM； Life Technologies, Carlsbad, 

CA) で、浮遊細胞は 10% FBS添加 RPMI1640 (Life technologies) を用い、37℃、

5%CO2にて培養した。  

 

3.3 リン酸カルシウム法による 293 細胞への遺伝子導入 

 遺伝子導入前日に 1ウェルあたり 3 × 105個の 293細胞を 6穴細胞培養プレ

ートに播いた。遺伝子導入当日、新しい DMEM3 ml で培地交換した。プラス

ミド溶液 3 g、2 M CaCl2 20.4 l、滅菌蒸留水 128 l を混合した後、2 × HBS 
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(pH 7.11) 150 l を加え撹拌した後、室温で 2分間静置した。プラスミドを含む

反応液の全量をウェルに滴下した。翌日、新しい DMEM 3 ml で培地交換を行

い、トランスフェクションから 48～72時間後に遺伝子発現確認などの実験に使

用した。 

 

3.4. レトロネクチンを用いた浮遊系細胞への遺伝子導入 

 24 穴ノントリートメントプレート (Corning) に 20 g/ml に調整したレト

ロネクチン (Takara bio, Shiga, Japan) を 1ウェルあたり 500 l 加え、4℃で

12 時間静置した。2% 牛血清アルブミン  (BSA； Sigma-Aldrich) を含む

Phosphate-buffered saline (PBS) 500 l をウェルに加え、30分間室温でブロ

ッキングを行った。PBS でウェルを洗浄後、レトロウイルス上清をレトロネク

チン処理プレートに加え、2000 × g、 32℃ で 2 時間遠心した。PBS でウェ

ルを洗浄後、遺伝子導入する細胞を 1～2 × 106/ml の濃度となるように培地

で懸濁し、1 ml ずつウェルに加え、1000 × g、 32℃ で 10 分間遠心し、細

胞をウェルの底面に接着させた。細胞は 24時間後以降に適宜培養フラスコ等に

移し、拡大培養した。 

 

3.5. レトロウイルス上清の作成 

 SFG-1928z または SFG-1928z-P2A-IL21のいずれかと VSVg エンベロープ、

gag-pol発現ベクターを293細胞にリン酸カルシウム法で一過性に遺伝子導入し、

VSVgシュードタイプしたレトロウイルス粒子を含む培養上清を得た。このウイ
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ルス上清をポリブレン法にてパッケージング細胞 PG13 に感染させることによ

り安定的に遺伝子導入し、限界希釈法にてクローンを得ることによりウイルス

プロデューサー細胞を樹立した。 

ウイルス上清の調整は以下のように行った。まず 1日目にプロデューサー細胞

106個を 15 cm の培養シャーレに播き、37℃で 12 時間培養した。2 日目に、

DMEM 12 ml に培地交換し、32℃のインキュベーターに移した。3日目に酪酸

ナトリウム (Sigma Aldrich) を最終濃度 5 mM になるように加え、5日目に上

清を回収した。上清中に含まれる組み換えレトロウイルスの力価は、Retrovirus 

Titer Set (Takara bio) を用いてリアルタイム PCR法により測定した。 

 

3.6. 健常人末梢血単核球細胞の分離・培養と遺伝子導入 

 健常人の検体を使用した実験は自治医科大学の倫理委員会にて承認され、提

供者に対して書面にて同意を取得した。末梢血全血 20 ml より Ficoll-Paque 

PLUS (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USA) を用いて PBMCを分離した後、

10%ヒト AB型血清 (Nova Biologics, Oceanside, CA) および 1 nM の組み換

えヒト IL-2 (Life technologies) を添加した X-vivo 15 (Takara bio) により培養

した。PBMCを直ちに使用しない場合には、-80℃にて凍結保存し、必要時解凍

して使用した。遺伝子導入は以下のように行った。まず、24 穴ノントリートメ

ントプレート (Corning) に 1 ウェルあたりそれぞれ 10 g/ml の抗 CD3 抗体 

(R&D systems, Minneapolis, MN) 200 l および 20 g/ml のレトロネクチン 

500l を加え、4℃、12 時間静置後、2% BSAを含む PBSにて室温 30分間ブ
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ロッキングを行い、前刺激用プレートを作成した。培養 1日目に、1ウェル当た

り 106個の PBMC を前刺激用プレートのウェルに加えた。4 日目、5 日目に、

PG13より得られたレトロウイルス上清を用いて、前述のプロトコールに従って

レトロネクチンを用いた遺伝子導入を行った。6 日目、13 日目に CD19 抗原発

現フィーダー細胞を PBMC の 1/10 量加えた。フィーダー細胞としては、放射

線照射 (50 Gy) あるいはマイトマイシン C (10 g/ml) で 90 分間処理した

NIH3T3-CD19 細胞または放射線照射 (100 Gy) した K562-CD19 細胞を使用

した。  

 

3.7. フローサイトメトリーによる T 細胞サブセット解析 

 細胞表面 CD19-CAR の評価はビオチン化抗マウス IgG ヤギ抗体 (Jackson 

Immunoresearch, West Grove, PA, USA) と FITC標識ストレプトアビジンま

たは PE標識ストレプトアビジン (Dako, Glostrup, Denmark) を用いて行った。

T 細胞サブセットの解析は、FITC 標識抗ヒトCD3 抗体、APC標識抗ヒトCD8 

抗体、PE標識抗ヒト CD62L抗体、APC標識抗ヒト CD45RO抗体、APC標識

抗ヒト CD27抗体 (Biolegend, San Diego, CA, USA)、FITC標識抗ヒト CD4

抗体、PE標識抗ヒト CD8抗体、APC標識抗ヒト CD45 抗体(BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA)、PE標識抗ヒト CCR7抗体 (R & D systems)、PE標識抗

ヒト CD28抗体 (eBioscience, San Diego, CA, USA) を用いて行った。具体的

な染色方法としては、まず、CD19-CARの染色のため 1% FBSを含む PBS 50 l 

に 106個相当の細胞を懸濁し、ビオチン化抗マウス IgGヤギ抗体を 1 l 加え、
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遮光して 4℃、20分間反応させた。細胞を PBSで洗浄後、再び 1% FBSを含む

PBS 50 l に懸濁し、使用した抗体の組み合わせに応じて FITCまたは PE標識

ストレプトアビジン 1 l を加え、遮光して 4℃、20分間反応させた。次に、再

び 1% FBSを含むPBS 50 l に懸濁し、T細胞サブセット関連の抗体を 5 l (二

重染色の場合は各 5 l) 添加し、遮光して 4℃、20 分間反応させた。細胞を PBS

で洗浄後、1% paraformaldehydeを含む PBSで固定し、測定を行った。サンプ

ルの測定とデータの解析は BD LSR™と Cell Quest™Pro softwareまたは BD 

LSR Fortessa™と FACSDiva™ software (BD Biosciences) のいずれかの組み

合わせで行い、CD19-CAR 陽性分画をゲーティング後、目的とする表面抗原の

陽性率を算出した。 

 

3.8. 細胞内フローサイトメトリーによるリン酸化 STAT3の解析 

 BaF-3-IL21R 細胞およびヒト PBMC はそれぞれサイトカインを含まない培

地で 12時間前培養した後、IL-2 (1 nM) 、IL-21 (10 ng/ml) を含む培地あるい

は所定のサンプルに 106/ml の濃度で懸濁し、5 分間反応させた。細胞を

phosphatase inhibitor (1 mM Na3VO4、5 mM NaF) を含む PBSで洗浄し、反

応を停止させ、以下の解析に用いた。リン酸化 STAT3の細胞内抗体染色は、以

下のように行った。まず 1サンプルあたり106個の細胞を 4% paraformaldehyde

溶液に懸濁し、37℃で 10分間固定処理を行った。細胞を PBSで洗浄後、4℃に

冷却した Perm buffer Ⅲ (BD Biosciences) 1 ml に懸濁し、氷上で 30分間膜

透過処理を行った。細胞を 1% FBSを含む PBS 200 lに懸濁し、PE標識抗ヒ
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トリン酸化 STAT3 抗体 20 l を加え、室温遮光で 1 時間反応させ抗体染色し

た。サンプルの測定とデータの解析は BD LSR™と Cell Quest™ Pro software

または BD LSR Fortessa™と FACSDiva™ software (BD Biosciences) のいず

れかの組み合わせで行った。 

 

3.9. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 PBMCの培養上清中の hIL-21の測定は以下のように行った。PBMCを PBS

で洗浄後、サイトカインを含まない X-vivo15 に 107/ml の濃度で懸濁し、37℃

で 12 時間培養した。細胞を遠心して上清を回収し、human IL-21 ELISA 

ready-set-go kit (eBioscience) を用いて測定した。PBMC上清の IFN-の測定

は以下のように行った。抗原刺激群  (Ag+) では 105 個の PBMC と

NIH3T3-CD19細胞 105個を PBSで洗浄後、サイトカインを含まない X-vivo 15 

200 l に懸濁し、96穴丸底プレート (Corning) にて 72時間培養した。非抗原

刺激群 (Ag-) では、PBMC105 個のみを培養した。細胞を遠心して上清を回収

し、IFN- ELISA ready-set-go kit (eBioscience) を用いて測定した。サンドイ

ッチ法による ELISAは所定のプロトコールに従い以下のように行った。まず捕

捉抗体でコーティングされた96穴プレートに測定サンプルと標準曲線作成用の

既知の濃度の溶液を加え、室温 2 時間または 4℃、12 時間反応させた。ウェル

を 0.05% TWEEN20を含む PBSで洗浄後、検出抗体 (ビオチン化抗体) を加え

1時間反応させた。ウェルを洗浄後、アビジン化 horse radish peroxidase (HRP) 

溶液を加え 30分間反応させた。ウェルを洗浄後、tetramethylbenzidine基質を
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加え 15 分間発色反応させたのち、1 M H3PO4 で反応を停止させた。その後

Spectramax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) を 用 い て 波 長

570nm-470nmで吸光度を測定した。 

 

3.10. ウェスタンブロッティング 

 蛋白抽出液 20g を 2-mercaptoethanol を還元剤として加えた NuPAGE® 

LDS Sample buffer (Life technologies) に溶解し、98℃、5分間加熱処理した

後氷冷した。反応液を NuPAGE® MES running bufferと Bis-Tris 4%-12% ポ

リアクリルアミドゲル (Life technologies) にて、100 V、80 分間泳動した後、

NuPAGE® transfer bufferを用いて 30 V、60分間で polyvinylidene difluoride 

(PVDF) 膜  (Life technologies) に転写した。PVDF 膜を PVDF blocking 

reagent for Can Get Signal (Toyobo) を用いて室温 30分間ブロッキングを行っ

た。Wash buffer (0.5 % TWEEN20 を含む TBS) で洗浄後、CD19-CARの検出

には抗ヒトCD3抗体、IL-21の検出には抗ヒト IL-21抗体 (biolegend)、STAT3、

pSTAT3 の検出には抗ヒト STAT3 抗体、抗ヒト pSTAT3 抗体 (Cell signaling 

technology, Danvers, MA, USA) をそれぞれ一次抗体として用い、Can get 

signal solution 1 (Toyobo) で 1000倍希釈した溶液にて室温振盪 1時間または

4℃、12時間で染色した。二次抗体による染色は、転写膜を wash bufferで洗浄

後、HRP標識二次抗体 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) を Can get 

signal solution 2 (Toyobo) で 5000倍希釈した溶液で、室温振盪 1時間染色し

た。転写膜を wash bufferにて洗浄後、enhanced chemiluminescence systems 



23 

 

(GE Healthcare) を用いて処理し、化学発光を X線フィルムで検出してシグナ

ルの可視化を行った。 

 

3.11 細胞傷害性試験 

 Calcein-acetoxymethyl (Calcein AM; Dojin、Kumamoto, Japan) を用いた細

胞傷害性試験は参考文献のプロトコールに従って行った 43。Calcein AMを最終

濃度 15 M になるように加えた RPMI1640にターゲット細胞を 106/ml の濃

度で懸濁し、37℃で 30 分間染色した。ターゲット細胞を RPMI1640 で 2 回洗

浄した後、2 × 105/mlの濃度となるように RPMI1640で懸濁した。次にエフ

ェクター細胞を所定の E:T 比となるよう RPMI1640に懸濁し、96穴 V底プレ

ート (WATSON、Tokyo, Japan) に 1ウェルあたり 100 l で播き、Calcein AM

で染色されたターゲット細胞の懸濁液を 1ウェルあたり 50 l 加えた。なお、

エフェクター細胞の細胞数はフローサイトメトリーで測定したCAR陽性率で補

正し、CAR 陽性細胞数として所定の比になるように計算した。バックグラウン

ドの蛍光 (spontaneous release) を測定するため、エフェクターを加えないウ

ェルを作成した。また全細胞溶解時の蛍光 (maximum release) を測定するため、

2% Triton Xを添加した RPMI1640 100 1をウェルに加えてターゲット細胞を

溶解させたウェルを作成した。37℃ 4 時間培養した後、細胞を遠心して上清 75 

l を回収し、蛍光測定用の 96 穴フルオロヌンクプレート (Thermo scientific, 

Waltham, MA) に移した。Fluoroskan Ascent FL (Thermo scientific) を用い

て、励起波長 485 nm、 蛍光波長 530 nmにて各ウェルの蛍光 (test release)
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を測定した。ターゲット細胞の溶解率 (%) を以下の計算式により計算した。 

[ (test release - spontaneous release)/(maximum release - spontaneous 

release) ] × 100 

 

3.12 ヒト B細胞腫瘍患者臨床検体を用いた実験 

 患者検体を使用した実験は自治医科大学の倫理委員会にて承認された。B 細

胞腫瘍の診断あるいは疑いの患者に対して書面で同意書を取得した。末梢血検

体の場合には、全血 20 ml を採取し、Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) を

用いてリンパ球分画を得た。リンパ節検体の場合には検体の一部を無菌的に 70 

mのナイロンセルストレイナー (BD biosciences) に通し、単一細胞を分離し

た。細胞の CD19 陽性率は、PE 標識抗ヒト CD19 抗体 (Bay bioscience, 

Burlingame, CA, USA) を用いて前述のフローサイトメトリーの方法に従って

算出した。検体を細胞傷害性試験のターゲット細胞として用いる場合には、Dead 

cell removal kit (Miltenyl biotech, Bergisch Gladbach, Germany) を用いて死

細胞を除去した後に実験に使用した。 

 

3.13. マウス異種移植モデルによる動物実験 

 8～12 週齢の Balb/c Rag 2-/- c-/-マウスは伊藤守先生 (実験動物中央研究所) 

より提供された。実験開始日に、5 × 104個の Raji-Luc細胞を PBS 300 lに懸

濁し、マウス尾静脈より静脈内投与した。4 日後、治療群のマウスに対しては

CAR 陽性細胞として 7 × 106 個となるように調整したヒト T 細胞を同じく
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PBS 300 lに懸濁して静脈内投与し、コントロール群のマウスには投与を行わ

なかった。実験開始後 14日目より 7日毎に以下の方法によりバイオイメージン

グによる腫瘍量の評価を行った。まずマウスにルシフェリン (75 mg/kg) (Ieda, 

Tokyo, Japan) を腹腔内注射にて投与し、10 分後に IVIS imaging system 

(PerkinElmer, Waltham, MA) と living image software (PerkinElmer) でル

シフェリンの発光を測定した。マウスの尾を除く体全体を Region of Interest

として設定して発光 (photons/second) を定量化し、腫瘍量の評価とした。全て

の動物実験は自治医科大学動物実験委員会の承認を得て、動物福祉及び動物実

験倫理面 (動物愛護上の配慮など) を含めた、自治医科大学動物実験指針規定に

従って行われた。 
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4. 結果 

4.1. CD19-CAR及び CD19-CAR-IL21遺伝子搭載レトロウイルスベクターの作

製 

 基本骨格である第二世代 CD19-CAR 遺伝子搭載レトロウイルスベクター

SFG-1928z と hIL-21 の cDNA を鋳型として、1928z と IL-21 を 2A ペプチド

配列 P2Aで連結した共発現ベクターSFG-1928z-P2A-IL21 を作製した (図 5)。 

(図 5) CD19-CAR 及び CD19-CAR-IL21遺伝子 搭載レトロウイルスベクター 

SD: splice donor; SA: splice acceptor; LTR: long terminal repeat;     

: packaging signal; P2A: porcine teschovirus-1-derived 2A peptide 
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4.2. 293 細胞における導入遺伝子発現と IL-21 の機能 

 CD19-CAR と IL-21 の遺伝子の発現を確認するため、SFG-1928z (CAR) お

よび SFG-1928z-P2A-IL21 (CARIL21) を 293 細胞にリン酸カルシウム法にて

遺伝子導入した。CARおよび CARIL21遺伝子導入 293細胞抽出液のウェスタ

ンブロッティングではともに CD19-CARの発現が確認された。また、CARIL21

遺伝子導入 293 細胞培養上清のウェスタンブロッティング  (WB) および

ELISA にて IL-21 の発現が確認された (図 6)。IL-21 の機能は STAT3 のリン

酸化を指標に評価した。IL-21の特異的なシグナルを調べるために、鎖を発現

する IL-3依存性 pro-B細胞株 BaF-3にヒト IL-21受容体 (IL21R) を強制発現

させた BaF-3-IL21R 細胞を使用した 41。CARIL21 遺伝子導入 293 細胞の上清

で刺激したBaF-3-IL21R細胞抽出液のWBでは STAT3 のリン酸化が確認され

た。また、CARIL21 遺伝子導入 293 細胞の培養上清を用いて BaF-3-IL21R 細

胞を培養すると、細胞は rhIL-21 添加時と同等の良好な増殖を示した (図 7)。

以上により、新たに構築したベクターSFG-1928z-P2A-IL21 由来の IL-21 が機

能的であることが示された。 
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(図 6) CARおよび CARIL21 遺伝子を導入した 293細胞の解析 

(a) 細胞抽出液のWB による CAR (53 kDa) の検出。 

(b) 培養上清のWBによる IL-21 (18 kDa) の検出。陽性コントロールとして 

組み換えヒト IL-21 (rhIL21) を使用した。 

(c) 培養上清の ELISAによる IL-21の検出。遺伝子導入されていない 293細胞

の上清を陰性コントロール (NC) として使用した。 
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(図 7) BaF-3-IL21R細胞を用いた IL-21の機能解析 

(a) CARIL21遺伝子導入 293細胞の培養上清原液 (100%)、10倍希釈 (10%) で

刺激した BaF-3-IL21R 細胞における STAT3 (79, 86 kDa) およびリン酸化

STAT3 (pSTAT3) (79, 86 KDa) の発現をウェスタンブロッティングにて確認

した。陽性コントロールとして rhIL-21で刺激した細胞を使用した。 

(b) CARIL21遺伝子導入 293細胞の培養上清でBaF-3-IL21R細胞を培養したと

きの細胞増殖曲線。 
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4.3. ヒト PBMCにおける導入遺伝子発現と機能解析 

 CAR および CARIL21 遺伝子搭載レトロウイルスベクターをパッケージング

細胞 PG13 に安定的に遺伝子導入してプロデューサー細胞を作製し、ウイルス

粒子を含む細胞上清を得た。組み換えレトロウイルスの力価は CARでは 2.3 ☓ 

107 copies/l、CARIL21 では 4.2 ☓ 107 copies/lであった。これらをレトロネ

クチン法によりヒト PBMCに遺伝子導入し、遺伝子発現を解析した。フローサ

イトメトリー解析における CAR 陽性率は CAR+T 細胞で 80%、CARIL21+T 細

胞で 87%といずれも発現は良好であり、細胞抽出液の WB でもそれぞれ CAR

の発現が確認された。また、CARIL21+T細胞のみにおいて細胞抽出液および培

養上清における IL-21 の発現が確認された (図 8)。細胞内フローサイトメトリ

ーを用いた STAT3 リン酸化解析において、CARIL21+T 細胞は CAR+T 細胞よ

り高いリン酸化レベルを示し、これは rhIL-21で刺激した CAR+T細胞と同等で

あった。また、STAT3 のリン酸化が導入遺伝子由来の IL-21 による特異的なシ

グナルによるものであることを確認するため、遺伝子導入 T 細胞の培養上清で

BaF-3-IL21R を刺激し、同様の実験を行った (図 9)。CARIL21+T 細胞の培養

上清は rhIL-21 と同様に BaF-3-IL21R 細胞の STAT3 リン酸化を惹起した。こ

れに対し、CAR+T 細胞の培養上清で刺激した場合には STAT3 リン酸化は認め

られなかった。以上より、ヒト T 細胞においても導入遺伝子の発現は良好であ
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り、ベクター由来の IL-21が機能していることが示された。 

 

(図 8) 遺伝子導入ヒト T細胞における CARおよび CARIL21の発現 

(a) フローサイトメトリーにて評価した細胞表面 CAR発現 

(b) 細胞抽出液のWB にて評価した CAR (53 kDa) 発現 

(c) 細胞培養上清の ELISA にて評価した IL-21 発現。データは 4 名の健常人ド

ナーの解析結果の平均を示す。*p < 0.05 

(d) 細胞抽出液のWB にて評価した IL-21発現 

 

 

 



32 

 

 

(図 9) リン酸化 STAT3 (pSTAT3) フローサイトメトリーによる IL-21機能解析 

(a) CAR+、CARIL21+ヒト T細胞および rhIL-21 (10 ng/ml) で刺激した CAR+

ヒト T細胞における pSTAT3 

(b) CAR+、CARIL21+ヒト T細胞の培養上清および rhIL-21 (10 ng/ml) で刺激

した BaF-3-IL21R細胞における pSTAT3 
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4.4. フローサイトメトリーによる遺伝子導入ヒト T細胞のサブセット解析 

 培養開始後 17 日目において、CAR+T 細胞と CARIL21+T 細胞は 99%以上で 

CD3 陽性を示し、かつ大部分の細胞は CD4-CD8+であった。また大部分の細胞

はCD45RA-CD62L+のセントラルメモリーT細胞 (Central memory T：CM) あ

るいは CD45RA-CD62L-のエフェクターメモリーT細胞 (Effector memory T：

EM) の形質を示した。Romeroらは CD27と CD28を用いた二重染色にてエフ

ェクターメモリーT細胞をEM1～EM4の4種類に分類することを提唱しており、

未成熟な順にEM1およびEM4はmemory-like、EM2は intermediate effector、

EM3は late effectorの形質を示すことを報告している 44。本研究では両細胞は

主に CD27+CD28+の EM1 と CD27-CD28+の EM4 の形質を示した (図 10)。ま

た、制御性 T 細胞の表面マーカーである CTLA-4 や疲弊マーカーの PD-1 はほ

とんどの細胞において陰性であった (data not shown)。全体として、CAR+T細

胞と CARIL21+T 細胞はそのサブセットにおいて明らかな相違は認められなか

った。 
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(図 10) フローサイトメトリーによる CAR、CARIL21 遺伝子導入ヒト T 細胞 

サブセット解析 

(a) CD3、CD4、CD8染色による解析 

(b) CD45RA/CD62Lの二重染色 (左) およびCD27/CD28の二重染色 (右) によ

る解析。N: naïve, CM: central memory, EM: effector memory,           

TD: terminally differentiated effector.  

データは健常人 2名のドナー由来 T細胞を用いて行った 2回の独立した実験で

得られたデータの平均を示す。 
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4.5. 遺伝子導入ヒト T細胞の CD19陽性細胞に対する細胞傷害活性 

 CAR+T 細胞、CARIL21+T 細胞の CD19 陽性細胞に対する特異的な細胞傷害

活性の評価を行った (図 11)。まず両細胞を NIH3T3-CD19細胞で刺激し、上清

の IFN-濃度を ELISA 法で測定した。CARIL21+T 細胞では CAR+T 細胞と比

較してわずかに濃度が低い傾向にあった。また、Granzyme B の細胞内フロー

サイトメトリーでは、両細胞ともに 80%以上が陽性となった。Calcein AMを用

いた細胞傷害性試験では、CAR+T 細胞、CARIL21+T 細胞はともに CD19 陽性

B細胞リンパ腫株 Raji、CD19強制発現赤芽球白血病株 K562細胞に対して良好

な細胞傷害活性を示し、両細胞では明らかな差は認められなかった。 
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(図 11) CAR+、CARIL21+ヒト T 細胞の CD19陽性細胞に対する細胞傷害活性 

(a) 遺伝子導入ヒト T細胞をNIH3T3-CD19細胞存在下 (Ag+) または非存在下 

(Ag-) で 72 時間培養し、上清の IFN-濃度を ELISA 法にて測定した。デー

タは 4名の健常人ドナーの平均を示す。* p < 0.05 

(b) 遺伝子導入ヒト T 細胞を NIH3T3-CD19細胞により 4時間刺激した後、細

胞内 Granzyme Bの発現をフローサイトメトリーにより解析した。 

(c) 遺伝子導入ヒト T 細胞の Raji (CD19+)、K562-CD19 (CD19+)、K562 (CD19-) 

に対する細胞傷害性を、Calcein AMを用いた細胞傷害性試験により解析した。

データは 3ウェルの平均 ± 標準偏差を示す。 
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4.6. 遺伝子導入ヒト T細胞の B細胞腫瘍患者検体に対する細胞傷害活性  

 ヒト B 細胞腫瘍患者 2 例 (Sample 1: びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫、

Sample 2: B 細胞性急性リンパ性白血病) 由来の初代培養細胞をターゲット細

胞として Calcein AMによる細胞傷害性試験を行った。なお、フローサイトメト

リーを用いた細胞表面抗原解析では、Sample 1では 78%、Sample 2 では 99 %

の細胞が CD19 陽性を示した。CAR+および CARIL21+T 細胞はともにヒト B

細胞腫瘍患者由来の細胞に対して良好な細胞傷害活性を示したが、両細胞で有

意な差は認められなかった (図 12)。 
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(図  12) CAR+、CARIL21+ヒト T 細胞の B 細胞腫瘍患者検体に対する     

細胞傷害活性 

遺伝子導入ヒト T細胞の細胞傷害活性を CD19陽性 B細胞腫瘍患者由来の初代

培養細胞 (Sample 1: びまん性大細胞性 B細胞リンパ腫患者リンパ節、Sample 

2: B細胞性急性リンパ性白血病患者末梢血)、Calcein AMを用いた細胞傷害性

試験により解析した。データは 3ウェルの平均 ± 標準偏差を示す。 
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4.7. ヒト B細胞リンパ腫マウス異種移植モデルにおける遺伝子導入ヒト T細胞

の抗腫瘍効果 

 遺伝子導入 T 細胞の in vivo における B 細胞リンパ腫への抗腫瘍効果を確認

するため、ヒト B細胞リンパ腫マウス異種移植モデルによる動物実験を行った。

腫瘍増殖の評価はルシフェラーゼ発現 Raji 細胞 (Raji-Luc) 移植系でのバイオ

イメージングにて行った。CAR+および CARIL21+T細胞はいずれもコントロー

ル群に比して、マウス生体内における Raji細胞の増殖を有意に抑制し (図 13)、

マウスの生存も延長したが (data not shown)、両群間で有意差は認められなか

った。なお、遺伝子非導入リンパ球の投与は Rajiの増殖を抑制しなかった (data 

not shown)。 
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(図 13) マウス異種移植モデルにおける遺伝子導入ヒト T細胞の抗腫瘍効果 

Rag-/-c-/-免疫不全マウスに day 0 に Raji-Luc 細胞 (5 ☓ 104) 個を尾静脈より

投与した。Day 3に治療群 (CAR、 CARIL21 各 4匹) では CAR陽性 T細胞 (7 

× 106) を投与し、コントロール群 (3 匹) では投与を行わなかった。Day 14、

21、28 にルシフェリンを用いたバイオイメージングで評価した。3 名の健常人

ドナーより調整した T 細胞を用いて独立した 3回の実験を行い、ほぼ同様の結

果を得た。うち 1回の代表的なデータを示す。 

(a) バイオイメージングによる Raji細胞の増殖 

(b) 発光の定量化 (photons/second)。データは平均 ± 標準偏差を示す。 
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5． 考察 

 CD28を構造内に含む第二世代CD19-CAR遺伝子を発現させた T細胞による

養子免疫遺伝子療法は、難治性 B 細胞腫瘍に対する有望な新規治療の一つであ

る。第二世代 CARでは、CD3鎖と CD28により供給されるシグナル 1と 2に

より自己 T 細胞が活性化され抗腫瘍効果を発揮する。私は本研究において、第

二世代 CAR の抗腫瘍効果をさらに増強するため、T 細胞の機能を高める鎖サ

イトカインの一つである IL-21 から供給されるシグナル 3 を導入することを試

みた。また、IL-21の全身的な副作用を回避し腫瘍局所で効果を発揮させる目的

で、2Aペプチドを用いた共発現ベクターを併用の手段として用いた。共発現ベ

クターにより遺伝子導入されたヒトT細胞においてCD19-CARと IL-21の発現

が確認され、産生された IL-21の機能は STAT3リン酸化アッセイにより確認さ

れた。 

 私は最初に、CAR 導入ヒトリンパ球の T細胞サブセット解析を行った。CAR 

発現 T 細胞による養子免疫遺伝子療法においては、輸注した細胞が生体内で長

期間残存することが優れた抗腫瘍効果につながると考えられている。T細胞の中

でもナイーブ、セントラルメモリーなどのサブセットは、エフェクターメモリ

ー、ターミナルエフェクターなどと比べて in vitroでの細胞傷害活性は劣るもの

の、生体内での存続期間が長く、T細胞治療において望ましいサブセットとされ
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ている 45,46。T細胞の表面に存在する接着因子 CD62Lの発現は T細胞がセント

ラルメモリーからエフェクターメモリーに分化するにつれて失われるが、

Hinrichらはマウス悪性黒色腫の T細胞療法において IL-2および IL-21の併用

の効果を検討し、IL-21 は CD62L の発現を維持させる方向に働き、in vitro に

おけるエフェクター活性増強効果では IL-2に劣るものの、in vivoにおいて優れ

た抗腫瘍効果を示したことを報告している 47。またMarkleyらは、ヒト B細胞

リンパ腫のマウス異種移植モデルにおいて、IL-21がエフェクターメモリーのサ

ブセットの中でもより未分化な EM1 (CD27+CD28+) を増加させ、第一世代 

CD19-CAR の in vivo における抗腫瘍効果を増強したことを報告している 48。

しかし、本研究では、CAR+および CARIL21+T細胞は共にセントラルメモリー

あるいはエフェクターメモリーの形質を示し、IL-21 の併用は T 細胞サブセッ

トに影響を与えなかった。 

 次に私は、IL-21が CAR発現 T細胞の細胞傷害活性に与える影響について検

討した。Singh らは、IL-21 により T 細胞の IFN-産生、Granzyme B の発現

が高まると報告しているが 49、Hinrichらは両者が抑制され in vitroでの細胞傷

害活性は低下すると報告しており 47、実験系の違いなどにより結果は異なる。

本研究では、CAR+および CARIL21+T 細胞は CD19 陽性細胞株および CD19

陽性 B 細胞腫瘍患者由来初代培養細胞に対して良好な細胞傷害活性を示したが、
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IL-21は CAR発現 T 細胞の Granzyme B、IFN-、細胞傷害活性試験などの結

果に大きな影響を与えなかった。 

 最後に私は、CAR+および CARIL21+T 細胞の in vivo での抗腫瘍効果を評価

した。両細胞はともに CD19陽性 B細胞リンパ腫細胞の in vivoにおける増殖を

有意に抑制したものの、IL-21による増強効果は認められなかった。 

 本研究では、共発現ベクターを用いた CARと IL-21の併用は CAR発現 T細

胞において STAT3 のリン酸化を惹起したものの、抗腫瘍効果は増強されなかっ

た。KakaらはMART-1特異的 CD8+T細胞の培養において、サイトメガロウイ

ルスのプロモーター制御下に IL-21を発現させることにより高いレベルの IL-21

発現に成功し、CD62L の発現維持と in vivo での抗腫瘍効果増強という結果を

得ており 50、本研究における IL-21 の発現レベルが不十分であった可能性も考

えられる。しかし、第一世代 CD19-CARと IL-21を共発現ベクターにより併用

した Markley らの報告では極めて低濃度の IL-21 でも優れた抗腫瘍効果が得ら

れている 48。本研究で使用した第二世代 CARは第一世代と異なり T細胞を十分

に活性化させるため、IL-21を組み合わせても上乗せ効果が得られなかった可能

性が考えられる。 

 第二世代 CD19-CARと IL-21の報告としては、Singhらが、トランスポゾン

を用いて第二世代 CD19-CARを T細胞に発現させ、培養の段階で抗原刺激のた
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めのフィーダー細胞として用いる CD19 発現 K562 細胞に膜結合型 IL-21 を発

現させることで抗腫瘍効果の増強が得られたことを報告している 49。トランス

ポゾンによる遺伝子導入ではより長い培養期間を必要とするため、T 細胞の疲

弊を防ぐ IL-21の効果がより強く影響した可能性も考えられる。 

 また、本研究で使用した Rag2-/-c-/-免疫不全マウスでは、IL-21の応答細胞で

ある NK細胞、NKT細胞などが欠損しているが、免疫能の正常な動物ではそれ

らの細胞がメディエーターとして働き、CAR 発現 T 細胞の抗腫瘍効果を増強

する可能性も考えられる。B細胞リンパ腫では Rituximab がキードラッグの一

つであり、その主たる作用機序は NK 細胞を介した ADCC であるため、IL-21

が NK 細胞に与える影響は無視できない。実際に、Timmerman らの再発難治

性 B細胞リンパ腫に対する IL-21の臨床試験でも Rituximabが併用されている

31。また、免疫能の正常な動物では CAR 発現 T 細胞の他に、CAR を発現して

いない T 細胞も多く存在しており、そのような状況下では IL-21 が効果的に働

き、上乗せ効果が得られる可能性もある。また、CD19-CAR発現 T細胞の投与

では、B 細胞腫瘍に対して強力な抗腫瘍効果が期待されるが、一方、その重大

な副作用として、長期にわたり正常 B 細胞が欠失し、低ガンマグロブリン血症

をきたすことが知られている。特に本研究は CD19-CAR発現 T細胞が生体内で

長期に残存することを目的としており、このような状況下では B 細胞の欠失が
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さらに遷延化する可能性があるが、本研究の実験系ではこれを評価することは

不可能である。正常免疫マウスの B細胞性白血病モデルとマウス CD19-CARを

用いた前臨床研究では、一時的に正常 B 細胞が消失してもその後回復するケー

ス 51、および回復しないケース 52が報告されており、MSKCC の Davila らは、

正常 B細胞が長期に消失するものの骨髄や脾臓の progenitor B細胞は僅かなが

ら残存することを報告している 53。 

以上のように、CD19-CAR の前臨床試験として免疫不全マウスを用いること

には一定の限界がある。抗腫瘍効果および副作用を正しく評価するためには、

正常な免疫担当細胞が存在するような実験系での評価が必要である。一つの手

段として、マウス B 細胞リンパ腫の同系移植モデルにおいてマウス CD19 をタ

ーゲットとした CAR を発現したマウス T細胞を輸注し、マウス IL-21の併用効

果を検討する方法が考えられるが、マウスの免疫細胞やサイトカインがヒトと

は異なる動態を示す可能性もある。これを解決する手段として、免疫不全マウ

スに CD34 陽性ヒト造血幹細胞を移植し、ヒトの免疫系を再構築して得られる

ヒト化マウスにヒト B 細胞リンパ腫を移植した腫瘍モデルを用いて本研究と同

様にヒト CD19-CAR、ヒト IL-21 の治療効果を評価する方法は有用であると考

えられる。 

 本研究では、IL-21の共発現は CAR導入 T細胞の in vitroおよび in vivoで
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の B 細胞リンパ腫に対する抗腫瘍効果を増強しなかった。第一世代と異なり、

CD28 を構造内に含む第二世代 CAR は十分に T 細胞の効果を増強するため、

サイトカインによる追加刺激を必要としない可能性が考えられた。ただし、CAR

の効果が不十分な場合や免疫能の正常な動物の場合には IL-21 の上乗せ効果が

得られる可能性もあり、評価系の構築を含めた検討が今後の課題である。 
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6. 結語 

免疫不全マウスによる異種移植モデルを用いた私の実験系では、IL-21の共発

現は CD28 を構造内に含む第二世代 CD19-CAR を発現する T 細胞の B 細胞リ

ンパ腫に対する抗腫瘍効果を増強しなかった。第二世代 CARはサイトカインに

よる補助刺激を必要とすることなく十分に T 細胞を活性化しうるという点で第

一世代 CAR より優れていることが示された。しかし、実際の臨床においては

CARの効果は個体により様々であり、生体内には IL-21の主たる応答細胞であ

る NK、NKT 細胞を始めとする多様な免疫担当細胞が存在するため、養子免疫

遺伝子療法における IL-21 の役割に関しては評価系の見直しも含め今後のさら

なる検討が必要である。 
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