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緒緒  言言  

 
がんに対する免疫療法の中でも、がん抗原を特異的に認識・攻撃できるキメラ抗原受容体（chimeric antigen receptor）

導入T細胞を輸注するCAR-T細胞療法は、難治がんを治癒に導き得る治療法として期待されている。しかし今のとこ

ろ固形がんを含む多くの悪性腫瘍においてその治療効果は不十分であり、この原因として種々の免疫抑制環境による  
T細胞機能の阻害が知られており、例えば免疫チェックポイント分子、免疫抑制性のサイトカイン、これらの発現や分

泌に関わる腫瘍随伴マクロファージや線維芽細胞、制御性T細胞などが挙げられる［1］。我々は、現在臨床で用いられ

ている共刺激シグナル付与型の第二世代・第三世代CAR をもとに、T 細胞の長期生存能に有利なサイトカインシグナ

ルを付与できるCAR の作製など、T 細胞機能を高めるための研究開発をこれまでに行っており、また国内外でも種々

の機能付与を目的としたCAR-T細胞改変が試みられている［2，3］。しかし上記のように多数の分子群・細胞集団がT
細胞機能の抑制に関与するため、個々のシグナルに対応する修飾をCAR-T細胞に全て搭載することは困難である［4］。 
別の観点からの問題として、CAR-T 細胞を患者から個別に作製・準備するための極めて高い製造コストがある。現

状の生産方法では国内で年間100～200人程度の治療規模が想定されており、今後CAR-T細胞療法の適用疾患を広げ、

対象患者数を増やすためにはより規格化・一括化された製造方法の確立が現実的に必要である。健常人ドナーから遺伝

子改変によりHLA 分子等をノックアウトした上でCAR-T 細胞を大量製造し、同種移植として用いる方法が開発され

ているが［3］、やはり 1 ドナーから採取可能な T 細胞グラフトは数人分と考えられることから革新的な効率化にはつ

ながっていない。一方、CARと類似した原理で細胞製剤を用いずに免疫応答を誘導する治療法として、抗CD3抗体と

がん抗原に対する抗体を連結することにより、内在性の非特異的 T 細胞に抗腫瘍効果を誘導する二重特異性抗体 
（Bispecific T-cell engager：BiTE）が開発されており、コスト・安定供給性という面から優れている。しかし共刺激分

子やサイトカインによるシグナルを活用できる CAR-T 細胞とは異なり、T 細胞の刺激が抗 CD3 抗体のみによってい

ること、種々の接着・遊走分子などを発現する細胞とは異なり腫瘍部位への送達が受動的で非効率であり、CAR-T 細

胞療法よりも抗腫瘍効果が弱い。治療効果、汎用性の両課題を同時に解決する治療モダリティ開発が求められている。 
そこで我々は、がん抗原特異的なT細胞の活性化、エフェクター機能の誘導に加えて、長期生存能や細胞障害活性の

増幅につながる共刺激シグナルやサイトカインシグナルを一括して付与できる人工ナノ粒子を用いることで、細胞療法

にはない汎用性と、BiTE では得られない複合的な免疫応答誘導を同時に得られるという仮説を立て、性造血器腫瘍細

胞を標的として開発を進めてきた。ナノ粒子表面に BiTE と同様の原理でがん細胞と T 細胞を引き寄せるためのがん

抗原特異的な抗体と抗 CD3 抗体、さらには種々の共刺激分子、サイトカイン分子を発現させる目的で、これらを全て

細胞表面に安定発現させた細胞株を準備し、粒子表面上に再構成する技術を確立した。この方法で作製された抗腫瘍ナ

ノ粒子は、T細胞存在下でがん細胞特異的な抗腫瘍効果を誘導できることを in vitro、及び in vivo造血器腫瘍モデルを

示した。一方、固形がんにおける腫瘍微小環境では上述のように複数の免疫抑制分子、細胞群が存在することから、活

性化されたT細胞の抗腫瘍効果が減弱することに加え、局所への遊走効率がさらに低いことが想定される。そこで本研

究では、これらの免疫抑制環境を排除する複数の免疫制御分子をさらにナノ粒子に搭載することで、難治性固形腫瘍に

対しても有効な抗腫瘍効果を誘導することを目的とした。同時に、実用化に向けたナノ粒子精製工程の簡素化、効率化

も機能改良と並行して試みた。 
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方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．細細胞胞膜膜膜膜小小胞胞のの作作製製  
従来我々が開発した方法では、超遠心により段階的に細胞成分を分離する方法である。同手法は以前から確立されて

いる方法であるが、単離工程が多く、また長時間の超遠心工程が含み、培養規模の拡大にどこまで応えられるかという

点で課題がある。そこで本研究では、磁気ビーズにより細胞膜タンパク質を単離する方法を試みた。これについても、

例えばConcanavalin A磁気ビーズなど、細胞膜タンパク質に結合する物質に磁気ビーズを付けて、磁性カラムを通し

て単離する方法が以前から報告されている。今回我々は、Concanavalin Aの代わりに細胞膜で発現する複数のタンパ

ク質に対する磁気ビーズを試し、効率よく細胞膜タンパク質を分離できることをウェスタン・ブロッティングにより確

認した（図1）。この方法では超遠心機を用いずに膜タンパク質を純度良く分離できることから、より簡便で効率的な単

離方法である。 
 

 
 

図1．細胞膜小胞の分離 
磁気ビーズを用いて細胞膜成分を分離することで、超遠心を用いずに

膜小胞を得ることができる。 
 
22．．免免疫疫応応答答分分子子のの追追加加搭搭載載  
次に、これまでに搭載したBiTE分子、共刺激分子といった基本的コンポーネントに追加して、免疫応答分子の追加

搭載による効果を試験した。特に固形がんに対する治療効果を高めることを考えると、腫瘍微小環境に対する修飾因子

の付加が望ましい。そこで免疫チェックポイント分子A、Bに対する阻害抗体、マクロファージなどの免疫微小環境を

改善することが知られているサイトカインC を搭載した。逆に、免疫抑制作用が知られているサイトカインD につい

ては、その受容体をナノ粒子上に搭載することで、阻害することを試みた。なお、これらの分子はいずれもマウス遺伝

子を標的とした。 
まずは in vitroの実験で、各免疫応答分子の機能を確認した。免疫チェックポイント分子A、Bについては、がん細

胞株に発現させた上で、それぞれに対する阻害抗体を搭載したナノ粒子を加えたところ、その表面発現レベルが低下す

ることが示された。また、サイトカインCについても、T細胞の増殖能、サイトカイン分泌能を亢進させられることを

確認した。さらに、サイトカインDに対する受容体を搭載したナノ粒子を細胞培地に加えることで、そのサイトカイン

が減少した。このようにいずれの分子についてもその機能発現を in vitroの実験系で確認した後、in vivoにおける機能

解析を行った。マウス腫瘍モデルとして、代表的な細胞株CT26、B16などを用いて、これらの細胞株にCD19分子を

強制発現させた上で、CD19に対する免疫応答ナノ粒子で治療するモデルとした（図2）。 
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元のナノ粒子製剤と比較して、腫瘍微小環境を改善する分子を組み込んだナノ粒子は優れた治療効果を示し、治療さ

れたマウスの生存期間を有意に延長することを確認した（論文投稿準備中）。また、一定期間経過後にマウス腫瘍組織

中の免疫細胞構成を調べると、CD8陽性T細胞の割合が増加しており、生体内のT細胞の増殖を亢進させていること

がわかった。さらには組織中のM2マクロファージの割合が減少しており、これは元のナノ粒子治療では得られなかっ

たことから、上記の免疫応答分子の効果であると考えられた。 
 

 

 
図2．免疫応答ナノ粒子の治療効果 

マウス固形がん腫瘍モデルを用いて、作製した免疫応答ナノ粒子の治療効果を検証した。 
A) 本研究で開発した腫瘍微小環境に対する免疫応答分子を搭載した粒子と、従来のナノ粒子

で個別に治療を行い、治療の上乗せ効果を検証することとした。腫瘍微小環境を評価する

ため、免疫が正常のマウスを用いて、マウス細胞に対する各免疫応答分子を搭載した。 
B、C） 微小環境を改変する遺伝子群を導入したナノ粒子により治療することで（MV＋遺伝子

A／B／C／D）、非搭載のナノ粒子（MV）、無治療群と比較して優れた腫瘍抑制効果

（B）、その結果としての生存期間の延長（C）を達成した。 
 

考考  察察  

  

本研究課題では、これまでに我々が開発したがん抗原特異的免疫誘導ナノ粒子の改良、及びその製造効率化に関する

プロトコール整備を行った。本研究課題で開発を進めたナノ粒子は、細胞製剤にない汎用性と同時に、単一薬剤では得

られない多様な免疫応答シグナルを一括して誘導できるという特長を併せ持つ。ナノ粒子体を活用して免疫制御分子を

送り込む研究は、まだ実用化はされていないものの、基礎研究レベルでは近年多数の報告がある。これらは例えば、リ

ポソーム上にBiTE分子を結合させる方法や、またはエクソソームなどの細胞外小胞上に遺伝子改変によりBiTEを発

現させて回収する技術である。しかし粒子表面への化学的な結合は搭載分子の種類が増えるほどコストが上がるため、

本研究のように多数の分子を組み込むことを想定する場合、細胞に製造させる方法の優位性が増すと考えられる。エク

ソソームへの導入は有望な方法の一つであるが、表面への発現にはテトラスパニン系の分子と融合させる必要があり、

細胞膜表面の発現に比して複雑である。また、細胞外小胞の単離技術は純度、効率の面で発展途上であり、細胞を直接

破砕して膜小胞を得る方法に比べて回収量がはるかに少ない。以上の点から、本研究開発手法は他の開発中のナノ粒子

製剤と比較してもユニークで優位性のある製法であると言える。 
一方、細胞膜小胞の単離方法については、磁気ビーズによる単離により工程の簡略化に成功したが、まだ課題がある。

細胞膜成分とそれ以外を完全な純度で分離することは不可能で、また回収効率と純度はトレードオフの関係にある。一

般的な薬剤と異なり、細胞由来製剤は求められる規格が異なっており、本ナノ粒子は細胞成分を用いる点で、細胞外小

胞などと同じカテゴリーに属する。製法については一定のルールが確立されていない領域であるが、今後もさらにプロ

トコールを改良する必要があると考えられる。 
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