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要旨 

 

【背景と目的】 

膵臓癌 (以下膵癌) は消化器癌の中で最も悪性度が高い癌種の 1つであり、未だに外

科的治療が長期生存を期待しうる唯一の治療法である。しかしながら、初診断時に手

術適応のある患者は約 20% に過ぎず、また根治切除ができても術後の再発率は高く

術後の 5年生存率は 20- 40% と不良である。化学療法として様々な薬剤が開発されて

いるが、その効果は限定的で重篤な副作用も懸念されており、全 5年生存率は 12.5% 

程度と極めて予後不良な悪性疾患である。そのため、抗腫瘍効果が高く副作用の少な

い新規治療法の開発が期待され数多くの研究が行われているが、いずれにおいても決

して良好な成績とは言えず、アンメットメディカルニーズのある代表的疾患の 1つで

ある。 

癌治療において手術、化学療法、放射線療法の 3大療法に続く第 4の治療法として

免疫療法が長らく期待され、癌ワクチンや養子免疫療法など多くの臨床試験が行われ

てきた。近年、キメラ抗原受容体T細胞 (chimeric antigen receptor engineered T cells: CAR-T) 

療法が血液腫瘍に対して顕著な治療効果を示して以来、関心が高まっている。しかし、

固形腫瘍においては未だ有効な治療効果の報告が少なく、臨床応用へは至っていない。 

本研究では、難治性癌である膵癌に対するCAR-T療法の有効性を検証する事とし

た。標的抗原としては、腫瘍特異性が高くかつオフターゲット効果が低い抗原として、

膵癌で高頻度に発現を認める carcinoembryonic antigen (CEA) を有効な標的抗原と考えた。

今回、抗CEA-CAR-Tを作製し in vitro、in vivoで膵癌に対する抗腫瘍効果の検証を行い、

また、膵癌切除症例の臨床データと病理学的所見から、将来的なCAR-T療法の臨床

応用に向けてバイオマーカーの探索も行った。 

【材料と方法】 

ヒト膵癌細胞株としてMIA PaCa-2、PANC-1、Capan-1、AsPC-1、PK-9、BxPC-3、

SUIT-2、KP1N、PCI-66の 9種類、対照としてCEA発現陽性が既知である胃癌細胞株

MKN45を使用した。まず、各種細胞株において免疫蛍光染色、western blot analysis (W-

B)、flowcytometry (FCM) を試行してCEA発現の評価を行った。また、FCMによる

CEAに対するmean fluorescence intensity (MFI) から細胞あたりのCEA分子数 (sites/ cell) を

導き、高発現・中発現・低発現群に分類した。続いて、各細胞株に対して抗CEA-

CAR-Tの抗腫瘍効果を確認するため、まず in vitro で抗CEA-CAR-Tの機能アッセイを

行った。抗CEA-CAR-Tと細胞株の共培養液中の IFN-γ分泌をELISA法で解析し、さ

らに、細胞毒性アッセイとして共培養後の標的細胞の生細胞／死細胞率を FCMで解

析した。また、可溶性CEA (sCEA) が抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果に競合する可能性を

考え、機能アッセイを高濃度 sCEA の存在下でも行った。次に、in vitroで抗腫瘍効果
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を認めた膵癌細胞株からCEA高発現のBxPC-3、中発現のPK-9、低発現のPANC-1を

選択し、Luciferase遺伝子を導入して膵癌 orthotopic xenograftマウスモデルを作製した。

抗CEA-CAR-Tを静脈注射後に腫瘍を摘出し、病理学的検討を行った。また、2009- 

2016年の間に北海道大学病院消化器外科Ⅱで切除された膵癌患者症例 151人を対象に

臨床データを集計し、その内 22症例の tissue microarray (TMA) 標本の病理学的CEA染

色からその臨床病理学的意義の検討を行った。 

【結果】 

 ヒト膵癌細胞株のCEA発現評価の結果から、BxPC-3をCEA高発現、Capan-1、

AsPC-1、PK-9をCEA中発現、MIA PaCa-2、PANC-1、SUIT-2、KP1N、PCI-66をCEA低

発現群として定義した。各細胞株を抗CEA-CAR-Tと共培養して機能アッセイを行っ

たところ、ELISA法ではCEA高・中発現群であるBxPC-3、Capan-1、AsPC-1、PK-9に

おいて IFN-γの分泌増加を有意に認め、この IFN-γの分泌量は標的CEAの分子数と相

関関係を認めた。続いて細胞毒性アッセイを行い、CEA分子数が多い上位 3つの細

胞株BxPC-3、Capan-1、MKN45で有意な細胞障害活性を認めた。MKN45とBxPC-3に

おいてはCAR-T用量が多いほど有意な細胞障害活性を認めたが、中発現群である

AsPC-1と PK-9では有意差を認めなかった。いずれの機能アッセイにおいても、少な

くとも 1000 ng/mlまでの sCEA濃度では抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果の減退を認めなか

った。次に、膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルを用いた in vivo治療実験では、

BxPC-3モデルにおいてCAR-T投与後 14、21日目に腫瘍のLuciferaseシグナルに有意

な抑制傾向を認めた。PK-9モデルでは 21日目でCAR-T投与群のLuciferaseシグナル

が抑制されたが、有意差は認めなかった。いずれの群においても治療経過観察中に有

意な体重減少や血中サイトカイン上昇は認めなかった。21日目の犠牲死後、摘出標

本の病理組織学的検討では、BxPC-3モデルとPK-9モデルにおいてCD8+リンパ球が

腫瘍内部に浸潤する傾向を認めた。また、膵癌患者の臨床データと標本CEA染色の

解析では、術前血清CEA値とCEA染色強度に有意な相関関係は認めなかった。一方

で、CEA発現細胞の heterogeneityを術前血清CEA値、CEA染色強度のそれぞれの相関

解析をすると、heterogeneityはCEA染色強度との間に有意な相関関係を認めた。 

【考察】 

 様々な細胞膜表面CEA発現強度の膵癌細胞株と抗CEA-CAR-Tの機能アッセイの結

果から、抗CEA-CAR-Tは標的細胞のCEA発現量が多い細胞において有意に抗腫瘍効

果を示した。sCEA による抗CEA-CAR-Tの競合は、膵癌患者の血清CEA値ではほぼ

なり得ない濃度で認めたため、実臨床で血清CEAが抗CEA-CAR-Tの活性に大きな影

響を及ぼす可能性は低いと推察した。さらに、膵癌 orthotopic xenograftマウスモデルへ

の抗CEA-CAR-Tの単回静脈内投与による in vivo治療実験でも、標的CEA発現量が多

い細胞において有意に抗腫瘍効果を示した。病理組織学的検討では腫瘍内部にCD8+
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リンパ球が浸潤する傾向を認めたが、抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果との相関は認めな

かった。この腫瘍内へのリンパ球の浸潤は、抗CEA-CAR-T輸注による抗腫瘍効果や

腫瘍に対する非特異的なリンパ球遊走の結果が考えられ、浸潤したリンパ球の機能解

析は今後の課題である。また、本実験の抗CEA-CAR-T投与量ではいずれのマウスモ

デルにおいて有意な体重減少や血中サイトカイン上昇を認めなかったが、in vivo実験

での抗CEA-CAR-T用量依存性と安全性についての検証も今後の課題である。膵癌患

者の臨床データと病理組織学的CEA染色の解析を行うと、CEA染色強度が強いと

CEA発現の heterogeneityが低いという相関関係を認めた。膵癌が難治性疾患と言われ

ている要因の 1つが標的抗原の heterogeneityの高さである事が知られているため、

CEA染色強度の評価が将来的に抗CEA-CAR-T療法の治療対象となる患者を選択する

ためのバイオマーカーとして有用である可能性が考えられた。さらに、CEA染色の

コンパニオン診断の開発や、リキッドバイオプシーにおける分子異常検出の開発など、

これらを組み合わせる事で、将来的に膵癌患者の抗CEA-CAR-T療法の臨床応用にお

いて重要な新しいアプローチの可能性が考えられる。 

【結 論】 

 細胞膜表面CEAを発現している膵癌細胞に対して、細胞膜表面CEAを標的とする

CAR導入T細胞は in vitro実験において標的抗原発現量が高い細胞において抗腫瘍効

果を示した。CEA高発現の膵癌 orthotopic xenograftマウスモデルを使用した in vivo治療

実験において、体重減少や血中サイトカイン上昇は来さずに抗腫瘍効果を示した。ま

た、検体の病理組織学的CEA染色の強度は、将来的に膵癌症例に対する抗CEA-

CAR-T療法の臨床応用における患者選択の指標となり得ると考えられた。 



5 
 

略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

CAR-T             chimeric antigen receptor engineered T cells 

CEA                  carcinoembryonic antigen 

CFSE                carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester 

CRS                  cytokine release syndrome 

E: T       Effector : Target 

FCM                 flowcytometry 

FDA                  Food and Drug Administration 

GPI                    glycosylphosphatidylinositol 

MFI                   mean fluorescence intensity 

MHC                major histocompatibility complex 

NGMC            non-gene modified cells 

OS                     overall survival 

sCEA                soluble carcinoembryonic antigen 

scFv                  single-chain variable fragment 

SDS-PAGE    Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TCR-T             T cell receptor therapy 

TMA                tissue microarray 

PBMC             peripheral blood mononuclear cells 

W-B                 western blot analysis 

7-AAD           7-Amino-Actinomycin D  
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緒言 

 

膵臓癌 (以下、膵癌) は、消化器癌の中で最も悪性度が高い癌種の 1つである。他の

主要な消化器癌は生存率が大幅に改善されてきたにも関わらず、膵癌の生存率は

1960年代以降ほとんど変化がなく (国立がん研究センター, 2022)、膵癌全体の 5 年生存

率は 12.5% 程度と極めて予後不良である。また、膵癌の多くは進行癌で発見され、本

邦の膵癌登録によると約 50 % が Stage Ⅳであり、膵癌症例の約 20% が切除不能例と

なっているのが現状である (国立がん研究センター, 2022)。2011年にFOLFIRINOX (5-

FU/ leucovorin/  irinotecan/ oxaliplatin) 療法が、また 2013年にGEM+ nab-paclitaxel 併用療法

が開発され、転移性膵癌におけるGEM単剤療法の 全生存率 6.7- 6.8ヶ月に対しそれぞ

れ 11.1ヶ月 [ハザード比 0.57 (P < 0.001) ] 、8.7ヶ月 [ハザード比 0.72 (P < 0.001) ] と有意な

効果が報告された (Conroy et al, 2011;  Hoff et al, 2013)。FOLFIRINOX 療法の方で少し全生

存期間の延長効果が優っている印象があるが、その一方で発熱性好中球減少症、下痢、

末梢神経障害など様々な副作用の頻度が高く (Conroy et al, 2011)、また、いずれの治療

法においても決して良好な治療成績とは言えない。そのため、膵癌はアンメットメデ

ィカルニーズのある代表的疾患の 1つであり、抗腫瘍効果が高く副作用が少ない新規

治療法の開発が急務である。 

近年の医学研究及び医療技術の進歩によって、癌に対して多くの先進医療が実施さ

れるようになり、手術、化学療法、放射線療法のいわゆる三大療法に続く画期的な癌

治療法の開発が強く求められている。免疫療法は癌に対する第 4の治療法として長ら

く期待されてきたが、近年までは臨床評価に耐えうるだけの有効な治療効果を示せて

いなかった。しかし、この約 20年間で免疫療法は大きなパラダイムシフトを迎えて

いる。1996年のCTLA-4 (Pierre et al, 1996) の研究を皮切りに免疫チェックポイント阻害

剤の開発研究が進んでおり、2014年には本邦でNivolumabが世界で初めて臨床承認さ

れるなど急速に臨床応用が進められている (Berger et al, 2008; Brahmer et al, 2010)。近年で

は、遺伝子改変T細胞輸注療法のひとつとして、キメラ抗原受容体T細胞 (chimeric 

antigen receptor engineered T cells: CAR-T) 療法が白血病やリンパ腫などの血液腫瘍の患者

に顕著な治療効果が証明されて以来、注目を浴びている。2017年には、CD19陽性B

細胞性急性リンパ芽球性白血病とCD19陽性びまん性大細胞型B細胞リンパ腫に対し

てCD19標的CAR-T (CTL019: Kymriah, Novartis, Emeryville, CA, USA) が米国 Food and Drug 

Administration (FDA) によって承認された。このようにCAR-T療法は血液腫瘍で効果が

ある一方で、固形腫瘍においては有効な治療効果の報告がない (Wang et al, 2015; O’Hara 

et al, 2015; Beatty et al, 2019; Heyman and Yang, 2019) 。しかし近年、転移性去勢抵抗性前立

腺癌に対する抗PSMA-CAR-Tによる第 I相臨床試験が施行され、治験患者 13人中 5

人で治療効果を認めたという報告 (Vivek et al, 2022) があり、固形腫瘍に対するCAR-T
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療法の利用への期待が更に高まっている。 

CAR-Tは、任意の抗原に対する特異的モノクローナル抗体由来の single-chain variable 

fragment (scFv) 抗体、副刺激分子、細胞内シグナル伝達ドメインを、膜貫通ドメインを

介してT細胞に結合した構造を有する (図 1)。今回導入した CAR は、scFv抗体、CD8 

ヒンジ膜貫通ドメイン，副共刺激ドメインのCD28及びCD3ζ鎖由来の細胞内シグナ

ル伝達ドメインに加え、そのシグナルが制御性T細胞による免疫抑制を阻害する

GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor) 分子で構成されている (図 2)。scFv抗体が抗原

と反応する事によりT細胞にシグナルが伝達され、標的細胞の障害・サイトカイン

放出・刺激後のT細胞分裂増殖が起こる。 

 

 

図 1 CAR-Tの構造 

 

 

図 2 本研究で用いた抗CEA-CAR遺伝子ベクターのコンストラクト 

 

 本実験では、固形腫瘍におけるCAR-T療法の可能性として、最も致命的な悪性腫

瘍のひとつである膵癌に注目した。標的抗原としては、CAR-T療法の重大な課題の

ひとつであるオフターゲット効果 (Morgan et al, 2010) を回避するために、腫瘍特異性が

高くかつ正常細胞に影響を与えないような抗原の選択が重要である。そこで、本実験

では carcinoembryonic antigen (CEA) に注目した。CEAは分 子量約 180 kDaの糖蛋白質で、
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白血病やリンパ腫、肉腫を除くほとんどの臓器の癌組織で検出され、膵癌においても

高率に発現している (Gansauge S, et al, 1996) 。大腸や気管支などの正常腺細胞では主に

管腔側の細胞膜表面に存在している(Denk et al, 1972)ため、scFv抗体が直接CEAを認識

する抗CEA-CAR-Tでは正常細胞は障害されず、CEAは標的抗原として有用であると

考えた。これまで、膵癌に対するCAR-T療法の先行研究としてはmesothelin、CEA、

MUC1など様々な標的抗原に焦点を当てて行われている (Yunzhen et al, 2020) が、CEA

を標的とした膵癌特異的 CAR- T 療法の臨床試験結果は未だ報告されていない。また、

膵癌を含む固形腫瘍におけるいくつかの研究 (O’Hara et al,  2015; Feng et al, 2018) では、

治療実験を行う際の抗原発現の評価として病理組織学的染色陽性率でカットオフ値を

設定して治療実験がされているが、抗腫瘍効果と抗原発現強度の相関関係についての

報告はない。そこで、本実験では膵癌に対する抗CEA-CAR-T療法の有効性を標的

CEAの発現強度と関連して解析し、さらに、膵癌特有の微小環境下での抗CEA-CAR-

T療法の抗腫瘍効果を解析するために、ヒト膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルを作

製して治療実験を行った。 また、CAR-T療法の重大な副作用としてサイトカイン放

出症候群 (cytokine release syndrome: CRS) がよく知られており (Neelapu et al, 2018)、本研究

でもCRSの代表的なバイオマーカーである血清 IFN-γ、IL6、TNF-αを測定した。 
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実験方法 

 

１）ベクター構築およびウイルス溶液 

 CD8a膜貫通ドメイン、CD28副刺激分子、CD3ζ細胞内シグナル伝達ドメインおよ

びGITR細胞内ドメインと共に、CEA (F11-39) に対する抗CEAモノクローナル抗体の

VHとVL領域遺伝子を linkerで結合して scFv抗体を作成し、pMS3レトロウイルスベ

クターにクローニングした。293T細胞 (ATCC, Rockville, MD, USA) と Retrovirus Packaging 

Kit Eco (Takara Bio, Shiga, Japan) を用いてエコトロピック偽型レトロウイルスを一過性に

取得した。このウイルスを用いて PG13細胞 (ATCC) を形質転換し、GaLV- 偽型レトロ

ウイルスを作製した。このベクター作製、ウイルス溶液の作製は国立三重大学とタカ

ラバイオ株式会社による共同開発で行われ、本研究はその提供を受けた。 

 

２）細胞株 

 本研究に使用した細胞株は、ヒト膵癌細胞株として MIAPaCa-2、PANC-1、Capan-1、

AsPC-1、PK-9、BxPC-3、SUIT-2、KP1N、PCI-66の 9種類を使用した。MIA PaCa-2、

PANC-1、AsPC-1、PK-9、BxPC-3はAmerican Type Culture Collection (ATCC) から、SUIT-2、

KP1Nは the Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB, Osaka, Japan) から購入した。

また、PCI-66は所属研究室で過去に確立した膵癌細胞株 (Sugiura et al, 1994) である。

luciferase 遺伝子導入細胞のBxPC-3-Lucは JCRBから購入し、対照群としてCEAを強発

現が証明されているヒト胃癌細胞株MKN45を JCRBから購入した。予備実験として

ヒト胆道癌細胞株RBE、SSP-25、 TFK-1、HuH28、HuCC-T1を使用した。RBE、SSP-

25、TFK-1はRIKEN BRC (Ibaraki, Japan) から購入し、HuH28、HuCC-T1は JCRBから購

入した。治療実験の際にBxPC-3、PK-9、PANC-1のLuciferase遺伝子導入細胞を使用す

る方針となり、BxPC-3-Lucは JCRBから購入した。PANC-1および PK-9への luciferase

遺伝子導入は、FuGENE6試薬 (Promega, Wisconsin, USA) を使用して pGL4.45 [luc2P/ ISRE/ 

Hygro] ベクター (Promega) を細胞に導入し、単一クローンの細胞をハイグロマイシン

による限界希釈法によってPANC-1-Luc、PK-9-Lucを作製した。全ての細胞株はRPMI 

1640 (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を使用し、いずれもウシ胎児血清(Fetal bovine serum; FBS, 

Cell Culture Bioscience, Tokyo, Japan) と Penicillin/ Streptomycin (Life Technologies, Tokyo, Japan) を

添加し、それぞれ終濃度 10%、1% とした。いずれの細胞株も 5% CO2下で 37度の温

度のもとインキュベーター内で培養を行った。 
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３）細胞膜表面のCEA発現の解析 

３-１）免疫蛍光染色 

 すべての細胞膜表面のCEA発現を評価するために, 特異的マウス抗ヒトIgG 一次抗

体: 抗CEA (ab105364; 1: 100, abcam plc., Cambridge, UK) およびAlexaFluor®488ヤギ抗マウス

IgG二次抗体 (ab150113; 1: 1000, abcam plc.) を使用して免疫蛍光染色を行った。アイソタ

イプコントロールとしてマウスIgG抗体(ab37355; 1: 100, abcam plc.) を使用した。免疫蛍

光染色は、まず細胞をスライドグラス上で37℃、24時間インキュベートし、4% パラ

ホルムアルデヒドで固定した。次に、1% BSAを加えて60分室内で静置し、ブロッキ

ングした。続いて、抗CEA一次抗体を加えて4℃ 、一晩インキュベートしたのち、二

次抗抗体を4℃ 暗所で60分インキュベートした。スライドはDAPI含有封入剤 (#0100-

20; SouthernBiotech, Birmingham, AL) で封入し、蛍光顕微鏡 (Keyence, Tokyo, Japan) で観察

した。後に本実験ではスライドグラス上での染色ではなく、より培養細胞の活性化を

期待してコラーゲンコートされたスライドチャンバー (SCS-N38; MATSUNAMI, Osaka, 

Japan) を使用した。 

３-２）Western blot analysis 

目的とする細胞のCell lysateを Protease Inhibitor Cocktail (G6521; Promega, Wisconsin, 

USA) を補充したRIPA緩衝液中で 4℃、20分で溶解したのちスクレーパーで掻き取

り、4℃、12分超音波処理で破砕した。続いて 12000rpm、4℃、20分の遠心分離を行

い、上清を回収する事で全タンパク質を細胞から抽出した。計 20μgのタンパク質を

15% ドデシル硫酸ナトリウム- ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS−PAGE) をした

後、ニトロセルロース膜に転写した。膜を 1% 脱脂乳でブロッキングした後、マウ

ス抗ヒト IgG 一次抗体: 抗CEA (ab105364; 1: 100, abcam plc.)、およびローディングコン

トロールとして抗 β-アクチン (ab8227; 1: 5000, abcam plc.) を室温で、60分インキュベー

トした。すべてのサンプルをトリス緩衝食塩水で洗浄し、HRP結合ヤギ抗マウス

IgG抗体 (#115-035-003; 1: 10000, Jackson ImmunoResearch Laboratories) を室温で、60分イン

キュベートした。結果は化学発光検出システム (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

を用いて可視化した。 

３-３）Flowcytometry 

すべての細胞株の細胞膜表面CEA発現の評価、T細胞へのCAR導入率、細胞毒性

アッセイの解析を Flowcytometry (FCM) で行った。 

細胞膜表面の解析には間接的染色を行い、抗体は免疫蛍光染色で使用したものと

同一のものを使用した [一次抗体: 抗CEA (ab105364; 1: 200, abcam plc.)、AlexaFluor®488ヤ

ギ抗マウス IgG 二次抗体 (ab150113; 1: 2000, abcam plc.)、アイソタイプコントロール IgG 

抗体(ab37355; 1: 200, abcam plc.) ]。使用した細胞株はいずれも接着細胞であるため、

0.2% EDTAを含む PBSを培養細胞に添加し、37℃で 5分間インキュベートして細胞を
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分離し、培養液でEDTAを中和して単一細胞懸濁液を調整した。マイクロテストチュ

ーブに 1×106/ mlの細胞液を調整し、それぞれを上記抗体で染色した。一次、二次抗

体はそれぞれ 4℃、暗所で 30分インキュベートした。 

CD4+/ CD8+ T細胞へのCAR導入率の FCM解析は二重染色で行った。作製したT

細胞を 0.5% BSAを含むPBSで洗浄し、ビオチン化CEAを 0.1µg/ 2×105 cellsで加えて室

温、30分間インキュベートした。0.5% BSA/ PBSで洗浄し、APC-conjugated anti-CD4 

(#300552; 1: 50; BioLegend, San Diego, CA, USA), PE-Cy5 conjugated anti-CD8 (#555636; 1: 50; 

Biosciences, San Jose, CA, USA), PE-conjugated streptavidin (#130-106-790; 1: 300; Miltenyi Biotec) 

を加えて 4℃、暗所で 30分インキュベートした。なお、ビオチン化CEAは

recombinant CEA (ab158095; abcam plc.) をビオチン化 Kit (Dojindo, Kumamoto, Japan) を使用

し作製した。 

全てのアッセイはMACSQuant Analyzer 10 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) で

解析を行った。細胞膜表面のCEA解析は当初BD FACSCanto2 (Becton, Dickinson and 

Company, USA) で行っていたが、途中で所属研究室に新たにMACSQuant Analyzer 10が

導入されたため、すべての細胞株に対してMACSQuantで各解析を再試行した。ヒス

トグラム解析はFlowJo 7.6.5 (TreeStar Inc, Ashland, OR, USA) で行った。 

３-４）細胞膜表面CEA分子数の定量化 

 細胞膜表面のCEA発現を更に定量化して評価比較するために、FCMで解析した

CEA発現のmean fluorescence intensity (MFI) から細胞あたりのCEA分子数 (sites/ cell) を導

いた。QIFIKIT (K0078; Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)を使用し、製品プロトコール

に沿ってキャリブレーションカーブ (MFI vs sites/ cell) を作製 (図 3) し、それぞれのMFI

から細胞膜表面CEA分子数 (sites/ cell）を計算した。 

 

図 3 MFIと細胞膜表面CEA分子数のキャリブレーションカーブ 
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４) 抗CEA-CAR-T細胞の作製 

健常者ドナー末梢血 10mlを遠心分離 (700×g, 20min, 25℃) で赤血球層とPlasma層に分

離した。赤血球層をFicoll密度勾配遠心法 (700× g, 20min, 25℃) で末梢血単核球 

(Peripheral Blood Mononuclear Cells: PBMC) を回収し、GT-T511  (WK551; Takara Bio) で洗浄

した。Plasma層は 56℃、30minで静置し非働化し、T細胞のConditioned Mediumとして

GT-T511に加えて使用した。Condeitioned MediumはGT-T551 200mlに 25% HAS 1200μl, 

plasma 1200μl、IL-2 (Novartis) を 600IU/ mlで添加して作製した。予め抗CD3抗体 (#16-

0037-85; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)とレトロネクチン (#T202; Takara Bio) を pre-coatした

12 well plateを用意しておき、5×105/ wellでPBMCを培養開始した (Day 0) 。Day 3に遺伝

子導入用の plateをレトロネクチンで pre-coatしておき、Day 4と 5に同 plate上でT細

胞 1×105/ mlにウイルスベクターを形質導入した。拡大培養のために、以降は 50mlフ

ラスコに細胞を移し培養した。培地はGT-T551+ Conditioned Mediumを使用した。Day 

10-14にCAR遺伝子の感染効率をFCMで確認し、抗CEA-CAR-Tのソーティングを行

い実験に使用した。抗CEA-CAR-T細胞の作製に際して、申請者は三重大学遺伝子・

免疫細胞治療学講座へ短期留学し作製方法を習得した。 

 

５) 抗CEA-CAR-T細胞のソーティング 

抗CEA-CAR-T細胞を含有するリンパ球溶液をビオチン化CEA (107細胞に対して

1µg) とともに室温で 30分インキュベートした。細胞を緩衝液で洗浄し、抗ビオチン

マイクロビーズ (Miltenyi Biotec) を 107細胞に対して 20μg加え 4℃で、15分間インキュ

ベートした。細胞を緩衝液で洗浄した後、抗CEA-CAR-T細胞を専用のカラムと磁気

分離機 (Miltenyi Biotec) によって単離した。FCMにより分離効率の評価を行い、単離が

十分であることを確認した (図 4)。 

 



13 
 

 
図 4 CARの導入効率および Sorting効率の確認 

 

 

６）抗CEA-CAR-Tの機能アッセイ 

６-１）ELISA法によるサイトカイン測定 

 ELISAキット (ab174443; abcam plc.) を細胞共培養上清中の IFN-γの定量的測定に使用

した。各膵癌細胞株と抗CEA-CAR-T細胞、対照として non-gene modified cells (NGMC) 

を 1×104ずつEffector (E): Target (T)= 1: 1で一晩共培養した。細胞共培養上清中を回収し、

プロトコールに従って IFN-γの分泌を測定した。また、可溶性CEA (sCEA) を 0ng/ ml, 

10ng/ ml, 100ng/ ml, 1000ng/ mlの濃度条件下での競合アッセイも行った。一方、各膵癌

細胞株の培養上清中 (1×106 Seedingして 72時間後の培養上清) の sCEA、および後述の

抗CEA-CAR-T治療前後 (Day 0,  21) のマウス血清CEAの定量測定をELISAキット 

(ab183365;  abcam plc.) で行った。結果はいずれも吸光度 450nmのプレートリーダーで

測定した。 

 

６-２）細胞毒性アッセイ 

 膵癌細胞に対するCEA-CAR-T細胞の直接的な抗腫瘍効果を検証するために細胞毒

性アッセイを行った。アッセイはまずクロムリリースアッセイを三重大学留学中に予

備実験として試行した (図 5) が、本実験ではFCMにより安定した細胞毒性評価を行

い得る方法として 7-Amino-Actinomycin D  (7-AAD) / Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl 

ester (CFSE) 細胞毒性アッセイを採用した。アッセイには 7-AAD/ CFSE Cell-Mediated 

Cytotoxicity Assay Kit (#600120; Cayman Chemical, Michigan, USA) を使用した。まず、すべて
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の膵癌細胞株とMKN45をCFSEで 37℃, 10分間インキュベートし生細胞をCFSEで標

識した。染色した細胞を PBSで 2回洗浄し、それぞれ 1x10４ずつ 96 well dishで 37℃、

30 分インキュベートした。抗 CEA-CAR-T 細胞の用量依存性による検証も行うために、

それぞれに抗CEA-CAR-T細胞をE: T= 1: 1および 10 : 1で混合し 37℃で、6時間インキ

ュベートした。PBSで洗浄した後、細胞混合物に 7-AAD染料を加えて 4℃、暗所にて

15分間インキュベートした。7-AADは死細胞のDNA鎖にインターカレートされ赤色

蛍光を発するため、FCMを用いてCFSE+/ 7-AAD+  ( =生細胞 / 死細胞) の比率を解析 

(図 6) し、Cytotoxicity (%) を計算した。またこのアッセイでは、sCEAの存在が抗CEA-

CAR-T細胞の抗腫瘍効果を妨げる可能性について検証するために sCEA (ab158095; 

abcam plc.) 1000ng/ mlの濃度下での競合アッセイも施行した。対照群としてNGMC群

で同様のアッセイを行った。 

 

 

図 5 予備実験：クロムリリースアッセイ 
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図 6 本実験: 7-AAD/ CFSEアッセイ 

Cytotoxicity (%) = [(ET-T0) / (100-T0)] × 100 

T0: Target細胞のみ培養したCFSE+& 7-AAD+ 

ET: 共培養後のCFSE+& 7-AAD+  



16 
 

７) 膵癌 orthotopic xenograft mouse modelの作成 

 6週令のメスのNOD/ Shi-scid, IL-2RγKO (NOG)マウスを In-Vivo Science社(Tokyo, Japan) 

より購入し、標準的な食事、特定の病原体がない状態で飼育し、8〜10週齢で使用し

た。全ての動物実験は北海道大学遺伝子病制御研究所の動物管理委員会によって承認

されたプロトコール (P-2019-034) の下で行われた。 

BxPC-3-Luc、PK-9-Luc、PANC-1-Lucをそれぞれ 1×106ずつ 10μlのHanks Balanced 

Buffer Solution (HBBS, Life technologies, Tokyo, Japan)と 30μlのMatrigel (Corning, NY, USA) に

溶解したものを 100μlシリンジに入れて準備した。NOGマウスを十分な全身麻酔下に

おき、左側腹部を切開し膵臓を脾臓ごと引き出した。その後 27ゲージ針で膵被膜下

に上記細胞調整液を慎重に注入した。刺入部を綿棒で 30秒間圧迫したのちマウス用

サージカルクリップで閉腹した。腫瘍の観察は、全身麻酔下にD-luciferin (#LK10000; 

Funakoshi, Tokyo, Japan) を 3 mg/ 匹で腹腔内投与し、IVISイメージング (PerkinElmer Inc., 

Waltham, MA, USA) で可視化して行った。関心領域のゲーティングは腹部全体を覆う

ように統一した。Photon emission intensity (photons/ sec/ cm2/ sr) はそれぞれの関心領域から

抽出したデータを元にLiving Image software (PerkinElmer Inc., Boston, MA, USA) を用いて算

出した。予備実験で腫瘍移植 1週後に IVISイメージングと解剖にて腫瘍の樹立を確

認できた (図 7)。 

 

 
 

図 7 膵癌 orthotopic xenograft model作成予備実験 

 NOGマウスの膵被膜下に調整した膵癌細胞を注入し、1週間後に腫瘍の発育を確認

した。  
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８）マウスモデル治療実験プロトコール 

 上記の方法で作成した膵癌 orthotopic xenograftマウスモデルをBxPC-3、PANC-1、PK-

9マウスでそれぞれ治療群と非治療群に 5～7匹ずつに分けて無作為に治療実験を行

った。オルソトピックマウスを作製した日をDay -7とし、治療介入をDay 0に行った。

それぞれのマウスに対し、治療群では抗CEA-CAR-Tを 2.5×106 cells/ 匹、非治療群は

NGMC細胞を同数、尾静脈内注射した。腫瘍の発育はDay 0、7、14、21に IVISイメ

ージングにて評価した。観察期間は、膵癌 orthotopic xenograftマウスモデルの作製 14- 

21日目までが体調と死亡率の観点から最適な治療観察期間だとする報告 (Erstad et al, 

2018) があり、本実験では人道的エンドポイントをDay 21と設定し、頸椎脱臼法で安

楽死させた。安楽死の後、腫瘍を摘出しホルマリン固定の後、免疫染色用プレパラー

トを作成し、腫瘍の組織学的特徴について検討を行った(図 8)。 

 

 

図 8 膵癌 orthotopic xenograft マウスモデル治療プロトコール 

 NOGマウスの膵被膜下にBxPC-3-Luc、PK-9-Luc、PANC-1-Lucを投与し、その 1週

間後に抗CEA-CAR-T細胞を尾静脈投与した。IVISイメージング、体重測定を行いな

がら 3週間後に安楽死させ、腫瘍を摘出し病理学的検討を行った。  
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９）抗CEA-CAR-T投与による副作用の評価 

 抗CEA-CAR-T治療の副作用の検証として、経時的な体重変化とサイトカインを測

定した。体重測定は治療開始から 2、3日間隔で行った。Day 21にはマウスから末梢

血サンプルを採取し、血清と血漿の 2つに分けた。血漿はサイトカインビーズアレイ 

(Bio-Plex, Multiplex Immunoas, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) へ委託し、CRSの代

表的なバイオマーカーとして知られている IFN-γ、IL-6、TNF-αの測定を行った。血清

は先述の血清CEAの測定のためにELISA法へ使用した。 

 

 

１０）症例ならびに組織マイクロアレイ (TMA) 

 2009年 1月から 2016年 12月の 8年間で、北海道大学病院消化器外科Ⅱで切除され

た膵癌患者症例 151人を対象にレトロスペクティブな検討を行った。患者背景では男

女比、年齢、術前血清CEA値を集計した。病理組織的検討は、当教室でランダムに

作成された 22例のTissue microarray (TMA) 標本を使用した。術前 1か月以内の血清

CEAは施設内で正常上限とされている 5ng/ mlをCut-off値とした。また、予備解析と

して 2010年 1月から 2016年 12月の 7年間で同科にて切除された胆道癌症例 180人、

TMA標本 28例でも同様の検討を行った。なお、本研究で使用したデータは「人を対

象とした医学系研究に関する倫理指針」に従い、北海道大学 病院自主臨床試験 (No. 

016-0318) として北海道大学病院倫理審査委員会の承認を得ており、全ての対象患者

より同意を得て行った。 

 

 

１１）免疫組織化学染色 

摘出したマウス膵癌を10% 緩衝ホルマリンで固定し5μmに薄切した。パラフィン包

埋切片はアビジン-ビオチン複合体法にて免疫組織化学染色を実施した(EnVision FLEX 

system, Dako, Santa Clara, CA, USA)。マウスモノクローナル抗CEA 抗体 (M7072; 1: 50; 

Dako) 、マウスモノクローナル抗CD8抗体 (IR623; RTU;  Dako)、マウスモノクローナル

抗CD4抗体 (IR649; RTU; Dako)、マウスモノクローナル抗サイトケラチン (AE1/ AE3) 抗

体 (IR053; RTU; Dako)を一次抗体として使用し、一次抗体反応時間は60分、室温条件で

行った。二次抗体はポリマー試薬EnVision™ FLEX HRP (Dako)を利用し、反応時間は30

分、室温条件で行った。その後、DAB色素原基質 EnVision™ FLEX SUBSTRATE 

BUFFER (Dako) を用い反応時間5分、室温条件で標識した。さらに切片にH&E染色を

行った。また、患者の膵癌TMA標本にても同様にCEAの組織免疫染色を行った。 
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１２）疫組織化学染色評価法 

膵癌患者のTMA標本におけるCEA発現の評価は、膵癌細胞の細胞膜のみの染色強

度に焦点を当て、最も大きな面積を占めている染色強度でCEA-、CEA+、CEA++の3

群に分けた (図9)。また、膵癌CEA発現のheterogeneityの評価として、TMAの1サンプル

中における全腫瘍に対するCEA染色膵癌細胞の面積割合を評価し、0%、0-25%、25-

50%、50-75%、75-100%に分類した (図 10)。面積の評価は顕微鏡の解析アプリケーシ

ョン (KEYENCE, Osaka, Japan) を使用して行った。 

 オルソトピック膵癌マウスモデルから摘出した膵癌組織において、抗CEA-CAR-T

の治療効果と病理所見の関連を調べるために、腫瘍の内部 (Center) と周囲 (Peritumor) の

領域から 1視野 0.25mm2 の範囲で無作為の 5視野からそれぞれCD8+ リンパ球をカウ

ントし、その中央値を用いた (図 11)。 

 

 

 

図 9 膵癌細胞のCEA染色強度の分類
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図 10 膵癌細胞のCEA染色面積による heterogeneityの評価 

 

 

 

図 11 CD8+リンパ球のカウント 

 膵癌の内部 (Center) と周囲 (Peritumor) における 1視野/ 0.25mm2のCD8+リンパ球をそ

れぞれ無作為に 5視野でカウントした。  
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１４）統計学的解析 

データは平均値± SEMで表し、エラーバーを示した。すべての統計学的検討は JMP 

pro13 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を用いて計算した。各アッセイの有意差は対応の

ないスチューデント t検定を用いた。相関分析はピアソンの相関係数 (R) を用いた。3

つ以上の対応のないグループ間の差を比較するためにKruskal-Wallis検定を使用した。

クロス分割表における変数間の統計意はフィッシャーの直接確率検定を使用した。す

べての検定においてP< 0.05を統計学的に有意差ありと定義し、0.4≤ R< 0.7を相関あり、

0.7≤ Rを強い相関ありとして定義した。  
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実験結果 

 

１）各膵癌細胞株および胃癌細胞株の細胞膜表面CEA発現の評価 (図 12) 

ヒト膵癌細胞株の MIA PaCa-2、PANC-1、Capan-1、AsPC-1、PK-9、BxPC-3、SUIT-2、

KP1N、PCI-66の 9種類、対照群としてヒト胃癌細胞株MKN45における細胞膜表面

CEAの発現を免疫組織染色、Western blotting (W-B)、FCMにより定量した (図 12)。FCM

ではCEA抗体とアイソタイプコントロール抗体とのMFIの差 (ΔMFI) を用いてCEA

発現を評価し、QIFIKIT を用いてCEA分子数を算出した。また予備実験としてヒト胆

道癌細胞株のRBE、HuCC-T1、HuH28、TFK-1、SSP-25の 5種類でも同様の解析 (FCM

は positivityのみの解析) を行った (図 13)。W-Bによる細胞CEAの評価では、Capan-1で

FCMの結果よりも高いCEAタンパク質が検出された。MFIから算出したCEA分子数

から、BxPC-3とMKN45をCEA高発現細胞株、Capan-1、AsPC-1、PK-9をCEA中発現

細胞株、MIA PaCa-2、PANC-1、SUIT-2、KP1N、PCI-66をCEA低発現細胞株として定

義した。 

 

 

図 12 膵癌細胞株と胃癌細胞株のCEA発現評価 

A: 免疫組織染色。B: Western blot。C: Flowcytometry、CEA分子数。ヒストグラム橙- Positive、青- 

Negative、赤- Isotype control。 
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図 13 胆道癌細胞株のCEA発現評価 

A: 免疫組織染色。B: Western blot。C: Flowcytometry。ヒストグラム赤- Positive、青- Negative。 
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２）膵癌細胞株による sCEAの分泌はCEA発現と相関する (図 14) 

CEAは glycosylphosphatidylinositol (GPI) 部分によって細胞膜に固定されており、特異

的ホスホリパーゼCで切断され、sCEAとなり分泌される。腫瘍の進行と転移におけ

る sCEAの機構的役割はまだ確立されていないが、sCEAつまり血清CEAの存在が抗

CEA-CAR-T細胞の抗腫瘍効果と競合する可能性が考えられるため、培養液中に分泌

される sCEAをELISAで測定した。また細胞膜表面CEA分子数と sCEA分泌の関係性

を解析した (図 14)。各培養細胞を 10cmディッシュに 1×10６個撒いて 72時間インキュ

ベートした培養液を解析した結果、sCEA分泌は細胞膜表面CEA分子数と相関を認め

た (相関係数R= 0.668)。 

 

図 14 sCEA分泌と細胞膜CEA発現数の相関   
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３）ELISAによりCEA陽性細胞に対する抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果が確認された 

(図 15) 

CEA陽性細胞株に対する抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果を検証するため、抗CEA-

CAR-T細胞を膵臓癌細胞株、胃癌細胞株と共にインキュベートして in vitro解析を行

った。対照群としてNGMCを使用した。ELISA法にて IFN-γの放出を測量すると、

CEA高・中発現細胞株であるCAPAN-1、AsPC-1、BxPC-3、PK-9、MKN45において

IFN-γの分泌増加に統計学的有意差を認め、他のCEA低発現細胞株では有意差は認め

なかった (図 15A)。また、この IFN-γの分泌程度はCEA分子数と強い相関を認めた 

(R= 0.701)  (図 15B)。更に、抗CEA-CAR-Tとの共培養の際にリコンビナントCEAを

10ng/ ml、100ng/ ml、1000ng/ mlの濃度で加えて sCEAによる競合アッセイを行ったと

ころ、IFN-γの分泌は sCEAの濃度が 10ng/ ml、100ng/ ml、1000ng/ mlのいずれの条件下

においても有意な影響を認めなかった (図 15C)。 
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図 15 膵癌細胞株に対する抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果の検討; ELISA 

※ Control; NGMC群  
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４）細胞毒性アッセイで抗CEA-CAR-T はCEA陽性細胞に対して用量依存的に抗腫

瘍効果を認めた (図 16) 

 7-AAD/ CFSEを用いた細胞毒性アッセイでは、CEA分子数が多い上位 3つの細胞株

BxPC-3、Capan-1、MKN45で有意な細胞障害活性を示した。CEA高発現細胞株の

BxPC-3とMKN45においては用量依存的に有意な細胞障害活性を示したが、中発現細

胞株であるAsPC-1と PK-9では有意差を示さなかった。また、CEA陰性細胞株では抗

CEA-CAR-T群で細胞障害活性の差を認めなかった。更に、sCEA 1000ng/ mlと高濃度

存在下での競合アッセイでは、BxPC-3とMKN45で細胞障害活性の有意な減退を認め

た (図 16)。 

 

 
図 16 膵癌細胞株に対する抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果の検討; 7-AAD/ CFSE assay 
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５）抗CEA-CAR-T療法は orthotopic xenograft マウスモデルにおいて抗腫瘍効果を認

めた (図 17) 

In vitroで抗腫瘍効果を認めた膵癌細胞株からCEA強陽性細胞のBxPC-3、中陽性細

胞のPK-9、陰性細胞のPANC-1を選択しLuciferase遺伝子を導入して orthotopic xenograft 

マウスモデルを作製した。治療介入は先述のプロトコール通り施行した。移植後 7日

目 (Day 0) に IVISイメージングで腫瘍が確立した事を確認し、抗CEA-CAR-Tを尾静脈

内注射によって養子移入した。対照群はNGMCの注入をした。抗CEA-CAR-T投与の

後、腫瘍のLuciferaseシグナルの増強はCEA強陽性細胞であるBxPC-3モデルにおい

てDay 14、21で経時的に有意な抑制傾向を示した。 PK-9モデルではDay 21で抗

CEA-CAR-T投与群の腫瘍シグナル増強が抑制されたが、有意差は無かった (図 17A)。

Orthotopic xenograft マウスモデル作製の手術直後、もしくは経過観察中に死亡した個体

を数例認めた。また、副次項目として治療介入の前後 (Day 0、21) の血清CEAの測定

を行った。CEAの発現有無に関わらずいずれの細胞株マウスモデルにおいても介入

前の血清CEAはカットオフ値未満であった (図 17B)。これは in vitroの競合アッセイの

結果を鑑みると、今回のマウス治療実験において血清CEAが抗CEA-CAR-Tの効果へ

影響を及ぼす事はなかったと考えた。治療介入後はBxPC3マウスの治療群でのみ血

清CEA値が有意に上昇しており、非治療群で変化はなかった。  
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B 

 
図 17 Orthotopic xenograft マウスモデルへの抗CEA-CAR-T治療実験結果 

A: BxPC-3-Luc、PK-9-Luc、PANC-1-Lucの orthotopic xenograft マウスモデルに対して抗CEA-CAR-T

投与を行った。 

B: 治療前後 (Day 0、21) での血清CEAを測定した。 

※P< 0.05 

 

６）抗CEA-CAR-T投与による有意な体重減少や血中サイトカイン上昇は認めなかっ

た (図 18) 

抗CEA-CAR-T投与による副作用の評価として体重の継時的な変化と血中の炎症性

サイトカインを解析した。どのマウスモデルでも治療による体重変化に差異は認めな

かった (図 18A)。また、血清サイトカインの評価は代表的な炎症性サイトカインであ

る IFN-γ、IL6、TNF-αの測定をDay 21に行った。いずれの群も抗CEA-CAR-T治療群

の方でサイトカイン放出が高い傾向にあったが、CEA発現や治療効果の有無による

有意な差異は認めなかった (図 18B)。 
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A 
 

B

 
図 18 マウスへの抗CEA-CAR-T投与による副作用評価 

A: 経時的な体重変化。 

B: 治療後 (Day 21) の血清サイトカイン測定。  
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７）抗CEA-CAR-T治療後に移植腫瘍内部へのCD8リンパ球の浸潤を認めた(図 19) 

Day 21にマウスを安楽死させ、腫瘍を摘出し免疫組織学的染色を行った。腫瘍の局

在評価のためサイトケラチン (AE1/ AE3)、CEA発現の評価、CD4とCD8リンパ球の

染色を行った (図 19A)。BxPC-3 腫瘍の CEA 発現はほぼ腫瘍に一致して認められたが、

PK-9とPANC-1腫瘍では殆ど認めなかった。CD8リンパ球はBxPC-3と PK-9マウスモ

デルでの抗CEA-CAR-T治療群において腫瘍への浸潤傾向を認めた。PANC-1腫瘍では

NGMC群において腫瘍へのCD8の浸潤を認める個体があった。NOGマウスを使用し

ており自家リンパ球は存在しないため、浸潤したリンパ球はいずれも投与したリンパ

球である。リンパ球の浸潤と抗腫瘍効果の関連を調べるために、腫瘍のCenterと

Peritumorの領域に分けて 1視野 0.25mm2 の範囲内のCD8をカウントすると、抗腫瘍効

果を認めたBxPC-3と PK-9では抗CEA-CAR-T群においてCD8浸潤は腫瘍周囲よりも

内部で多く認められた。しかし、BxPC-3においてはNGMC群でも腫瘍周辺・内部に

CD8 浸潤を認めた。PANC-1 の抗 CEA-CAR-T 群では殆ど CD8 浸潤を認めなかったが、

一方、NGMC群でのみ浸潤を認めた (図 19B)。 

 

 

A
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図 19 治療介入後マウスの摘出標本における免疫染色結果 

A: 代表的な免疫染色像 (HE、CK、CEA、CD4、CD8)。 

B:  各群での centerと peritumorのCD8+リンパ球数 (1視野 0.25mm2 ) の中央値。  
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８）膵癌切除症例の患者背景 (表 1) 

膵癌切除患者 151名の臨床データと病理CEA染色所見をレトロスペクティブに解

析した。表１に患者背景を示す。男性は 89名 (58.9%)、女性は 62名 (41.1%)、年齢中

央値は 68歳、術前血清CEAは中央値 4.2 ng/ mlで陽性率は 55人 (36.4%) であった。こ

の中からランダムに選択された 22例のTMA標本の内訳は男性 12名 (54.5%)、女性 10

名 (45.5%)、年齢中央値 68.5歳、血清CEA値は中央値 3.95 ng/mlで陽性率は 8名 

(36.4%) であった。TMA標本における患者選別に偏りはなかった。予備解析で胆道癌

180名、TMA標本 28例の臨床データもまとめた (表 2)。男性は 125名 (69.4%)、女性は

55名 (30.6%)、年齢中央値は 69歳、術前血清CEAは中央値 3.0 ng/ mlで陽性例は 73名 

(40.5%) であった。この中からランダムに選択された 22例のTMA標本の内訳は男性

24名 (85.7%)、女性 4名 (14.3%)、年齢中央値 72.0歳、血清CEA値は中央値 3.15 ng/ ml

で陽性例は 7名 (25%)であった。 

 

 

表 1 膵癌切除患者の患者背景 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data were presented values as n (%) or median (range). 

上：全患者 

下：Tissue Microarray患者  

 n= 151 
Gender  

Male 89 (58.9) 
Female 62 (41.1) 

Age (years old) 68 (42 - 83) 
Serum CEA (ng/ml) 4.2 (0.6 - 212) 

< 5 96 (63.6) 
≥ 5 55 (36.4) 

 n= 22 
Gender  

Male 12 (54.5) 
Female 10 (45.5) 

Age (years old) 68.5 (55 - 82) 
Serum CEA (ng/ml) 3.95 (1.5 - 26.4) 

< 5 14 (63.6) 
≥ 5 8 (36.4) 
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表 2 胆道癌切除患者の患者背景 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data were presented values as n (%) or median (range). 

上: 全患者 

下: Tissue Microarray患者 

  

 n= 180 
Gender  

Male 125 (69.4) 
Female 55 (30.6) 

Age (years old) 69 (30 - 86) 
Serum CEA (ng/ml) 3.0 (0.6 - 442.8) 

< 5 107 (50.5) 
≥ 5 73 (40.5) 

 n= 28 
Gender  

Male 24 (85.7) 
Female 4 (14.3) 

Age (years old) 72 (45 - 83) 
Serum CEA (ng/ml) 3.15 (1.3 - 126.2) 

< 5 21 (75) 
≥ 5 7 (25) 
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９）膵癌TMA標本でCEA発現強度と heterogeneityとの間に有意な相関関係を認め

た (図 20、表 3) 

TMA標本のCEA染色で染色強度を先述の 3段階、heterogeneityを 5段階に評価して

それぞれに割り当てた。術前血清CEA値とCEA染色強度に有意な相関関係は認めな

かった (図 20)。一方、術前血清CEAまたはCEA染色強度と heterogeneityの相関につ

いて解析すると、heterogeneity は血清 CEA 陽性との間には相関関係を認めなかったが、

CEA染色強度との間に有意な相関関係を認めた (表 3)。また、予備解析で胆道癌

TMA標本でも同様の解析を行ったところ、術前値とCEA染色強度に有意な相関関係

は認めず (図 21)、heterogeneityは血清CEA陽性とCEA染色強度との間に有意な相関関

係を認めた (表 4)。 
 

 
 
図 20 術前血清CEA値と標本のCEA染色強度の相関  
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表 3 Heterogeneityと血清CEA、CEA染色強度 

 

 

 

 

 

図 21 胆道癌患者における術前血清CEA値と標本のCEA染色強度の相関 

 Heterogeneity (%) p Value 
0 0 <, ≤ 25 25 <, ≤ 50 50 <, ≤ 75 75 <, ≤ 100 

Serum CEA (ng/ ml)      0.731 
< 5 1 1 1 2 10  
≥ 5 1 0 1 0 5  

Intensity      < 0.001* 
CEA - 2 0 0 0 0  
CEA + 0 1 2 2 2  
CEA ++ 0 0 0 0 13  

Values are n.  
* Significantly different. 
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表 4 胆道癌患者における heterogeneityと血清CEA、CEA染色強度 

 

 Heterogeneity (%) p Value 
0 0 <, ≤ 25 25 <, ≤ 50 50 <, ≤ 75 75 <, ≤ 100 

Serum CEA (ng/ml)      < 0.05* 
< 5 10 4 0 1 6  
≥ 5 0 0 2 1 4  

Intensity      < 0.001* 
CEA - 10 0 0 0 0  
CEA + 0 4 2 1 5  
CEA ++ 0 0 0 1 5  

Values are n.  
* Significantly different. 
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考察 

 

CAR-T療法は、白血病やリンパ腫などの血液腫瘍の患者に顕著な治療効果が証明さ

れ、抗CD19-CAR-T製剤であるKymriah (Novartis) が 2017年にアメリカ食品医薬品局

FDAによって承認された。CAR-T療法は血液腫瘍で効果がある一方で、固形腫瘍に

おいては未だ臨床応用へは至っていない。この理由としては、固形腫瘍特有の微小環

境による免疫抑制機構の存在や、CAR-Tが腫瘍へ遊走しづらい事、腫瘍の標的抗原

の不均一性 (heterogeneity) などが挙げられている(Newick et al, 2016; Wendell A. Lim, 2017; 

(Jindal et al, 2018a; Jindal et al,  2018b; Majzner and Mackall, 2018; Martinez and Moon, 2019; De Vito 

et al, 2020; Tian et al, 2020)。固形腫瘍におけるこうした課題を克服するために、複数の抗

原を認識するCAR (Zhang et al., 2018) や抗 PD-1-scFvを産生する能力を備えたCAR 

(Nakajima et al, 2019) などの新規開発、IL-7やPD-1阻害剤の併用投与など (Markley and 

Sadelain, 2010; Moon et al, 2014) 様々な検証が行われている。近年の報告では、転移性去

勢抵抗性前立腺癌に対する抗 PSMA-CAR-Tによる第 I相臨床試験が施行され、治験患

者 13人中 5人で治療効果を認めたという報告 (Vivek et al, 2022) があり、固形腫瘍に対

するCAR-T療法の利用への期待が更に高まっている。 

今回、本研究では最も致命的な悪性腫瘍の 1つである膵癌に注目し、CAR-T療法の

標的抗原として、膵癌に高率で発現しているCEA (Gansauge S, et al, 1996) に注目した。

ここで、遺伝子改変T細胞輸注としてはもうひとつ癌抗原特異的T細胞受容体 (T cell 

receptor therapy: TCR) を用いたTCR-T療法が開発されており、2011年に抗CEA-TCR-T

療法による大腸癌肝転移の治療実験 (Parkhurst et al, 2011) が行われている。治験患者 3

人中 1人で治療効果を認めたが、全症例で一過性の重篤な大腸炎を発症しており、安

全性に重大な課題を残した。これは、正常大腸組織が内因しているCEAタンパクか

ら相同性を持つエピトープが産生され、major histocompatibility complex (MHC) による抗

原提示された正常細胞に抗CEA-TCR-Tが反応したためと考えられる。一方で、CAR-

Tは抗原認識に scFvを利用しているためMHCによる抗原提示を必要とせず、また、

正常細胞ではCEAは主に管腔側の膜表面に存在しているため抗CEA-CAR-T輸注では

正常細胞は障害されないと考えられる。このように、遺伝子改変T細胞輸注の副作

用のひとつであるオフターゲット効果 (Morgan et al, 2010) を回避するために、CAR-T療

法においてCEAを標的抗原とする事は非常に有用であると考えた。 

初めに、標的細胞株の抗原CEAの発現レベルと抗CEA-CAR-Tの抗腫瘍効果の関係

について解析を行った。各々の膵癌細胞株のCEA発現を免疫蛍光染色、W-B、FCM

で評価し、それらに対する抗CEA-CAR-Tの直接的または間接的な機能アッセイを in 

vitroで行った。細胞膜表面CEA発現は、Capan-1においてFCMよりもW-Bの結果で

発現が多いという結果となったが、この不一致は、W-Bでは細胞内因性CEAタンパ
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ク質も検出され、標的抗原としての細胞膜表面CEAよりも過大評価になったためと

推測される。このような事から、細胞膜表面CEA発現の評価を標準化するためには

FCMの結果が適していると考えた。FCMによる細胞膜表面CEA分子数の解析結果か

ら各細胞株をCEA高発現・中発現・低発現群に分け、それぞれに抗CEA-CAR-Tを共

培養させると、標的CEA抗原が高発現な細胞において有意に抗腫瘍効果を示した。

続いてそれぞれの群から代表の細胞株を選択し、Nogマウスへ同所移植にて orthotopic 

xenograft マウスモデルを作成し in vivoで治療実験を行った。このモデルは腫瘍の局所

増殖、血管・リンパ管侵襲、転移臓器での血管外遊出、播種・増殖からなる転移の全

過程などを臨床例と同様に表現しているとされており(Erstad et al, 2018)、このモデルを

使用する事によって臨床に類似した病態の条件下での検証が行えたと考える。抗

CEA-CAR-Tの単回静脈内投与をしたこれらのマウスは、CEA高発現のBxPC-3を用い

たモデルにおいてDay 14、21で腫瘍増大の有意な抑制を示した。中発現細胞株の PK-

9モデルでは、Day 21で抗CEA-CAR-T投与群で腫瘍シグナル増強が軽度抑制されて

いたが有意差は無かった。これらは抗CEA-CAR-Tによる膵癌の実質的な退縮を示し

ていると考えられ、抗CEA-CAR-T輸注は標的CEA抗原発現量が高い細胞ほど抗腫瘍

効果を示す事が示唆された。これまで、固形腫瘍におけるCAR-T療法、例えばHER2

やmesothelinを標的抗原とした研究 (O’Hara et al,  2015; Feng et al, 2018) では、治療実験を

行う際の抗原発現の評価として病理組織学的な染色陽性率でカットオフ値を設定して

治療実験がされているが、抗腫瘍効果と抗原発現程度の相関関係についての報告はな

かった。他の抗CEA-CAR-T研究 (Kenanova et al, 2011; Katz et al, 2015; Wang et al, 2016) にお

いても抗原発現量と抗腫瘍効果の関係については言及されておらず、本実験の結果は、

CAR-T療法の抗腫瘍効果を予測するための新たなカットオフを定める一助になる可

能性がある。PK-9モデルにおいては、摘出標本のCEA染色では殆ど陽性細胞を認め

ず、それ故に抗腫瘍効果が乏しかった可能性を考えるが、このようにシャーレでの培

養 (二次元培養) と生体内では細胞の極性変化や遺伝子発現パターンの変化により細胞

株の形態や増殖率などが変化する可能性が知られており(Meng, 2010;  Lee et al, 2013; Luca 

et al, 2013)、臨床応用への課題の 1つである。In vivoでの用量依存性の検証については

今後の課題であり、CAR-T投与量に伴った有害事象についての観察も今後必要と考

える。病理学的所見では、摘出標本の病理学的染色で認めた浸潤リンパ球は、Nogマ

ウスを使用している事から輸注したCAR-T またはNGMCに由来するが、腫瘍への

CD8+T細胞浸潤の数は抗腫瘍効果の結果と有意な相関はなかった。パーフォリンや

グランザイムなどの細胞傷害性物質で各浸潤リンパ球を染色する事で、腫瘍環境内の

抗原発現レベルに応じてクラスター化したCD8+T細胞の機能変化をより適切に評価

できる可能性があり、今後の課題である。 

また、血清CEAがCAR受容体を遮断する可能性 (Gross G, 1995; Eshhar Z, et al, 1996) に
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ついて、実際に sCEAの存在が抗CEA-CAR-Tの細胞毒性活性を妨げるかどうかを検

証した。In vitro実験において、1000 ng/ mLのCEA濃度下ではBxPC-3とMKN45にお

いて細胞毒性活性に有意に抑制を認めたが、100 ng/ mLまでのCEA濃度下では活性に

有意な影響を与えなかった。細胞膜表面のCEAはGPIアンカーと膜マイクロドメイ

ンで膜結合しており、今回使用したCARはGPIアンカーの一部である F11-39に対す

る抗体であるため、細胞膜結合が切断された状態の sCEAに対しては反応性が低い事

が理由として考えられる。In vivo実験において、血清CEAは治療介入時にいずれの

orthotopic xenograft マウスモデルでも差はなく、CEA100 ng/ ml 未満であったため抗

CEA-CAR-Tの抗腫瘍応答には影響を及ぼさなかったと考える。なお、治療介入によ

り抗腫瘍効果を認めたCEA強陽性BxPC-3マウスにおいてのみ、治療成功後に血清

CEA値が有意に増加した。この現象はCEA陽性細胞が抗CEA-CAR-Tによる障害を

受け、細胞崩壊によって腫瘍内在性のCEAが放出された事を反映したと考える。こ

こで、実臨床における膵癌患者の血清CEAは中央値± SDが 3.51± 2.34 ng/mlであった

という報告 (Terai et al, 2016) があるが、今回のレトロスペクティブな膵癌患者データの

検討においても術前血清CEA中央値は 4.2 ng/ mlであり、既報と同程度であった。ゆ

えに、実臨床において膵癌患者の血清CEAの存在が抗CEA-CAR-Tの活性に大きな影

響を及ぼす可能性は低いと推察される。 

抗CEA-CAR-T療法の安全性についての検討では、CAR-T療法の課題の一つとして

CRSが着目されている (Neelapu et al, 2018)。本研究ではCRSの代表的なバイオマーカー

として治療介入前後のマウス血清 IFN-γ、IL6、TNF-αの測定を行ったが、抗腫瘍効果

の有無でいずれの分泌量に有意差は認めなかった。いずれの群も抗CEA-CAR-T投与

群でサイトカイン放出が高い傾向にあったが、これはわずかなCEA陽性細胞に対す

る抗CEA-CAR-Tの反応や、抗原陰性細胞へもリンパ球が非特異的に反応した事と推

測している。また、BxPC-3と PK-9で IFN-γの分泌量と抗腫瘍効果に乖離が生じてい

るが、これは近年報告された、腫瘍細胞側の IFN-γ受容体の変異がCAR-Tの効果を阻

害する(Rebecca et al, 2022)という事を反映した可能性も考えられた。副作用の評価とし

て、今回これらのサイトカイン放出がマウスに対し有害事象を引き起こしたか否かは

定かではないが、少なくとも報告 (Wang et al, 2016) に見られた有意な体重減少は認め

なかった。BxPC-3の治療群で 1匹、PANC-1の治療群とNGMC群で 1匹ずつの死亡を

認めたが、死因は移植手技の侵襲によるものと考えている。実際にマウス作製の予備

実験においても手術直後や数日後に死亡した個体を認めた。しかし死亡後の全身的な

病理学的分析は行っていないため、抗CEA-CAR-T療法による副作用の可能性を完全

に排除することはできない。 

最後に、将来的な抗CEA-CAR-T療法の臨床応用に向けて、治療対象となる膵癌患

者を選択するために使用できるバイオマーカーを検索した。結果に示したように、血
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清CEA濃度は膵癌患者の病理検体のCEA染色強度との相関を示さなかったためマー

カーと見なすことはできなかった。対照的に、膵癌患者の病理標本のCEA染色強度

とCEA陽性細胞の heterogeneityの評価は相関していた。実際に、膵癌は腫瘍内で分子

レベル、ゲノムレベルの heterogeneityの存在が知られており (Behr et al, 1996; Cros et al, 

2018)、膵癌が難治性疾患と言われている要因の 1つである (Yao et al, 2020)。しかし、

免疫組織学的な染色性の不均一性については体系的な報告がされていない。今回の検

討から、CEA染色強度が強い症例はCEA陽性細胞の heterogeneityも低いと考えられる

ため、外科的または生検標本のCEA染色強度を使用して抗CEA-CAR-T療法の適応膵

癌症例を選択することができる可能性がある。染色強度についての評価を更に標準化

するにはコンパニオン診断の開発が有用な可能性があり、さらに、近年ではリキッド

バイオプシーにより腫瘍内の heterogeneityによって引き起こされるサンプリングバイ

アスを排除できる事が考えられている (Vorstman et al, 2015; Oxnard et al, 2016)。これらを

組み合わせる事は、膵癌患者の抗CEA-CAR-T療法の治療管理において重要な新しい

アプローチとなる可能性がある。
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総括および結論 

 

① 本研究から得られた新知見 

・抗CEA-CAR-Tは、in vitroの実験において細胞膜CEAが高発現の膵癌細胞株に対し

て有意な抗腫瘍効果を認めた。また抗CEA-CAR-Tの用量依存性も示唆された。 

・膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルにおける in vivoの実験で、抗CEA-CAR-T輸注

はCEA強陽性膵癌に対して有意な腫瘍増殖の抑制を示し、有意な体重減少や血中

サイトカインの上昇は認めなかった。 

・ 膵癌患者TMA標本の解析から、検体のCEA染色強度と heterogeneityの程度に相関

を認めた。 

 

② 新知見の意義・今後の展望 

本研究の結果から、CEAを標的抗原とするCAR-T療法は、膵癌に対して有用で安

全な治療である可能性が示唆された。さらに、標本の病理学的CEA染色の程度の評

価は、抗CEA-CAR-T療法の膵癌症例への将来的な臨床応用における患者選択の指標

となり得る。今後、臨床応用に向けた研究を進めることで、抗CEA-CAR-T療法が膵

癌治療においてこれまでにない画期的な治療法となることが期待される。 

 

③ 今後の課題 

抗 CEA-CAR-T 療法の膵癌症例への臨床応用が最終的な目標である。そのためには、

患者から得た初代培養細胞を用いた ex vivoでの治療実験や、in vivoにおける抗CEA-

CAR-Tの用量依存性と安全性について検証する必要がある。また、固形腫瘍におい

て挙げられているCAR-T療法の様々な課題を克服するために更なる検証も引き続き

必要である。たとえば、CEAとmesothelinなど複数の抗原を標的とするCAR-Tや、サ

イトカインやケモカイン産生能を有する CAR-T など、CAR 遺伝子自体の改良である。

他には、免疫チェックポイント阻害剤や腫瘍溶解性ウイルスなどの併用投与による治

療効果の検証、動脈注射や腫瘍内注射などCAR-Tの投与経路による治療効果の

validationなどが考えられる。 

また、臨床応用へ向けた患者選択のバイオマーカーの更なる探索も課題である。

ひとつには、本研究より得られたCEA染色強度の評価を更に標準化するためにはコ

ンパニオン診断の開発が有用な可能性がある。さらには、近年ではリキッドバイオプ

シーにより腫瘍内の heterogeneityの問題を克服できる事が期待されており、これらを

組み合わせたアプローチの検証も課題である。 
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