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要旨 

 

【背景と目的】 

膵臓癌 (以下、膵癌) は、消化器癌の中でも悪性度の高い癌腫の 1つである。膵

癌に対して唯一根治が望めるのは外科切除であるが、膵癌初診時の切除可能症例は

20%に過ぎず、また根治切除ができても術後 5年生存率は 10- 25% と不良である。

膵癌に対して化学療法を行っても全 5年生存率は 12% 程度と極めて予後不良な疾患

である。したがって、膵癌における治療成績の向上が急務である。 

近年、癌治療に対して新たな治療法である免疫療法が、その有効性と安全性から

注目されている。その中でも、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) 療法が血液腫瘍

の患者に顕著な治療効果を示して以来、注目を集めている。一方、固形腫瘍に対して

のCAR-T療法では有効な治療効果の報告は少ないものの、臨床応用に向けて研究が

続けられている。固形腫瘍へのCAR-T療法の課題としてCAR-T細胞の持続性の低

下、腫瘍への遊走・浸潤能、免疫抑制に働く腫瘍微小環境、疲弊化等があげられる。 

本研究ではヒト膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルを作製して、膵癌特有の腫瘍

微小環境下で carcinoembryonic antigen (CEA)特異的CAR-T療法の治療抵抗性を示し、

その機序を検討した。さらに、担癌患者におけるT細胞が機能不全を呈していると

の報告もあり、膵癌患者から採取・作製したCAR-T細胞を用いた治療の妥当性を検

証した。 

【材料と方法】 

ヒト膵癌細胞株としてMIAPaCa-2、Panc-1、Capan-1、BxPC-3を使用した。各種細

胞株において flowcytometry (FCM) を試行して細胞膜表面のCEA発現の評価を行っ

た。続いて、各細胞株に対してCEA特異的CAR-T細胞の抗腫瘍効果を確認するた

め、まず in vitroで機能アッセイを行った。CEA特異的CAR-T細胞と各細胞株の共

培養液中の Interferon-γ (IFN-γ)分泌を FCMで評価した。さらに、細胞毒性アッセイと

して共培養後の各細胞株の生細胞／死細胞率を FCMで解析した。次に、in vitroで抗

腫瘍効果を認めたCEA高発現のBxPC-3株にLuciferase遺伝子を導入した細胞株を用

いて膵癌 orthotopic xenograftマウスモデルを作製し、治療実験を行った。さらに、治

療を行ったマウスから腫瘍を摘出し病理学的検討を行った。また、CEA特異的CAR-

T細胞の in vivoでの機能評価を行うため、治療実験の過程でBxPC-3の皮下腫瘍を埋

め込み、治療効果を評価する re-challengeテストや tumor infiltrating lymphocytes 

(TILs)、脾臓、末梢血中のCEA特異的CAR-T細胞を抽出し共培養による ex vivoでの

機能評価も行った。さらに、2019年 5月から同年 9月の間で、北海道大学病院消化
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器外科Ⅱで手術を受けた膵癌患者症例 8名より末梢血を採取し、CEA特異的CAR-T

細胞を作製して機能評価を行った。 

【結果】 

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

株、MIA PaCa-2、Panc-1をCEA発現陰性株として定義した。各細胞株との共培養に

よる機能アッセイでは、CEA発現陽性細胞株に対して IFN-γ分泌を認めた。細胞毒

性アッセイでも腫瘍抗原特異的に用量依存性の抗腫瘍効果も認めた 。 

次に、膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルを用いた in vivo治療実験ではDay14、

21、28で経時的に抗腫瘍効果を認めたが、徐々に抗腫瘍効果は失われていった。in 

vivo治療実験における免疫組織学的検討ではCEA特異的CAR-T細胞は膵腫瘍への浸

潤を認め、腫瘍のCEA発現が低下した。 

また、re-challengeテストではCAR-T細胞の皮下腫瘍に対する抗腫瘍効果は認めな

かったが、皮下腫瘍への浸潤像を認めた 。次に、ex vivo実験では IFN-γ陽性細胞の

割合に有意差は認めず、ポジティブコントロールにおけるPMA+ ionomycinでは IFN-

γの産生を示した。  

膵癌患者由来、及び健常者由来のCEA特異的CAR-T細胞の拡大培養増殖率を比

較すると膵癌患者由来CAR-T細胞の増殖率が有意に低かった。しかし、抗腫瘍効果

に有意差は認めなかった。 

【考察】 

CEA特異的CAR-T細胞は容量依存性・抗原特異的に抗腫瘍効果を示したが、in 

vivoの結果では抗腫瘍効果は一時的であった。治療実験で用いたヒト膵癌 orthotopic 

xenograft マウスモデルは腫瘍の発育等が臨床例に近似しており、臨床でも同様の事

象が起こると推察される。抗腫瘍効果が失われた原因究明のための病理組織学的検討

では、治療開始からDay28までCAR-T細胞の腫瘍への浸潤能は保たれていた。さら

に、CEA特異的CAR-T細胞に対する tumor microenvironment (TME)の影響を検証す

るために行った re-challengeテストでは、抗腫瘍効果の喪失はTMEによる影響では

なく、CEA特異的CAR-T細胞の機能不全が示唆された。CEA特異的CAR-T細胞の

機能不全を検証するために行った ex vivo実験では、膵癌細胞株との共培養で IFN-γ

産生を示さなかったため、CEA特異的CAR-T細胞の機能不全を示唆した。これは、

CAR-T細胞のPD-1などの疲弊化マーカーを検証することで、さらに機能不全の原因

を明確にできる可能性がある。実際に、PD-1阻害薬とCAR-T細胞を併用することで

CAR-T細胞の抗腫瘍効果の再活性化することが報告されている。 

次に、実際の膵癌患者から採取・作製したCAR-T細胞の機能評価では健常者由来

のCAR-T細胞と比較して膵癌患者由来のCAR-T細胞の増殖率が著明に低く、これ

は実際の臨床の場ではCAR-T療法の導入までに一定の期間を要することを意味し、
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速やかな治療導入を妨げる。したがって、患者由来のCAR-T細胞を用いた場合には

増殖率の低さに対応していかなければならないが、それと同時に将来的には健常者由

来のCAR-T細胞を用いたCAR-T療法を確立できれば、速やかに治療導入を行うこ

とができ、更なる臨床応用が期待される。 

【結 論】 

CEA特異的CAR-T細胞は、膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルにおいて有意な

抗腫瘍効果を示したが、経時的に抗腫瘍効果は消失した。抗腫瘍効果の消失が見ら

れても膵原発巣への浸潤を認めており、抗腫瘍効果の喪失はCEA特異的CAR-T細

胞の疲弊化や細胞障害活性の低下が要因であることが示唆された。膵癌患者由来の

CAR-T細胞は健常者由来のCAR-T細胞と比較して作製時の増殖率は低かったが、抗

腫瘍効果は同等であった。 
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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。 

 

ATCC  American Type Culture Collection 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

CAR        chimeric antigen receptor 

CAR-T  chimeric antigen receptor engineered T cells 

CEA      carcinoembryonic antigen 

CFSE  carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester 

CK            cytokeration 

E:T ratio       Effector:Target ratio 

FBS          fetal bovine serum 

FCM         flow cytometry 

HDs           healthy donors 

HE             Hematoxylin Eosin 

HLA       Human Leukocyte Antigen 

ICC        immunocytochemistry 

IFN-γ        interferon-γ 

IHC        immunohistochemistry 

IL-2  Interleukin-2 

Ionomycin     Ca2+ ionophore 

NOG          NOD/ Shi-scid, IL-2RγKO 

PBMCs     peripheral blood mononuclear cells 

PBS          phosphate-buffered saline 

PD-1   Programmed death receptor-1  

PD-L1       Programmed cell Death ligand 1 

PDs          patient donors 

PMA          phorbol 12-myristate 13-acetate 

scFv         single-chain variable fragment 

SEM      standard error of the mean 

TILs        tumor infiltrating lymphocytes 

TME        tumor microenvironment 

7-AAD      7-Amino-Actinomycin D 
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緒言 

 

膵臓癌 (以下、膵癌) は、消化器癌の中でも悪性度の高い難治癌の一つである。

他の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 5年生存率は約

7％と極めて予後不良である (Siegel et al, 2018)。さらに、膵癌に対して唯一根治が望

めるのは外科切除であるが、膵癌の多くは進行期で発見され切除可能症例は 20%に

過ぎない(Versteijne et al, 2020)。また、手術を受けたとしても術後 5年生存率は 10-

25％と高くはない(Mizrahi et al, 2020)。 

膵癌に対しての化学療法では FOLFIRINOX (5-FU/ leucovorin/ irinotecan/ oxaliplatin) 

療法や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が 

(Conroy et al, 2011; Von Hoff et al, 2013)、いずれの治療法においても決して良好な治療

成績とは言えず、膵癌における治療成績の向上が急務である。 

近年の医療技術の進歩によって、手術、化学療法、放射線療法のいわゆる三大療

法に次ぐ新たな治療法である免疫療法が、その有効性と安全性から注目されている。

中でも、2014年に本邦でNivolumabが世界で初めて悪性黒色腫に対して臨床承認さ

れ、多くの癌腫に対し目ざましい成果をあげている (Brahmer et al, 2010)。他にも、養

子免疫療法の一つである遺伝子改変T細胞輸注療法として、キメラ抗原受容体T細

胞 (chimeric antigen receptor engineered T cells: CAR-T) 細胞を用いたCAR-T療法が血

液腫瘍の患者に顕著な治療効果が証明されて以来、注目を集めている (Porter et al, 

2011)。CAR-T細胞は、腫瘍細胞表面の特定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、膜貫通ドメインを有する chimeric antigen receptor (CAR)をT細胞へ導入・発

現させた構造を有している (図 1)。これにより、CAR-T細胞は腫瘍細胞上の主要組

織適合抗原クラス Iの発現とは無関係に腫瘍細胞表面抗原を scFv領域で直接認識

し、その認識シグナルをζ鎖によりT細胞内へ伝達する。加えて、CD28などの副刺

激分子を通じてCAR-T細胞を活性化し増強することで腫瘍細胞を効率的に殺傷する

ことが可能である。そのCARを採取した自己のT細胞に遺伝子導入したCAR-T細

胞を再度輸注する養子免疫療法がCAR-T療法である。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 療法が米国で、2019年には日本でも臨床承認された。一方、固

形腫瘍に対してのCAR-T療法では第 I相臨床試験で転移性去勢抵抗性前立腺癌に対

して抗PSMA-CAR-T療法の治療効果を認めた報告 (Narayan et al, 2022)、びまん性正

中部グリオーマに対してGD-2を標的抗原としたCAR-T療法 (Lin et al, 2024)、悪性
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胸膜中皮腫に対してMesothelinを標的抗原としたCAR-T療法が報告されている 

(Adusumilli et al, 2021)。しかし、血液腫瘍に対するCAR-T療法と比較すると固形腫瘍

に対するCAR-T療法が顕著な治療効果を認めたとする報告は乏しい。加えて、膵癌

でも同様にCAR-T療法の研究が行われているがいずれも第 1相試験までにとどまっ

ているのが現状であり、CAR-T療法の改善が望まれる(Czaplicka et al, 2024)。 

本実験で用いたCARは、scFv抗体、CD8 hinge膜貫通ドメイン、副刺激分子ドメ

インとしてT細胞の活性化や制御性T細胞による免疫抑制を制御する働きをもつ

glucocorticoid-induced TNF receptor (GITR)分子、CD3ζ鎖由来の細胞内シグナル伝達ド

メインまでを持ったCAR (zG型)及び副刺激分子としてT細胞の活性化を促すCD28

で構成されたCAR (28z型)を用いた (図 2)。 

 

図 1 CAR-T細胞の構造 

図 2  本研究で用いたCAR遺伝子のコンストラクト 

 

CAR-T細胞における標的抗原は腫瘍特異性が高く、正常細胞に影響の少ない抗原

を選択することが肝要であることから、本研究では癌胎児性抗原 (carcinoembryonic 

antigen: CEA)に着目した。CEAは結腸癌と胎児腸管粘膜に共通して存在する抗原と
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して発見された分子量約 18万Daの糖蛋白質である。膵癌においてCEAは幅広く発

現を認めており (Yamaguchi et al, 1991)、CEA特異的抗原認識部位を有するCEA特異

的CAR-T細胞を作製することで、CEA抗原を発現する膵癌細胞に対して抗腫瘍効果

が得られると考えられる。さらに、CEAは大腸や気管支などの管腔臓器で主に発現

を認めているが、正常組織では管腔側の細胞膜表面を中心にCEAは発現しているた

め (Nap et al, 1988; Wang et al, 2016)、CEA特異的CAR-T細胞により正常細胞を傷害

することなく膵癌細胞を選択的に傷害することが可能である。本研究の先行研究であ

る Satoら (Sato et al, 2023)の報告でも in vitroと in vivoにおいてCEAを標的抗原とし

たCAR-T細胞の膵癌に対する抗腫瘍効果を認めており、CEA特異的CAR-T細胞の

有用性が示されている。加えて、この先行研究で用いられた膵癌 orthotopic xenograft

マウスモデルは、腫瘍の局所増殖、血管・リンパ管侵襲、腫瘍微小環境形成を臨床例

と同様に表現していることが報告されており (Saluja and Dudeja, 2013)、膵癌特有の腫

瘍微小環境下を想定したCEA特異的CAR-T療法の検証を行っている。他にも、膵

癌切除検体におけるCEA染色強度がCEA特異的CAR-T療法の治療対象のバイオマ

ーカーとなることを示し、臨床応用の可能性を示唆した(Sato et al, 2023)。 

しかし、膵癌含め固形腫瘍におけるCAR-T療法には、CAR-T細胞の持続性の低下、

腫瘍への遊走・浸潤能、免疫抑制に働く腫瘍微小環境、疲弊化等、固形腫瘍特有の課

題が存在する。持続性低下に関しては、輸注した CAR-T 細胞が治療経過とともに増

殖・活性を失い、体内でのCAR-T細胞が減少する現象であり、これはCAR-T細胞が

標的抗原に感作する機会が少ないことが原因とされている (Fan et al, 2020)。また、

CAR-T細胞の腫瘍への遊走・浸潤能に関しても、血液腫瘍におけるCAR-T療法では

腫瘍細胞が血管内に存在するため標的抗原への CAR-T 細胞の感作は容易であるが、

固形腫瘍の場合は目的臓器に達し、さらに腫瘍に浸潤する必要があることから、効果

発現に関して血液腫瘍に比べ不利である (Foeng et al, 2022)。 

さらに、腫瘍微小環境では、免疫抑制的に作用する間質細胞が多く存在している

(Rodriguez-Garcia et al, 2020)が、それらが浸潤したCAR-T 細胞に対し疲弊化マーカー

とよばれるProgrammed death receptor-1 (PD-1)などの免疫チェックポイント分子の発現

を促し、Interferon-γ (IFN-γ)や Interleukin-2 (IL-2)などのサイトカイン産生能や、増殖能、

細胞障害活性などが低下せしめ、いわゆる「疲弊化」と呼ばれる機能不全状態にする

ことでCAR-T細胞からの免疫応答を回避している(Ye et al, 2018; Kankeu Fonkoua et al, 

2022)。 

加えて、近年の報告では担癌患者の腫瘍特異的 CD8 陽性 T 細胞は腫瘍抗原に曝露

され続けることでT細胞受容体への刺激が持続し、T細胞が疲弊化することが示され

ている (Schietinger et al, 2016)。すなわち、CAR-T細胞療法を行う場合には患者から採

取した T 細胞が CAR-T 細胞を作製する前段階で既に疲弊化しており、十分に治療効
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果を発揮していない可能性が考えられる。 

これらの課題が、膵癌に対するCEA特異的CAR-T細胞を用いた治療ではあげられ

るが、いずれの課題が治療効果の主たる妨げとなっているかを検討した報告はなく、

また、膵癌患者でのCEA特異的CAR-T細胞の機能評価に関する報告はない。そこで

本研究では、膵癌に対する CEA 特異的 CAR-T 細胞を用いた CAR-T 療法の治療抵抗

性に着目し、CEA 特異的 CAR-T 細胞の定量的および機能的な細胞動態を解析するこ

とで治療抵抗性の機序を検討した。また、膵癌患者 (PTs; Patients)および健常者 (HDs; 

Healthy donors)から作製したCEA特異的CAR-T細胞を比較し、その機能やPD-1発現

状況を検討することによって、患者由来CEA特異的CAR-T細胞を用いた治療の妥当

性を検討した。 
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実験方法 

 

１）ベクター構築およびウイルス溶液 

 zG型のCARは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抗体を作製し、

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。28z型はGITR細胞

内ドメインを含まない構成であり、同様の方法で作製した。これらのベクター作製、

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、BxPC-3の 4種類を使用した。MIA PaCa-2、Panc-1、BxPC-3はAmerican Type 

Culture Collection (ATCC) から、luciferase 遺伝子導入細胞のBxPC-3-Lucは the 

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

 

3) CEA特異的CAR-T細胞の作製 

ヒト末梢血 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: PBMCs) 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にそれぞれのウイルス
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ベクター (zG型と 28z型)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

にCAR遺伝子の発現効率を flow cytometry (FCM)で確認し、CEA特異的CAR-T細胞

のソーティングを行い (図 3)、実験に使用した。また本研究ではCAR遺伝子を導入

せず、同じ条件で培養したPBMCsをMock-T細胞として用いた。 

 

図 3  CEA特異的CAR-T遺伝子の発現効率とソーティング 

上段は zG型、下段は 28z型のCAR発現率とソーティング結果を示す。 
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４) CEA特異的CAR-T細胞のソーティング 

CEA特異的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, Bergisch Gladbach, Germany) 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、各CEA

特異的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 3) 。 

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

4℃、30分間インキュベートした。0.5% BSA/ PBSで洗浄し、anti-CD4-APC/FireTM750 

(#116019; 1: 50; BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD8-PerCP (#980916; 1: 50; 

BioLegend), 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)を用い、FlowJo 7.6.5 

(TreeStar Inc, Ashland, OR, USA)で解析を行った。 

 

５）Flowcytometryを用いたヒト膵癌細胞株細胞膜表面のCEA発現の解析 

細胞膜表面の解析には間接的染色を行い、抗体は一次抗体: 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.) を使用

した。使用した細胞株はいずれも接着細胞であるため、0.2%ethylenediaminetetraacetic 

acid ( EDTA)を含む phosphate-buffered saline (PBS)を培養細胞に添加し、37℃で 10分

間インキュベートして細胞を分離し、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。 

 

６）CEA特異的CAR-T細胞の機能アッセイ 

６-１）細胞機能アッセイ 

ヒト膵癌細胞に対して分泌したCEA特異的CAR-T細胞の Interferon-γ (IFN-γ)を

Immunocytochemistry (ICC)を用いて FCMで評価した。各CEA特異的CAR-T 細胞

(1x105/0.1 mL)をヒト膵癌細胞株と 1：1 の割合で 96 well dishで 6 時間共培養し、

最後の 5 時間にmonensin (GolgiStop Protein Transport Inhibitor; BD Biosciences, Franklin 

https://www.miltenyibiotec.com/UN-en/products/macs-flow-cytometry/flow-cytometers.html
https://www.miltenyibiotec.com/UN-en/products/macs-flow-cytometry/flow-cytometers.html


13 

 

Lakes, NJ)を添加した。Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences)を用いて、

共培養した細胞を固定・透過処理した後、FITC-mouse anti-Human IFN-γ (#554551; 

50:1; BD Pharmingen, San Diego, CA, USA)、anti-CD4-APC/FireTM750 (#100568; 

BioLegend)、anti-CD8-PerCP (#344710; BioLegend) で染色し、FCMで解析した。アイ

ソタイプコントロールは FITC Mouse IgG1, k Isostype Control (#550616; 50:1; BD 

Pharmingen)、ポジティブコントロールとしてCEA特異的CAR-T細胞に Phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA; #162-23591; 50 ng/mL; FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Osaka, Japan) と Ca2+ ionophore (Ionomycin; #095-05831; 250 ng/mL; 

FUJIFILM Wako)を添加して同様のアッセイを行った。 

 

６-２）細胞毒性アッセイ 

 ヒト膵癌細胞に対する各CEA特異的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 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) / Carboxyfluorescein 

diacetate, succinimidyl ester (CFSE) 細胞毒性アッセイを用いて行った。アッセイには 7-

AAD/ CFSE Cell-Mediated Cytotoxicity Assay Kit (#600120; Cayman Chemical, Michigan, 

USA) を用いた。まず、すべてのヒト膵癌細胞株をCFSEで 37℃, 10分間インキュベ

ートしヒト膵癌細胞株の生細胞をCFSEで標識した。染色した細胞をPBSで 2回洗

浄し、それぞれ 1x105ずつ 96 well dishで 37℃、30分インキュベートした。それぞれ

に標識していないCEA特異的CAR-T細胞をE: T ratio= 1: 1、3:1、10 : 1、30:1で混合

し 37℃で、6時間の共培養を行った。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Cytotoxicity (%)= [ (ET-

T0) / (100-T0) ] × 100 (ET: 共培養後のCFSE+ & 7-AAD+ (%)、T0: Target細胞のみ培養し

たCFSE+ & 7-AAD+ (%))で求めた。またこのアッセイでは、後述するHDs群と PDs

群を比較する際には標的細胞を 1x104で行った。対照群としてMock-T細胞群で同様

のアッセイを行った。 

 

７) ヒト膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルの作製 

 6週齢のメスの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週齢で使用

した。全ての動物実験は「北海道大学動物実験に関する規定」に従って行った (承認

番号: 18-0134) 。 

BxPC-3-Lucをそれぞれ 1×106ずつ 30μlのHanks Balanced Salt Solution (HBSS; Gibco: 

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)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
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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

秒間圧迫したのち閉腹した。腫瘍の観察は、全身麻酔下にD-luciferin (RS101-010; 2.25 

mg/mouse; GORYO Chemical, Inc, Hokkaido, Japan) を腹腔内投与し、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

ングはマウス全体を覆うように統一した。Total flux (photons/ sec) 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。 

 

８）マウスモデル治療実験プロトコール(図 4) 

 上記の方法で作製した膵癌 orthotopic xenograftマウスモデルを各CEA特異的CAR-

T細胞治療群とMock-T細胞治療群に無作為に分けて治療実験を行った。膵癌

orthotopic xenograft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CEA特異的CAR-T細胞を、非治療群は

Mock-T細胞を同数、尾静脈内注射した。腫瘍の発育は 1週ごとに IVISイメージング

にて評価した。各アッセイを行う為に腫瘍検体を摘出する際には頸椎脱臼法で安楽死

させた上で腫瘍を摘出した。 

 

図 4 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を投与し、その 1週間後にCEA特異的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各アッセイに用

いた。 

 

９）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
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スモノクローナル抗Cytokeration (CK; 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Hematoxylin Eosin (HE)染色も行った。 

 

１０）膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルを用いたヒト膵癌細胞株の re-

challengeテスト (図 5) 

上記の方法で行った膵癌 orthotopic xenograftマウスモデル治療実験のDay21に皮下

腫瘍を作製しCEA特異的CAR-T細胞の抗腫瘍効果を評価した。まず、Luciferaseが

導入されていないBxPC-3 (5×106)を 100μlのHBSSに 100μlシリンジに入れて準備し

た。各膵癌 orthotopic xenograftマウスを十分な全身麻酔下におき、背部に 27ゲージ

針で皮下に上記細胞調整液を慎重に注入し皮下腫瘍を作製した。皮下腫瘍の観察は全

身麻酔下にノギスを用いて腫瘍径を計り、腫瘍体積を長径×短径 2/2で求めた。さら

に皮下腫瘍の組織学的特徴も検討するために、皮下腫瘍埋め込みからDay7、14、21

で皮下腫瘍を採取し、上記の方法で免疫組織学染色を行った。腫瘍検体を摘出する際

には頸椎脱臼法で安楽死させた上で腫瘍を摘出した。 

 

 

図 5  Re-challengeテストのプロトコール 

CAR-T細胞による治療開始後 21日目のマウス背部に皮下腫瘍を作製し、腫瘍体積を

計測した。 
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１１）Ex vivoにおけるCEA特異的CAR-T細胞の細胞機能アッセイ 

１１-１）各マウス組織からの単細胞懸濁液の作製 

上記の方法で治療実験を行った膵癌 orthotopic xenograftマウスから膵腫瘍、脾臓、

末梢血を採取した。膵腫瘍はPBSで洗浄し、～5mmの小切片にした。小切片を

Tumor Dissociation Kit, human (130-095-929, Miltenyi Biotec)で処理し、gentleMACS™ 

Octo Dissociator (Miltenyi Biotec)を用いて単細胞懸濁液を作製した。単細胞懸濁液を

70μmと 30μmのフィルターに順に通すことで、さらに不要な組織を除去した。本実

験ではTumor infiltrate lymphocytes (TILs)として用いた。脾臓はPBSで洗浄し、細かく

分割した。300μm、100μm、 40μmのフィルターで順にフィルター上で細かくした脾

臓をすりつぶした。得られた単細胞懸濁液を IOTest® 3 Solution (BECKMAN 

COULTER, Fullerton, CA, USA)で 4℃、15分で処理し赤血球を除去した。末梢血は

IOTest® 3 Solutionで 4℃、15分で処理し赤血球を除去し、PBMCsとして実験に用い

た。 

 

１１-２）単細胞懸濁液を用いた細胞機能アッセイ 

治療実験を行った膵癌 orthotopic xenograftマウスから上記方法で得られたTILs、脾

臓、PBMCsの単細胞懸濁液を等分し、BxPC-3かMIAPaca-2 (各 2.5 × 105 /mL)と混合

し 96well dishを用いて 37℃、4時間の共培養を行った。共培養後は上記細胞機能ア

ッセイと同様の方法で ICCを行い、FCMにて IFN-γの発現を評価した。CD8陽性細

胞の抗腫瘍効果は IFN-γ陽性CD8陽性細胞の割合をBxPC-3共培養群-MIAPaCa-2共

培養群で求め、CD8陽性細胞のヒト膵癌細胞株の腫瘍反応性とした。ポジティブコ

ントロールとして各単細胞懸濁液にPMAと Ionomycinを添加して、同様に培養を行

った。ネガティブコントロールとしては各単細胞懸濁液とRPMI1640のみで培養を行

った。 

 

１２）膵癌患者症例ならびにCEA特異的CAR-T細胞の作製 

 2019年 5月から同年 9月の間で、北海道大学病院消化器外科Ⅱで手術を受けた膵

癌患者症例 8名より採血を行い、末梢血を約 12ml採取、CEA特異的CAR-T細胞を

上記CEA特異的CAR-T細胞の作製・ソーティングと同様の方法で作製・ソーティ

ングを行った。使用したウイルスベクターは zG型を用いた。健常人ボランティアか

らも末梢血を約 12ml採取し、膵癌患者症例と同条件でCEA特異的CAR-T細胞の作

製・ソーティングを行い、CEA特異的CAR-T細胞の機能性を比較・検討した。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. 018-0077) 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書面による同意を得て行った。 



17 

 

１３）膵癌患者および健常者由来PBMCおよびCEA特異的CAR-T細胞増殖率の

評価 

 採取した各PBMCs及びCEA特異的CAR-T細胞を、それぞれのCD4陽性細胞と

CD8陽性細胞を FCMにて同様に評価した。PBMCs拡大培養時 (day0-4)の PBMCs増

殖率とCEA特異的CAR導入後 (day4-10)のCEA特異的CAR-T細胞増殖率を比較し

た。 

 

１４）膵癌患者および健常者由来CEA特異的CAR-T細胞の機能アッセイ 

 PTs群およびHDs群から作製したCEA特異的CAR-T細胞の機能を比較するた

め、上記方法により、ヒト膵癌細胞に対してCEA特異的CAR-T細胞が分泌した

IFN-γを定量した。また、ヒト膵癌細胞に対する直接的な抗腫瘍効果を比較するため

に上記方法による 7-AAD/ CFSE 細胞毒性アッセイを用いて定量し、比較した。 

 

１５）膵癌患者および健常者由来CEA特異的CAR-T細胞PD-1発現比較 

 PTs群およびHDs群由来のPBMCsをPBSで洗浄し anti-CD3-PacificBlue (#300329; 

1:50; BioLegend), anti-CD4-APC/FireTM750, anti-CD8-PerCP,  anti-PD-1-FITC (#329904; 

1:50;  BioLegend) を加えて 4℃、暗所で 30分インキュベートした。各材料を FCM

により比較・検証した。同様に両群から作製したCEA特異的CAR-T細胞を染色

し、FCMにて評価した。 

 両群のCEA特異的CAR-T細胞 (5× 105)をBxPC-3かPanc-1 (5× 105 )と混合し計

1mlで 24 well dishを用いて 37℃、24時間の共培養を行った。共培養後は上記方法で

染色し FCMで検証した。コントロールとして各CEA特異的CAR-T細胞と

RPMI1640のみで培養を行った。 

 

１６）統計学的解析 

データは平均値±standard error of the mean (SEM)で表し、エラーバーを示した。すべ

ての統計学的検討はGraph Pad Prism 8 (MDF co., Tokyo, Japan) 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。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た。  
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実験結果 

 

１）各ヒト膵癌細胞株細胞膜表面CEA発現の評価 (図 6) 

ヒト膵癌細胞株のMIA PaCa-2、Panc-1、Capan-1、BxPC-3の 4種類における細胞

膜表面CEAの発現を FCMにより評価した (図 6)。BxPC-3をCEA高発現細胞株、

MIA PaCa-2をCEA低発現細胞株として以降の実験に用いることにした。 

 

図 6 ヒト膵癌細胞株のCEA発現評価 

 

２）In vitroにおけるCEA特異的CAR-T細胞の機能評価 (図 7)。 

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

CEA特異的CAR-T細胞をヒト膵癌細胞株と共培養して in vitro解析を行った。対照

群としてMock-T細胞を使用した。ICCを用いてCEA特異的CAR-T細胞内の IFN-γ

を染色し、測量した (図 7A)。各CEA特異的CAR-T細胞 (zG型と 28z型)は腫瘍抗

原特異的に IFN-γ分泌を認めた。7-AAD/ CFSEを用いた細胞毒性アッセイでも腫瘍

抗原特異的に有意な細胞障害活性を示し、用量依存性の抗腫瘍効果も認めた (図

7B)。zG型と 28z型の間には有意な差は認めなかった。 
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図 7 ヒト膵癌細胞株に対するCEA特異的CAR-T細胞の機能評価 

A: 共培養におけるCEA特異的CAR-T細胞の IFN-γ分泌測定 

B: ヒト膵癌細胞株に対するCEA特異的CAR-T細胞の抗腫瘍効果 

 

３）CEA特異的CAR-T細胞による膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルを用いた

抗腫瘍効果の評価 (図 8) 

In vitroで抗腫瘍効果を認めたBxPC-3にLuciferase遺伝子が導入された細胞株を用

いて膵癌 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。Day 0 に IVISイメージングで腫瘍が確立した事を確認し、各CEA

特異的CAR-T細胞 (zG型と 28z型：1×107個/匹)を尾静脈内注射した。対照群は

Mock-T細胞 (1×107個/匹)の注射とした。 

また、治療効果の評価は 1週ごとの IVISイメージングで行った (図 8A)。各CEA

特異的CAR-T細胞治療群 (zG型と 28z型)においてDay14、21、28で経時的に抗腫

瘍効果を認めたが、Day35では抗腫瘍効果の有意差は認めず、CEA特異的CAR-T細

胞による抗腫瘍効果は失われていた (図 8B)。zG型と 28z型の両群間においても抗腫



20 

 

瘍効果に有意差は認めなかった。In vitroと In vivoの実験結果を踏まえ、zG型と 28z

型の両群間に抗腫瘍効果の差は認めないため、以降の実験は zG型を用いて実験を行

った。また、以降のCEA特異的CAR-T細胞という表記は zG型を指す。 

 

 

 

 

図 8 膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルにおける抗腫瘍効果の検討 

A: IVISイメージングによる評価 

B: IVISイメージング画像からのTotal fluxによる定量化 

*: P<0.05 
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４）CEA特異的CAR-T細胞による治療介入後の膵腫瘍における免疫組織学的検討 

(図 9) 

Day14、21、28にCEA特異的CAR-T細胞ないしMock-T細胞 (0.8×107個/匹)で治

療したマウスをそれぞれ安楽死させ、腫瘍を摘出し免疫組織学的染色を行った 

(n=2；day28 CAR-T群は n=1)。CK発現は腫瘍に一致して認め、更に、CEA特異的

CAR-T細胞治療群では抗腫瘍効果に伴いCEA発現の低下を認めた (図 9A)。本研究

ではCD8リンパ球をCEA特異的CAR-T細胞のサロゲートマーカーとして評価し

た。CEA特異的CAR-T細胞は膵腫瘍への浸潤を認めた (図 9B)。また、Mock-T細胞

群と比較するために腫瘍を 1視野 0.14mm2 の範囲内においてCD8陽性細胞を 3-10視

野 (day21 CAR-T群のみ 3視野)でカウントすると、CEA特異的CAR-T細胞がMock-

T細胞と比較して有意に膵腫瘍への浸潤を認めた (図 9C)。 

 

図 9 治療介入後マウスの摘出標本における免疫組織学的染色結果 

A: 代表的な免疫組織化学染色像 (CEA、CK AE1/AE3) 

B: 膵腫瘍へのCD8陽性細胞の浸潤 

C: 膵腫瘍内のCD8陽性細胞数 (1視野 0.14mm2) 
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５）Re-challengeテストによる抗腫瘍効果評価及び免疫組織学的検討(図 10)  

治療開始後より、徐々に膵原発にTMEが形成されている可能性があるため、長期

的なCEA特異的CAR-T細胞の持続性や抗腫瘍効果に関して評価を行う為にRe-

challengeテストを行った。上記の方法と同様に膵癌 orthotopic xenograft マウスモデル

を作製し、治療介入を先述のプロトコール通り施行したDay21にLuciferase遺伝子を

導入されていないBxPC-3をマウス背部に皮下注射を行い、皮下腫瘍を作製した。治

療効果の評価として皮下腫瘍の作製日 (膵腫瘍作製からDay21)をDay0とし、週 2回

のサイズ測定で行った。CEA特異的CAR-T細胞治療群はMock-T細胞群と比較して

皮下腫瘍サイズの縮小を認めず、皮下腫瘍への抗腫瘍効果を認めることが出来なかっ

た (図 10A)。次にDay7、14、21にCEA特異的CAR-T細胞ないしMock-T細胞で治

療したマウスをそれぞれ安楽死させ、皮下腫瘍を摘出し免疫組織学的染色を行った 

(n=2匹；day21 Mock-T群は n=1)。両群において、皮下腫瘍のCEA発現の低下は認

めなかった (図 10B)。また、CEA特異的CAR-T細胞は皮下腫瘍への抗腫瘍効果は認

めなかったが、皮下腫瘍へ浸潤する像を認めた (図 10C)。また、上記の同様の測定

法においてCD8陽性細胞を 10視野でカウントすると、CEA特異的CAR-T細胞が

Mock-T細胞と比較して早期に皮下腫瘍への浸潤を認めた (図 10D)。 
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図 10 Re-challengeテストにおける皮下腫瘍に対する評価 

A: 皮下腫瘍体積の経時的変化 

B: 代表的な免疫組織化学染色像 (CEA、CK AE1/AE3) 

C: 膵腫瘍へのCD8陽性細胞の浸潤 

D: 膵腫瘍内のCD8陽性細胞数 (1視野 0.14mm2)  
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６）Ex vivoにおけるCEA特異的CAR-T細胞の機能評価 (図 11) 

 上記の方法と同様に治療介入を行った膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルから

day28、day35で各組織を採取し単細胞懸濁液を作製した (n=2；day28 CAR-T群は

n=1)。CEA特異的CAR-T細胞群で治療したマウスのTILsおよび脾臓、PBMCsで

は、BxPC-3との共培養により IFN-γ陽性細胞の割合には変化がない傾向にあった 

(図 11A)。ポジティブコントロールにおけるPMA+ ionomycinでは IFN-γの産生を示

した (図 11B)。 

図 11 Ex vivoにおけるCEA特異的CAR-T細胞の機能評価 

A: 各組織由来の単細胞懸濁液と共培養におけるCEA特異的CAR-T細胞の IFN-γ分

泌測定 

B: Ex vivoにおけるポジティブコントロール群 (PMA+Ionomycin)とネガティブコント

ロール群 (Medium) 
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７）膵癌切除症例の患者背景 (表 1) 

膵癌患者 8名の患者背景を表 1に示す。男性は 6名 、女性は 2名 、年齢中央値

は 70歳、術前血清CEAは中央値 4.8 ng/ ml であった。 

 

表 1 膵癌患者背景 

  n=8 

Gender 
 

Male 6 (75.0) 

Female 2 (25.0) 

Age (years old) 70 (52-77) 

Serum CEA(ng/ml) 4.8(1.3-10.3) 

<5 3.2(50.0) 

≧5 5.6(50.0) 

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

 

８）PTs由来とHDs由来PBMCs及びCEA特異的CAR-T細胞の表現型とproliferation 

(図 12) 

 PTs群とHDs群からそれぞれ採取した PBMCsのCD4陽性細胞とCD8陽性細胞の

構成に有意差は認めなかった (図 12A)。しかし、PTs群とHDs群からそれぞれ作製

したCEA特異的CAR-T細胞のCD4陽性細胞とCD8陽性細胞の構成に違いを認め、

HDs群ではCD8陽性細胞の割合が多かった (図 12A)。CEA特異的CAR-T細胞作製

における PBMCs拡大培養時 (Day0-4)およびCAR遺伝子導入後拡大培養時の(Day5-

10)増殖率がPTs群においてHDs群と比較して増殖率が低かった (図 12B)。 

図 12 In vitroにおけるPTs群とHDs群のPBMCs及びCEA特異的CAR-T細胞の

比較検討 

A：PTs由来とHDs由来 PBMCs及びCAR-T細胞のCD4/CD8比(各 n=8) 

B：PTs由来とHDs由来 PBMCs及びCAR-T細胞の拡大培養増殖率 (n=8) 
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９）In vitroにおけるPTs群とHDs群由来CEA特異的CAR-T細胞の機能評価(図

13) 

PTs群とHDs群由来のCEA特異的CAR-T細胞の抗腫瘍効果を比較検討するため

に、CEA特異的CAR-T細胞とヒト膵癌細胞株を共培養して in vitro解析を行った。

対照群として両群のMock-T細胞を使用した。ICCにて IFN-γの分泌量を測量する

と、両群ともにCEA発現株であるBxPC-3とCapan-1において IFN-γの分泌増加を

認めたが、PTs群とHDs群に統計学的有意差は認めなかった (図 13A)。 

7-AAD/ CFSEを用いた細胞毒性アッセイでも同様にBxPC-3とCapan-1に対して容

量依存的に細胞障害活性を示したが、PTs群とHDs群に統計学的有意差は認めなか

った (図 13B)。 
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図 13 ヒト膵癌細胞株に対する PTs 群と HDs 群における CEA 特異的 CAR-T 細胞

の機能評価 

A: 共培養における両群CEA特異的CAR-T細胞の IFN-γ分泌比較 (n=5) 

B: 両群CEA特異的CAR-T細胞の抗腫瘍効果比較 (n=5) 

 

１０）In vitroにおけるPTs群とHDs群由来PBMCs及びCEA特異的CAR-T細胞

のPD-1発現検討 (図 14) 

 PTs群とHDs群から採取した PBMCs及び作製したCEA特異的CAR-T細胞のPD-

1発現には有意差を認めなかった (図 14A)。膵癌細胞株との共培養後の PD-1発現の

評価では、CEA陰性であるPanc-1との共培養では両群共にPD-1発現の増加は認め

ず、CEA陽性であるBxPC-3との共培養ではPD-1の発現の増加を認めた。しかし、

BxPC-3との共培養後の両群のPD-1の発現率に有意差は認めなかった (図 14B)。 
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図 14 PTs由来とHDs由来PBMCs及びCEA特異的CAR-T細胞のPD-1発現率 

A：PTs由来とHDs由来 PBMCs及びCAR-T細胞のCD4・CD8におけるPD-1発現率

(n=5) 

B：PTs由来及びHDs由来CAR-T細胞と膵癌細胞株共培養後のPD-1発現率 (n=5) 
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考察 

 

 CAR-T療法は、血液悪性腫瘍に対しては飛躍的な進歩を遂げ、顕著な治療効果が

証明されており、臨床にも用いられている(Porter et al, 2011; Maude et al, 2018)。しか

し、固形腫瘍の治療におけるCAR-T療法の有効性は依然として不十分のままである

(Zhang et al, 2016)。したがって、固形腫瘍の治療において現在のCAR-T療法が直面

している課題を理解し、克服することが固形腫瘍患者に有効なCAR-T療法を確立す

るために必要である。固形腫瘍に対するCAR-T療法の課題はCAR-T細胞の持続性

の低下、腫瘍への遊走・浸潤能、免疫抑制に働く腫瘍微小環境、疲弊化があげられる

(Craddock et al, 2010; Caruana et al, 2015; Renner et al, 2017; Kumar et al, 2021)。本研究で

は、ヒト膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルを用いて、膵癌に対するCAR-T細胞

療法の治療効果を発揮していくために、上記いずれの課題でCAR-T細胞療法の治療

効果が最も阻害されているのかをより究明するために取り組んだ。 

 また、CAR-T療法は主に自家細胞療法で行われており、固形癌の担癌患者から作

製されたCAR-T細胞が自家細胞療法に適しているかどうかは不透明である(Louis et 

al, 2011; Katz et al, 2015; Guo et al, 2018)。担癌状態では腫瘍特異的T細胞が腫瘍形成の

初期段階から長期的に腫瘍抗原に暴露され続けているため疲弊化マーカーを発現しや

すく、それにより不可逆的なT細胞の機能障害が惹起されやすい (Schietinger et al, 

2016; Graham et al, 2018)。 したがって、担癌患者から採取・作製したCAR-T細胞そ

のものにも機能障害を認める可能性がある。そこで本研究では、CAR-T治療の膵癌

患者への臨床応用への一助として膵癌患者から作製したCAR-T細胞の機能プロファ

イルを調べ、健常者から作製したCAR-T細胞と比較した。 

初めに本研究で主に用いた zG型のCAR-T細胞に関して抗腫瘍効果を評価した。

CAR-T細胞は、もともと scFvとCD3ζ鎖を組み合わせたものを第 1世代と呼称し、

その第 1世代にT細胞活性化のために重要な副刺激分子も組み込んだCAR-T細胞を

第 2世代と呼び、副刺激分子としてCD28や 4-1BBが一般的に用いられている

(Czaplicka et al, 2024)。本研究では副刺激分子にGITR分子を用いた zG型を用いた

が、zG型は 28z型と同等の抗腫瘍効果を In vitroと In vivoにおいて示すことが出来

た。In vitroと In vivoの結果ではCAR-T細胞は容量依存性・抗原特異的に抗腫瘍効果

を示したが、In vivoの結果では抗腫瘍効果は一時的であり、経時的にCAR-T細胞の

腫瘍コントロールは失われた結果となった。In vivo治療実験で用いたヒト膵癌

orthotopic xenograft マウスモデルは腫瘍の増殖、血管・リンパ管浸潤、転移・播種の

過程を臨床例と同様に表すことができるとされており(Erstad et al, 2018)、臨床でも同

様の事象が起こると推察される。これまで、CAR-T細胞が抗腫瘍効果を失われる原

因の一つとしてはCAR-T細胞の生存が関わっていることが示唆されていた(Haas et al, 
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2019; Wang et al, 2021)。抗腫瘍効果喪失の原因を検証するために治療マウスモデルの

腫瘍を取り出し、immunohistochemistry (IHC)で評価した結果ではDay28まで腫瘍への

浸潤能は保たれていた。したがって、CAR-T細胞の抗腫瘍効果が減弱していくこと

を考慮すると、CAR-T細胞の機能不全が原因であると示唆された。しかし、腫瘍は

腫瘍形成の過程で腫瘍血管やリンパ系を介して、免疫応答を阻害する Programmed 

cell Death ligand 1 (PD-L1 )などの膜タンパク発現や制御性T細胞、腫瘍随伴マクロフ

ァージや骨髄由来免疫抑制細胞などの免疫系細胞やがん関連繊維芽細胞などのさまざ

まな細胞を取り込みながらTMEを形成していく (Arneth, 2019)。これらの免疫応答

を抑制する因子がCAR-T細胞に影響を与えることでCAR-T細胞の機能不全が惹起

された可能性が考えられた。そこで、CAR-T細胞に対する腫瘍のTMEの影響を受け

ないよう検証するために、re-challengeテストを行った。CAR-T細胞ないしMock-T

細胞を輸注したヒト膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルにおいてDay21に naiiveな

BxPC-3を用いて皮下腫瘍を作製することで、TMEが形成されていない腫瘍環境を新

たに想定した。皮下腫瘍を IHCで評価行うと、CAR-T細胞の皮下腫瘍への浸潤を認

めていたが、しかし、皮下腫瘍の縮小は認めなかった。したがって、CEA特異的

CAR-T細胞は長期でも腫瘍への浸潤、持続性は保たれているが、抗腫瘍効果は失わ

れている結果となった。また、Day14、21にはMock-T細胞群もCD8陽性細胞が皮

膚腫瘍内へ浸潤を認めているが、これはヒトT細胞が腫瘍に特異的なT細胞レセプ

ターを発現したことによって皮下腫瘍への非特異的な集積を認めた可能性がある。こ

の結果からも、CAR-T細胞の抗腫瘍効果の喪失はTMEによる影響ではなく、CAR-T

細胞の機能不全が示唆された。しかし、膵腫瘍の IHCでは標的抗原であるCEAの発

現低下も認めているため、標的抗原が喪失したことによる抗腫瘍効果減弱の可能性も

考えられるため、その検証は今後の課題である。 

続いてCAR-T細胞の機能不全を検証するために ex vivoの実験を行った。ヒト膵癌

orthotopic xenograft マウスモデルから各組織を取り出し、BxPC-3との共培養を行っ

た。治療後期であるDay28、Day35におけるCAR-T細胞は共培養にて IFN-γの産生

は認めなかった。ポジティブコントロールであるPMA/Ioを添加した群では IFN-γの

産生を認め、ネガティブコントロールであるMediumのみの群では IFN-γの産生を認

めない為、CAR-T細胞の品質は保たれていると考える。したがって、BxPC-3との共

培養でCAR-T細胞が IFN-γ産生の反応を示さなかった原因は、CAR-T細胞の細胞障

害活性の機能低下であることが示唆された。これは、CAR-T細胞のPD-1などの疲弊

化マーカーを検証することで、さらに適切に評価される可能性がある。実際に、PD-

1阻害薬とCAR-T細胞を併用することでCAR-T細胞の抗腫瘍効果が再活性化するこ

とが報告されている(Cherkassky et al, 2016; Ba et al, 2023)。 

今回、CEA特異的CAR-T細胞を用いた膵癌患者への臨床応用に向けて、実際の膵
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癌患者から採取・作製したCAR-T細胞が十分な抗腫瘍効果を発揮するかを検証し

た。これは、担癌患者におけるT細胞が機能不全を惹起されていることが示唆され

ることから(Schietinger et al, 2016)、それをもとに作製するCAR-T細胞にも影響がある

ことが考えられるためである。今回の実験で、健常者群と膵癌患者群において膵癌細

胞に対して抗腫瘍効果は同等だが、両群間のCD4/CD8比に有意差を認めていた。こ

れは、CD4/CD8比により抗腫瘍効果に差があることが示されており(Sommermeyer et 

al, 2016)、CD4/CD8比を規定した検証も必要と考える。さらに、両群のCAR-T細胞

PD-1発現率に有意差は認めず、ヒト膵癌細胞株との共培養後でのCAR-T細胞PD-1

発現率にも有意差は認めなかった。しかし、体系的に評価するために他の疲弊化マー

カーも検索が必要である。 

また、膵癌患者由来のCAR-T細胞の増殖率は健常者由来のCAR-T細胞と比較し

て著明に低かった。この結果は血液悪性腫瘍担癌患者からのT細胞における報告と

も一致している(Singh et al, 2016; Das et al, 2019)。CAR-T細胞の増殖率が低いことは、

CAR-T療法を導入するまでの時間を要することに直結し、速やかな治療導入を妨げ

る要因となる(Graham et al, 2018)。したがって、患者由来のCAR-T細胞を用いた場合

には増殖率の低下に対応していかなければならないが、それと同時に将来的には健常

者由来のCAR-T細胞を用いたCAR-T療法を確立できれば、速やかに治療導入が行

うことができ、広く臨床応用される可能性がある。 
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総括および結論 

 

① 本研究から得られた新知見 

・CEA特異的CAR-T細胞は、膵癌 orthotopic xenograft マウスモデルにおいて有意な

抗腫瘍効果を示したが、その効果は一時的であった。 

・CEA特異的CAR-T細胞は膵原発巣への浸潤が抗腫瘍効果を消失した後期でも認め

ていた。CAR-T細胞の抗腫瘍効果の喪失はCAR-T細胞における細胞障害活性の

機能低下が主因であることが示唆された。 

・膵癌患者由来のCAR-T細胞は健常者由来のCAR-T細胞と比較して、in vitro実験

において抗腫瘍効果は同等であったが、増殖率が有意に低値を認めた。 

 

② 新知見の意義・今後の展望 

CEAを標的抗原とした膵癌に対してのCAR-T療法は効果に時間的制約があるが有

用であることが示唆された。さらに、固形腫瘍に対するCAR-T療法には様々な課題

があるが、本研究の結果からCAR-T細胞における細胞障害活性の機能低下が治療抵

抗性の主因として示され、機能不全に対してCAR遺伝子を改良することにより膵癌

治療においてさらなる画期的な治療法として発展することが期待される。 

 

③ 今後の課題 

CEA特異的CAR-T細胞による膵癌症例に対する有用な治療法の確立が最終的な目

標である。そのためには、CAR-T細胞の疲弊化・機能不全についてさらなる検証が

必要である。この課題を克服するためには、CAR-T細胞と免疫チェックポイント阻

害薬の併用やCAR-T細胞そのものにゲノム編集技術を用いて疲弊化を防ぐ方法が考

えられる。 

また、現状では担癌患者から作製する自家細胞のCAR-T療法が主流になるが、

CAR-T細胞の増殖不良による作製不成功や供給不安定による治療逸脱も報告され

る。他にも、病勢の進行した患者に対して治療導入までの時間がかかり、安定した素

早い供給が望まれる。ひとつには健常者由来のCAR-T細胞を作製・保存しておき、

速やかに用いることが出来る off-the-shelf化が想定される。これには健常者由来のT

細胞をゲノム編集技術によりHLA遺伝子や内因性のT細胞受容体を編集することで

急性期拒絶反応や移植片対宿主病を予防する方法や、HLA非依存性で細胞障害活性

をもつ γδ-T細胞によるCAR-T細胞を用いることで、問題を克服することが期待され

ている。 
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