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研究成果の概要（和文）：PiggyBacトランスポゾン技術とヌクレオフェクション技術を用いてキメラ抗原受容体（CAR
）を非ウイルス的に簡便且つ安全にT細胞に導入し、その遺伝子改変T細胞を無血清培地内で効率良く大量増幅すること
に成功した。
　GD2特異的CAR-T細胞は、in vitroでGD2陽性腫瘍株（神経芽腫、網膜芽細胞腫、髄芽腫、膠芽腫）に対して様々な程
度で細胞死を誘導した。さらに、薬物Aの添加によってCAR-T細胞の抗腫瘍効果は飛躍的に増強した。
　非ウイルス遺伝子導入法の簡便性、安全性、経済性も考慮して、トランスポゾン遺伝子改変GD2特異的T細胞療法は、
小児神経原性腫瘍に対する新たな治療法となりうる。

研究成果の概要（英文）：We successfully generated chimeric antigen receptor (CAR)-modified T cells using p
iggyBac transposon and nucleofection systems, and efficiently expanded the CAR-T cells using a serum-free 
culture system.
GD2-specific CAR-T cells induced in vitro cell death to various extents against GD2-positive tumor cell li
nes (neuroblastoma, retinoblastoma, medulloblastoma, and glioblastom). Additionally, addition of the agent
 A markedly increased the anti-tumor ability.
Considering the simplicity, safety, and cost-benefit of non-viral gene modification, piggyBac transposon-b
ased GD2-specific T-cell therapy may be a novel therapeutic option against pediatric neurogenic tumors.
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１．研究開始当初の背景 
神経芽腫は最も難治性の高い小児がんの

一つで、MYCN 遺伝子増幅例や遠隔転移例など

の高リスク群に対しては手術、化学療法、放

射線療法、造血幹細胞移植を組み合わせた集

学的治療が行われているが、その予後は最近

10 年間ほとんど改善されていない。 

近年、難治性がんに対する抗原特異的免疫

療法が注目されているが、がん細胞の有する

腫瘍免疫回避機構のため期待されるほどの

効果は得られていない。2008 年に米国から進

行性神経芽腫に対するGD2特異的キメラ抗原

受容体(GD2.CAR)を用いた遺伝子改変 T 細胞

療法の優れた臨床成績が報告された。しかし、

その遺伝子導入にレトロウイルスベクター

が使用されており安全面で課題を残した。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、抗腫瘍効果の高い

GD2.CAR 治療と非ウイルス遺伝子改変技術

piggyBac トランスポゾン法を組み合わせた、

進行性神経芽腫に対する有効性と安全性の

高い遺伝子改変T細胞療法の開発を開発する

ことであった。 

 
３．研究の方法 

（１）健常成人の末梢血 10 ml より単核球を

分離し、piggyBac トランスポゾンシステム

（DNA プラスミド遺伝子導入法）と 4D 

nucleofector システムを併用して、非ウイル

ス的に CAR 遺伝子を T細胞に導入した。続い

て、遺伝子導入Ｔ細胞をインターロイキン

(IL)-15 添加無血清培地内で 3 週間拡大培養

した。途中で 1回 CAR に対する時期ビーズセ

レクションを行った。本培養系に、動物由来

材料、非自己材料、腫瘍細胞株、ウイルス感

染細胞は用いなかった。 

（２）培養 3 週後に得られた細胞（CAR-T 細

胞）の表面マーカーおよび CAR 蛋白の発現を

フローサイトメトリー法で解析した。 

（３）神経原性腫瘍細胞株、神経芽腫 1 株、

網膜芽細胞腫 2株、髄芽腫 2株、膠芽腫 1株

における GD2 糖脂質の発現頻度・強度をフロ

ーサイトメトリー法で解析した。 

（４）GD2.CAR-T 細胞の抗腫瘍効果を評価す

るために、CAR-T 細胞と GD2 陽性腫瘍株を１：

２の比で、サイトカイン非添加条件で混合培

養した。培養 1週間後に T細胞と GD2 陽性腫

瘍細胞比をフローサイトメトリー法で解析

した。 

（５）（４）の混合培養条件に、薬剤Ａを添

加し、CAR-T 細胞の抗腫瘍効果に与える影響

を評価した。 

 

４．研究成果 

米国の臨床試験では、T 細胞へのキメラ抗

原受容体（CAR）の導入にはレトロウイルス

もしくはレンチウイルスベクターが用いら

れている。また、CAR 遺伝子改変 T 細胞の体

外増幅には通常、動物血清や腫瘍細胞株が用

いられる。それに対し、本研究では piggyBac

トランスポゾン技術とヌクレオフェクショ

ン技術を併用することによって、CAR 遺伝子

を非ウイルス的に簡便且つ安全にT細胞に導

入する方法を確立した。末梢血 10 ml から分

離された単核球は、非ウイルス的に遺伝子改

変され、IL-15 を含有する無血清培地を用い

て培養開始 3 週間後に 1.3 × 108 まで増幅

した。増幅された細胞は 99% 以上 CD3 陽性で

あった（CD4+, 25.4%; CD8+, 71.3%)。その約

80％は、近年 T memory stem cells に近いと

される CD45RA および CCR7 を共発現していた。

また、全体の約 40％の細胞表面に CAR の発現

が認められた。 

 体外増幅された GD2 特異的 CAR-T 細胞は、

GD2 陽性腫瘍株との混合培養において、様々

な程度でGD2陽性腫瘍細胞に細胞死を誘導し

た。一部の細胞株では、GD2 特異的 CAR-T 細

胞に対する抵抗性が認められたが、混合培養

の培地中に薬剤 A を添加することによって、

GD2 特異的 CAR-T 細胞の抗腫瘍効果は飛躍的



に増強した。 

 以上の結果および非ウイルス遺伝子導入

技術の簡便性、安全性、および経済性も考慮

して、piggyBac トランスポゾン遺伝子改変

GD2 特異的 T 細胞療法は、難治性神経原性小

児がんに対する新たな治療法になる可能性

が示唆された。今後、細胞製剤化を目指した

前臨床試験に取り組みたい。 
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