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〈要 約〉

　キメラ抗原受容体発現T細胞療法は悪性の血液腫瘍に対し著明な治療効果を発揮し，2017年には米国において承認されたことから注目をあつめているが，一方で，固形がんに対しては治療効果が乏しいとされてきた．固形がんに対するキメラ抗原受容体発現T細胞療法においては，がんへのキメラ抗原受容体発現T細胞の集積およびそこでの増殖が重要と考えられているが，現状ではこの問題を解決する技術は確立されておらず，キメラ抗原受容体発現T細胞療法における最大の課題のひとつとなっていた．この研究において，筆者らは，インターロイキン7およびケモカインCCL19を同時に産生する能力をもつキメラ抗原受容体発現T細胞を開発した．このキメラ抗原受容体発現T細胞は，固形がんの複数のモデルにおいてがんの内部にT細胞および樹状細胞の浸潤をひき起こし，宿主のT細胞と協調して強力な抗がん効果を発揮することが確認された．また，このキメラ抗原受容体発現T細胞の投与によりがんに対する長期的な免疫記憶が形成され，がんの再発の予防効果を発揮する可能性が示された．これらのことから，今回，開発された次世代型のキメラ抗原受容体発現T細胞療法は，固形がんに対する画期的な治療法になることが期待される．
はじめに
　1981年以降，わが国においてはがんが死亡原因の第1位になっており，現在でもその上昇傾向に歯止めはかかっていない．厚生労働省の統計によれば，2016年の死亡総数においてがんのしめる割合は28.5％であり，これは，この年の全死亡者の約3.5人に1人ががんにより死亡した計算になる．そのため，がんに対する効果的な治療法および再発の予防法の開発が急務となっている．
　がん免疫療法は従来の3大標準治療法，すなわち，外科療法，化学療法，放射線療法の適用が困難な難治性あるいは進行性のがんに対する治療法として研究が進められてきた．とくに，キメラ抗原受容体（chimeric antigen receptor：CAR）の遺伝子を導入することによりがんに対する反応性を高めたT細胞を投与するキメラ抗原受容体発現T細胞療法は有望な新技術として注目されている1,2)．現在，キメラ抗原受容体発現T細胞療法の臨床試験は欧米や中国を中心に進行しており，なかでも，CD19を標的としたB細胞性の白血病やリンパ腫などに対するキメラ抗原受容体発現T細胞療法においてはすぐれた治療効果が報告され2-4)，2017年には米国食品医薬品局によりB細胞性の造血器腫瘍に対し認可された．
　しかし，現在のキメラ抗原受容体発現T細胞療法は完成されたものではなく，さらなる発展のためには克服すべき問題点も指摘されている．とくに，固形がんに対して治療効果が乏しいという点はきわめて重要な課題となっており，その原因のひとつとして，キメラ抗原受容体発現T細胞をがんへと集積させて増殖させることが困難であるという点が考えられている5,6)．筆者らは，患者に備わる免疫機能を制御する能力を付与することにより固形がんに対してもすぐれた治療効果を発揮しうるキメラ抗原受容体発現T細胞を開発する研究に取り組んでおり，この研究においては，T細胞の生存や増殖を刺激するサイトカインであるインターロイキン7 7)，および，T細胞や樹状細胞の遊走を刺激するケモカインであるCCL19 8,9) を利用した．これらのタンパク質はリンパ節においてT細胞や樹状細胞の集積した構造を形成するために重要であることが報告されている10,11)．これらの性質に着目し，がんの内部においてT細胞や樹状細胞が集積する構造を形成することができれば固形がんに対するキメラ抗原受容体発現T細胞療法の効果を高めることが可能であると考え，キメラ抗原受容体発現T細胞にインターロイキン7およびCCL19を同時に産生する能力を付与した．
　なお，がんに対するキメラ抗原受容体発現T細胞療法については，保仙 直毅, 領域融合レビュー, 6, e005 (2017) も参照されたい．

1．インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の作製
　ピコルナウイルスに由来する自己切断能をもつ2Aペプチドを利用して，がん抗原に特異的なキメラ抗原受容体とともに，インターロイキン7およびCCL19をひとつの細胞に同時に発現させるコンストラクトを作製し，レトロウイルスベクターを用いてマウスのプライマリーT細胞に遺伝子導入した．フローサイトメーターを用いてこのT細胞におけるキメラ抗原受容体の発現について検討したところ，インターロイキン7やCCL19を産生しない従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞と比べ若干は低下したものの，キメラ抗原受容体の十分な発現が確認された．また，ELISA法によりインターロイキン7およびCCL19の産生が確認された．
2．インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞のin vitroにおける免疫機能の解析

　in vitroにおいて，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の免疫機能を従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞と比較した．細胞傷害活性を測定した結果，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞は従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞と同等の腫瘍傷害活性をもつことが判明した．キメラ抗原受容体発現T細胞から産生されるインターロイキン7の生理活性について検討したところ，従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞に比べ，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞において，生存能および増殖能は有意に増強されていた．一方，キメラ抗原受容体発現T細胞から産生されるCCL19の生理活性についてT細胞および樹状細胞を標的としたトランスウェルアッセイにより検討した結果，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の細胞遊走活性は従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞と比較して有意に増強されていることが明らかにされた．
3．インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞のin vivoにおける抗がん効果の検討

　in vivoにおいてインターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の抗がん効果を従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞と比較した．DBA/2系統のマウスに対し，人工的な抗原としてヒトのCD20を遺伝子導入した同系の肥満細胞腫P815細胞株を皮下に接種し，腫瘤の形成が確認されたのち，キメラ抗原受容体発現T細胞を静脈に投与した．その結果，従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞の投与によりがんの増殖は軽度に抑制されたものの最終的にはほぼすべてのマウスが死亡したのに対し，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の投与によりすべてのマウスにおいてがんの寛解が認められ140日以上も生存した．同様の結果は，肺がん株あるいは膵がん株を用いたマウスモデルにおいても得られた．これらのことから，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞はきわめて強い抗がん効果をもつことが明らかにされた．また，インターロイキン7のみを産生するキメラ抗原受容体発現T細胞，および，CCL19のみを産生するキメラ抗原受容体発現T細胞を作製し，それぞれを単独で投与した場合，あるいは，両者を混合して投与した場合の抗がん効果について検討したところ，いずれにおいても，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞と比較して抗がん効果の弱いことが判明した．このことから，キメラ抗原受容体発現T細胞からインターロイキン7およびCCL19の両方が同時に産生されることが強力な抗がん効果に必須であることが示された．
　コンジェニックマウスを用いてインターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞を投与したのち，がんの内部にどのような細胞が集積しているのかを検討したところ，投与したキメラ抗原受容体発現T細胞だけでなく，投与をうけた宿主の樹状細胞やT細胞も集積しており，がんの内部に混在して浸潤していることが判明した．さらに，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞による治療において宿主のT細胞を除去したところ，キメラ抗原受容体発現T細胞による抗がん効果は減弱した．このことから，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の投与により発揮される強力な抗がん効果においては，投与したキメラ抗原受容体発現T細胞だけでなく，投与をうけた宿主のT細胞も重要であることが示された．
　インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞による治療によりがんを排除したのち100日以上が経過したマウスに対し，ヒトのCD20を導入したP815細胞株を左側の腹部に，導入していないP815細胞株を右側の腹部に，それぞれ再接種した．対照のナイーブマウスにおいては接種したP815細胞株はともに増殖した一方，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞による治療をうけたマウスにおいてはヒトのCD20を導入したP815細胞株の増殖は認められなかった．このことから，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞による治療により，がんに対する長期の免疫記憶が効率的に形成されることが明らかにされた．
　また，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞による治療をうけたマウスにおいては，キメラ抗原受容体の標的となるヒトのCD20を発現していないP815細胞株に対しても顕著な増殖の抑制が認められた．この現象から，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の投与によりがんが排除される過程において，エピトープスプレッディング，すなわち，少数のドミナントなエピトープに対する免疫応答により多くのサブドミナントなエピトープに対する免疫応答が2次的にひき起こされたことが示唆された．インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の投与ののち，マウスの体内においてはキメラ抗原受容体とその標的となるヒトのCD20との反応のみならず，それとは異なるP815細胞株に特有のがん抗原を認識するT細胞も活性化されて抗がん効果を発揮し，がんの排除ののちには両者が免疫記憶を形成すると考えられた．
おわりに
　今回の研究により，インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞の投与により固形がんの内部にT細胞や樹状細胞の浸潤がひき起こされ，キメラ抗原受容体発現T細胞と宿主のT細胞とが協調して強力な抗がん効果が発揮されること，その宿主のT細胞との協調作用の機序としてエピトープスプレッディングの関与が考えられること，さらに，がん細胞に対する長期的な免疫記憶が形成されることによりがんの再発を予防できる可能性があること，などが明らかにされた（図1）．
　これまで，キメラ抗原受容体発現T細胞については，がん細胞を直接的に傷害する機能ばかりに注目があつまっていた．しかし，今回のインターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞は，患者のからだにもともと備わる免疫機能を制御して協調作用をひき起こすタンパク質のデリバリーシステムとしての役割も担っており，これまでのキメラ抗原受容体発現T細胞の概念を大きく変えるパラダイムシフトといえる．今回，開発された次世代型のキメラ抗原受容体発現T細胞は，これまで，悪性の造血器腫瘍に対しおもな有効性を示してきたキメラ抗原受容体発現T細胞療法の適応範囲を固形がんにまで拡大させる，がんの画期的な治療法につながることが期待される．
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〈図説明〉

図1　インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞が固形がんに対し治療効果を発揮する機序
（a）従来型のキメラ抗原受容体発現T細胞による治療．
（b）インターロイキン7およびCCL19を産生するキメラ抗原受容体発現T細胞による治療．がんの内部にキメラ抗原受容体発現T細胞のみならず投与をうけた宿主のT細胞や樹状細胞の浸潤がひき起こされ，固形がんに対する強力な治療効果が発揮される．また，がん細胞に対する長期的な免疫記憶が形成されることにより，がんの再発の予防効果が期待される．
