
Title CAR-T細胞療法を用いた心臓再生医療におけるfail-safeシステムの確立
Sub Title Development of fail-safe system for human iPSC-derived tumor by CAR-T cell therapy
Author 福田, 恵一(Fukuda, Keiichi)

岡田, 麻里奈(Okada, Marina)
谷口, 智憲(Yaguchi, Tomonori)
遠山, 周吾(Tohyama, Shugo)

Publisher
Publication year 2022

Jtitle 科学研究費補助金研究成果報告書 (2021. ) 
JaLC DOI
Abstract GPC3に対するモノクロ抗体の作製、遺伝子改変によるキメラ抗原受容体（CAR）の作製、GPC3

に対するCAR-Tの作製を終了し、GPC3発現細胞に対する強い細胞傷害作用も確認した。iPS細胞
からの分化細胞には作用せず、残存iPS細胞のみに作用することを確認し、マウスの動物実験にお
いてCAR-T細胞投与により、iPS細胞を皮下移植して際に奇形腫形成が抑制されること、また心臓
に移植した心筋細胞に傷害を認めることなく、奇形腫の形成抑制効果も確認した。
We completed the production of monoclonal antibody against GPC3, the production of chimeric
antigen receptor (CAR) by gene modification, and the production of CAR-T against GPC3, and
confirmed the strong cytotoxic effect on GPC3-expressing cells. Furthermore, we confirmed that it
did not act on differentiated cells from iPS cells, but only on residual iPS cells. In animal
experiments with mice, we elucidated that CAR-T cells administration suppressed teratoma
formation when iPS cells were transplanted.

Notes 研究種目 : 挑戦的研究 (萌芽)
研究期間 : 2020～2021
課題番号 : 20K21608
研究分野 : 循環器内科

Genre Research Paper
URL https://koara.lib.keio.ac.jp/xoonips/modules/xoonips/detail.php?koara_id=KAKEN_20K21608seika

慶應義塾大学学術情報リポジトリ(KOARA)に掲載されているコンテンツの著作権は、それぞれの著作者、学会または出版社/発行者に帰属し、その権利は著作権法によって
保護されています。引用にあたっては、著作権法を遵守してご利用ください。

The copyrights of content available on the KeiO Associated Repository of Academic resources (KOARA) belong to the respective authors, academic societies, or
publishers/issuers, and these rights are protected by the Japanese Copyright Act. When quoting the content, please follow the Japanese copyright act.

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


慶應義塾大学・医学部（信濃町）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

挑戦的研究（萌芽）

2021～2020

CAR-T細胞療法を用いた心臓再生医療におけるfail-safeシステムの確立

Development of fail-safe system for human iPSC-derived tumor by CAR-T cell 
therapyCAR-T cell therapy

２０１９９２２７研究者番号：

福田　恵一（Fukuda, Keiichi）

研究期間：

２０Ｋ２１６０８

年 月 日現在  ４   ６   １

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：GPC3に対するモノクロ抗体の作製、遺伝子改変によるキメラ抗原受容体（CAR）の作
製、GPC3に対するCAR-Tの作製を終了し、GPC3発現細胞に対する強い細胞傷害作用も確認した。iPS細胞からの分
化細胞には作用せず、残存iPS細胞のみに作用することを確認し、マウスの動物実験においてCAR-T細胞投与によ
り、iPS細胞を皮下移植して際に奇形腫形成が抑制されること、また心臓に移植した心筋細胞に傷害を認めるこ
となく、奇形腫の形成抑制効果も確認した。

研究成果の概要（英文）：We completed the production of monoclonal antibody against GPC3, the 
production of chimeric antigen receptor (CAR) by gene modification, and the production of CAR-T 
against GPC3, and confirmed the strong cytotoxic effect on GPC3-expressing cells. Furthermore, we 
confirmed that it did not act on differentiated cells from iPS cells, but only on residual iPS 
cells. In animal experiments with mice, we elucidated that CAR-T cells administration suppressed 
teratoma formation when iPS cells were transplanted. 

研究分野：循環器内科

キーワード： CART細胞療法　未分化細胞除去法　iPS細胞　心筋細胞移植

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らはこれまでに、ヒトiPS細胞に特異的に発現し、分化心筋細胞には発現していない細胞膜表面抗原とし
てGPC3を同定し、これを標的抗原とするGPC3特異的細胞傷害性T細胞 (CTL) 療法を開発してきた(BBRC 2019)。
また、ヒトiPS細胞由来の奇形腫においてGPC3が高発現していることを初めて見出し、GPC3を標的としたCAR-T細
胞療法の免疫学的アプローチにより再生医療における全ての領域で応用可能な非侵襲的腫瘍除去法の確立を可能
とした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年多くの領域でiPS細胞を用いた再生医療が試みられている。網膜の再生医療では移植細胞

数も少なく残存未分化幹細胞混入による腫瘍化抑制は可能であるが、心臓や肝臓等の大量細胞

を移植するものでは、未分化幹細胞混入による腫瘍形成阻止は容易ではなく、腫瘍化への対処

法が喫緊の課題である。細胞移植前に未分化幹細胞を除去する方法として申請者等はiPS細胞由

来の分化細胞中に残存する未分化幹細胞や非心筋細胞を代謝経路の差を利用して純度99％以上

に純化する方法を開発した(Cell Stem Cell 2013,Cell Metabolism 2016)。一方で、効率のよ

い純化精製法が確立されていない領域においては、未分化幹細胞を完全に除去することは困難

である。また、万が一腫瘍化した場合には外科的切除以外に方法がないのが現状である。外科

的手術はリスクが高いため、低侵襲で治療する手法の開発が必須である。 

申請者等はこれまでに国立がん研究センターとの共同研究によりヒトiPS細胞に特異的に発

現している抗原に対する免疫療法を開発してきた。具体的には、ヒトiPS細胞に特異的に発現

し、分化した心筋細胞には発現していない細胞膜表面抗原としてGPC3 (Glypican 3) を同定

し、これを標的抗原とするGPC3特異的細胞傷害

性T細胞 (CTL) 療法を開発してきた (BBRC 

2019)。また、さらなる解析の結果、ヒトiPS細

胞由来の奇形腫においてもGPC3が高発現してい

ることを見出した。しかし、一般にGPC3などの

自己抗原に対するペプチドワクチン療法やCTLの

細胞傷害活性は、比較的弱く、さらなる改良が

必要である。CAR (Chimeric antigen 

receptor)-T細胞は、抗体の認識部位を用いて標

的細胞を認識するように作製された遺伝子改変T

細胞であり、内因性のT細胞に比べると非常に強い抗腫瘍効果を発揮できる。研究分担者の谷口

は、長年腫瘍免疫学分野の研究に従事しており、固形癌に対するCAR-T細胞療法の開発を行って

きた。GPC3は、肝がんなどで特異的に高発現していることが報告されており、ペプチドワクチ

ン療法や、ヒト化モノクローナル抗体 (GC33) による臨床試験が進行中であり、安全性が確認

されている。谷口らは、既にGPC3に対する抗体を開発しており、エピトープの異なる複数のモ

ノクローナル抗体を所有している。 

 本事業では、ヒト iPS 細胞における

腫瘍化の課題に取り組んできた研究

代表者と腫瘍免疫学を長年専門とす

る研究分担者の谷口が連携すること

により、ヒト iPS 細胞由来腫瘍の免疫

学的除去法の確立を目指す。本治療が

確立できれば、全ての再生医療におけ

る腫瘍化に適応できるため、ヒト iPS

細胞由来腫瘍に対する標準的治療となる可能性があると考えている。 

 

２．研究の目的 
本研究では、ヒト iPS 細胞における腫瘍化の課題に取り組んできた研究代表者の遠山と腫瘍免
疫学を長年専門とする研究分担者の谷口が連携することにより、ヒト iPS 細胞膜表面に発現し
た GPC3 を標的として、強力な免疫反応を惹起しうる CAR-T 細胞を用いた免疫学的アプローチに
よりヒト iPS 細胞由来腫瘍の免疫学的除去法の確立を目指す。本治療が確立できれば、全ての再
生医療における腫瘍化に適応できるため、ヒト iPS 細胞由来腫瘍に対する標準的治療となる可
能性があると考えている。 
 
３．研究の方法 
(１) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vitro における残存未分化幹細胞除去法の確立  

図1 

図 2 



【①  未分化幹細胞特異的抗原の同定および CAR-T
細胞の樹立】 
現在までに、申請者らが誘導した GPC3 特異的 CTL

の細胞傷害能を評価した結果、ヒト iPS 細胞に対して

は細胞傷害能を示すが、移植に用いる iPS 細胞由来心

筋細胞に対しては細胞傷害能を示さないことを確認

した（特許出願済、図 3）。既に標的抗原の１つである

GPC3 に関しては CAR-T 細胞の樹立が完了している。 

 

【②  未分化抗原特異的 CAR-T 細胞を用いた細胞傷
害能の解析】 
既に分化心筋細胞においてはGPC3の発現が極めて低いことを確認している。各種iPS細胞株、

および様々な分化細胞に対する未分化抗原特異的CAR-T細胞の細胞傷害活性を評価する。 

 

【③  免疫不全マウスを用いた腫瘍形成抑制性能の確認】 
未分化幹細胞除去後の分化細胞の腫瘍形成能を免疫不全マウスへ移植し、未分化幹細胞の除

去の有無で奇形腫形成が抑制されるかどうかを経時的に評価する。 

 

(２) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vivo における奇形腫治療法の確立 
【①  ヒト iPS 細胞由来奇形腫における GPC3 等の未
分化抗原の発現解析】 

 GPC3 特異的 CAR-T 細胞療法による、実際の奇形腫形

成抑制効果および副作用の有無を in vivo マウスモデ

ルで確認する。すでに申請者らは、ヒト iPS 細胞由来

の奇形腫の多くの細胞において GPC3 が発現している

ことを確認している(図 4)。 

 

【②  マウスモデルを用いた iPS 細胞由来奇形腫形

成後の腫瘍抑制効果の確認】 

ヒト iPS 細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し奇形腫を形成させた後、抗原特異的 CAR-T 細

胞をマウスに静脈注射し、奇形腫除去能を評価する。予備検討の結果、GPC3 特異的 CAR-T 細胞

投与により奇形腫が退縮することを確認している。 

 

【③  マウスモデルを用いた長期的な奇形腫形成の予防、治療効果の確認】 

研究分担者の谷口らはヒトの組織を移植し長期間評価できるヒト化マウスの樹立に成功して

おり、同マウスを用いて、iPS 細胞由来心筋細胞を心臓へ移植し GPC3 特異的 CAR-T 細胞を用い

て長期的な奇形腫形成の予防効果を確認する。投与した CAR-T 細胞が移植心筋細胞を攻撃する

ことなく、奇形腫を除去できるかを評価する。 

 
4. 研究成果 
(１) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vitro における残存未分化幹細胞除去法の確立  

【①  未分化幹細胞特異的抗原の同定および CAR-T 細胞の樹立】 
申請者らは標的抗原の１つである

GPC3 に関して、独自のモノクローナル

抗体を2つ作製し、それを元にGPC3特

異的 CAR-T 細胞の作製に成功した（図

5）。またヒト正常組織におけるGPC3の

発現では胎盤にのみ発現が認められ

たがその他では有意な発現は認めら

れなかった(図 6)。 

 

図4 

GPC3 特異的 CTL による未分化 iPS細胞 
に対する特異的細胞傷害効果 

図3 

図5 



 
 

【②  未分化抗原特異的 CAR-T細胞を用いた細胞傷害能の解析】 
分化心筋細胞においてはGPC3の発現が極めて低いことを確認している。iPS細胞株、および心

筋細胞に対する未分化抗原特異的CAR-T細胞の細胞傷害活性を評価するため、複数のヒトiPS細

胞株およびそのiPS細胞から樹立した心筋細胞に対して、GPC3特異的CAR-T細胞を作用させ、細

胞傷害性をIFNγ産生等により評価した。前述の通り、iPS細胞に対しては強い細胞傷害性を認

めたが、そこから由来する心筋細胞に対しては細胞傷害効果を認めなかった。 

 
(２) 未分化抗原特異的 CAR-T 細胞による in vivo における奇形腫治療法の確立 
【④  ヒト iPS 細胞由来奇形腫における GPC3 等の未分化抗原の発現解析】 
 申請者らは、ヒト iPS 細胞由来の奇形腫の多くの細胞において GPC3 が発現していることを確

認した(前述)。 

 

【⑤  マウスモデルを用いた iPS 細胞由来奇形腫形成後の腫瘍抑制効果の確認】 

ヒト iPS 細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し奇形腫を形成させた後、抗原特異的 CAR-T 細

胞をマウスに静脈注射し、奇形腫除去能を評価した。結果として GPC3 特異的 CAR-T 細胞投与に

より奇形腫が退縮することを確認した。 

 

【⑥  マウスモデルを用いた長期的な奇形腫形成の予防、治療効果の確認】 

研究分担者の谷口は、これまでにヒトの組織を移植し評価できるヒト化マウスの開発を行っ

ており、マウスの MHC（主要組織適合遺伝子複合体）をノックアウトした NOG マウス (Yaguchi 

et al. Cell Mol Immunol. 2017)では、移入したヒト T細胞がマウス個体に対して GVHD 反応を

起こすことがないため、長期にマウスを観察する事が可能である。本研究においては、このマウ

スを使用し、投与したヒト CAR-T 細胞がヒト iPS 細胞由来の腫瘍を攻撃し、分化した正常細胞に

は影響を及ぼさないことを長期観察するのに最適なマウスモデルと考えられた。同マウスを用

いて、iPS 細胞由来心筋細胞を心臓へ移植し、皮下に iPS 細胞を移植し奇形腫を形成させ、GPC3

特異的 CAR-T 細胞を用いて長期的な奇形腫形成の予防効果を確認した。結果として、投与した

CAR-T 細胞が移植心筋細胞を攻撃することなく、奇形腫形成抑制効果を確認した。 

 

以上により GPC3 を標的とした CAR-T 細胞療法等の免疫学的アプローチにより再生医療におけ
る全ての領域で応用可能な非侵襲的腫瘍除去法の確立を検討した。  
現在、がん領域において既に GPC3 を特異的に認識する抗体療法 (GC33)の臨床試験が進行し
ており安全性が既に確認されている。また、その抗体を応用した GPC3 特異的キメラ抗原受容体
遺伝子導入 T細胞療法(CAR-T 療法)の臨床試験がアメリカや中国で進行しており、今後様々な臨
床応用に移行しやすいと考えている。 

図6 
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