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Abstract 本研究では、自己免疫性疾患に対する安全性、有効性に優れた免疫細胞療法として、自己抗体産

生細胞B細胞を特異的に標的とするキメラ自己抗原受容体（chimeric autoantigen receptor：CAAR
）導入T細胞の新規開発を目指した。CAARは病態に関わる自己抗原を細胞外ドメインとして発現
させ、これにT細胞を活性化させるための細胞内シグナルドメインを配置することで、自己反応性
B細胞受容体を有するB細胞を特異的に認識・攻撃する。本研究では、自己抗体産生B細胞の病的
意義が確立されているANCA関連血管炎をまず標的として、新規デザインによるCAAR-
T細胞療法開発を目指した。
同疾患で特徴的に自己抗体が産生されるMyeloperoxidase (MPO)、Proteinase 3 (PR3)を細胞外ド
メインとしてT細胞に発現させた上で、細胞内ドメインに従来のキメラ抗原受容体 (chimeric
antigen receptor: CAR)で用いられるCD28、CD3zの細胞質ドメインを配置したが、同抗原に対す
る抗体を発現させた標的細胞との共培養ではT細胞の活性化が得られなかった。通常CARで用いら
れる一本鎖抗体と比較して細胞外ドメインが大きいため、十分なCAAR分子の集積が起こらなった
可能性が示唆された。
そこで、標的B細胞の自己抗体認識と、細胞傷害作用の誘導を別々の分子に担わせる方法を探索し
た。この方法の有効性を探索する目的で、まずはCD19を標的とする一本鎖抗体を細胞表面に発現
させた上で、種々の細胞傷害分子をこれとは別にT細胞表面に発現させた。CD19陽性標的細胞と
同T細胞を共培養したところ、細胞傷害分子Aを搭載した際に標的細胞に対する細胞傷害活性が確
認された。本方法の有効性を示唆する知見であり、今後自己反応性B細胞受容体発現細胞に対して
細胞傷害活性を誘導する分子設計に着手する。
In this study, we aimed to develop a novel chimeric autoantigen receptor (CAAR)-T cell therapy
that specifically targets autoantibody-producing B cells as a safe and effective immunotherapy for
autoimmune diseases. The CAAR is designed to express a disease-associated autoantigen as its
extracellular domain, while incorporating intracellular signaling domains that activate T cells. This
enables CAAR-T cells to specifically recognize and eliminate B cells expressing autoreactive B cell
receptors.
For this study, we focused on ANCA-associated vasculitis, a disease in which the pathological
significance of autoantibody-producing B cells is well established, as the initial target for the
development of CAAR-T cell therapy. We engineered T cells to express myeloperoxidase (MPO)
and proteinase 3 (PR3) as extracellular domains. These molecules are autoantigens
characteristically targeted by autoantibodies in ANCA vasculitis. We then incorporated CD28 and
CD3z intracellular signaling domains, which are typically used in chimeric antigen receptor
(CAR)-T cells. However, co-culture experiments with target cells expressing antibodies against
these autoantigens failed to induce T cell activation. This result suggests that, compared to
conventional single-chain antibody-based CARs, the larger extracellular domain of CAAR may
have hindered sufficient clustering of the CAAR molecule required for effective signaling.
To overcome this limitation, we explored an alternative strategy in which autoantibody recognition
and cytotoxic function are induced by separate molecular components. As a proof of concept, we
first engineered T cells to express a single-chain antibody targeting CD19 on the cell surface. At
the same time, we separately expressed various cytotoxic molecules on the T cells. When these T
cells were co-cultured with CD19-positive target cells, cytotoxic activity against the target cells was
observed when cytotoxic molecule A was introduced. This finding suggests the potential efficacy of
this approach. In the future study, we will design molecular constructs that induce specific cytotoxic
activity against cells expressing autoreactive B-cell receptors.
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１．研究成果実績の概要
本研究では、自己免疫性疾患に対する安全性、有効性に優れた免疫細胞療法として、自己抗体産生細胞B細胞を特異
的に標的とするキメラ自己抗原受容体（chimeric autoantigen receptor：CAAR）導入T細胞の新規開発を目指した。
CAARは病態に関わる自己抗原を細胞外ドメインとして発現させ、これにT細胞を活性化させるための細胞内シグナ
ルドメインを配置することで、自己反応性B細胞受容体を有するB細胞を特異的に認識・攻撃する。本研究では、自
己抗体産生B細胞の病的意義が確立されているANCA関連血管炎をまず標的として、新規デザインによるCAAR-T細胞
療法開発を目指した。
同疾患で特徴的に自己抗体が産生されるMyeloperoxidase (MPO)、Proteinase 3 (PR3)を細胞外ドメインとしてT細
胞に発現させた上で、細胞内ドメインに従来のキメラ抗原受容体 (chimeric antigen receptor: CAR)で用いられ
るCD28、CD3zの細胞質ドメインを配置したが、同抗原に対する抗体を発現させた標的細胞との共培養ではT細胞の
活性化が得られなかった。通常CARで用いられる一本鎖抗体と比較して細胞外ドメインが大きいため、十分なCAAR
分子の集積が起こらなった可能性が示唆された。
そこで、標的B細胞の自己抗体認識と、細胞傷害作用の誘導を別々の分子に担わせる方法を探索した。この方法の有
効性を探索する目的で、まずはCD19を標的とする一本鎖抗体を細胞表面に発現させた上で、種々の細胞傷害分子を
これとは別にT細胞表面に発現させた。CD19陽性標的細胞と同T細胞を共培養したところ、細胞傷害分子Aを搭載し
た際に標的細胞に対する細胞傷害活性が確認された。本方法の有効性を示唆する知見であり、今後自己反応性B細胞
受容体発現細胞に対して細胞傷害活性を誘導する分子設計に着手する。

２．研究成果実績の概要（英訳）
In this study, we aimed to develop a novel chimeric autoantigen receptor (CAAR)-T cell therapy that specifically
targets autoantibody-producing B cells as a safe and effective immunotherapy for autoimmune diseases. The
CAAR is designed to express a disease-associated autoantigen as its extracellular domain, while incorporating
intracellular signaling domains that activate T cells. This enables CAAR-T cells to specifically recognize and
eliminate B cells expressing autoreactive B cell receptors.
For this study, we focused on ANCA-associated vasculitis, a disease in which the pathological significance of
autoantibody-producing B cells is well established, as the initial target for the development of CAAR-T cell
therapy. We engineered T cells to express myeloperoxidase (MPO) and proteinase 3 (PR3) as extracellular
domains. These molecules are autoantigens characteristically targeted by autoantibodies in ANCA vasculitis.
We then incorporated CD28 and CD3z intracellular signaling domains, which are typically used in chimeric
antigen receptor (CAR)-T cells. However, co-culture experiments with target cells expressing antibodies against
these autoantigens failed to induce T cell activation. This result suggests that, compared to conventional single-
chain antibody-based CARs, the larger extracellular domain of CAAR may have hindered sufficient clustering of
the CAAR molecule required for effective signaling.
To overcome this limitation, we explored an alternative strategy in which autoantibody recognition and
cytotoxic function are induced by separate molecular components. As a proof of concept, we first engineered T
cells to express a single-chain antibody targeting CD19 on the cell surface. At the same time, we separately
expressed various cytotoxic molecules on the T cells. When these T cells were co-cultured with CD19-positive
target cells, cytotoxic activity against the target cells was observed when cytotoxic molecule A was introduced.
This finding suggests the potential efficacy of this approach. In the future study, we will design molecular
constructs that induce specific cytotoxic activity against cells expressing autoreactive B-cell receptors.
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