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CAR-T 細胞の安全性を評価する霊⻑類モデルを開発 

〜カニクイザルモデルを⽤いた安全性評価法〜 

 

信州⼤学学術研究院医学系の中沢洋三教授、京都府⽴医科⼤学⼤学院医学研究科の柳

⽣茂希講師（学内）、株式会社イナリサーチの下井昭仁上席執⾏役員らの研究グループ

は、国⽴研究開発法⼈⽇本医療研究開発機構（AMED）再⽣医療・遺伝⼦治療の産業化

に向けた基盤技術開発事業（遺伝⼦治療製造技術開発）の⽀援のもと、2019 年 10 ⽉

に再⽣医療等製品の開発に特化したオープンラボを有する⾮臨床試験施設『信州⼤学遺

伝⼦・細胞治療研究開発センター（CARS）イナリサーチラボ』を開設し、霊⻑類モデ

ルを⽤いた⾮臨床安全性試験⽅法の開発に取り組んできました。このたび、遺伝⼦改変

キメラ抗原受容体 T 細胞（CAR-T 細胞）療法の安全性を評価するための霊⻑類モデル

を開発し、その有⽤性を国際科学雑誌『Clinical & Translational Immunology』に学

術論⽂として 2021 年 6 ⽉４⽇に発表される予定です。 

 

ポイント 

 

 遺伝⼦改変キメラ抗原受容体 T 細胞（CAR-T 細胞）は、がん細胞のみが発現す

るたんぱく質を標的として抗腫瘍効果を発揮することから、がん免疫療法に⽤い

られます。⾎液腫瘍、固形腫瘍に対して数多くの CAR-T 細胞の開発が⾏われて



いますが、⼀部を除き実⽤化には⾄っていません。正常組織に対する毒性（Off 

tumor 毒性注 1）を評価する⽅法が定まっていないことが、実⽤化の遅れの要因

の１つとなっています。 

 研究グループは、進化的にヒトとの相同性が極めて⾼いカニクイザルをモデルと

して、CAR-T 細胞の Off tumor 毒性を評価する⽅法を開発しました。 

 カニクイザルに免疫抑制剤をあらかじめ投与することで、数⽇から 1 週間程度は

移植したヒト由来 CAR-T 細胞が拒絶されないモデルを開発しました。このモデ

ルを⽤いて、ピギーバックトランスポゾン法注 2 で作製されたヒト末梢⾎単核球

由来 EPHB4 受容体注 3 特異的 CAR-T 細胞（EPHB4-CAR-T 細胞）の急性期にお

ける Off tumor 毒性を評価し、CAR-T 細胞投与後 1 週間までに⽣じやすい正常

臓器に対する Off tumor 毒性が観察されないことを確認しました。 

 本開発技術は、CAR-T 細胞開発の障壁となる Off tumor 毒性を事前に評価しう

るモデルとなることから、本開発技術を⽤いた⾮臨床安全性試験基盤を構築する

ことで、CAR-T 細胞療法の実⽤化が推進することが期待されます。 

 

研究の背景 

 

CAR-T 細胞とは、免疫細胞である T 細胞に対して遺伝⼦操作を加えることで、がん

細胞を強⼒に殺傷する能⼒をもった⼈⼯ T 細胞のことを指します。CAR-T 細胞は、が

ん細胞で強く発現しているたんぱく質を認識することで、がん細胞を殺傷します。がん

治療は従来の抗がん剤や放射線治療とは異なる機序でがん細胞を殺傷することから、難

治性あるいは治療抵抗性のがんに対してもその有効性が期待されています。すでに、⼀

部の⽩⾎病や悪性リンパ腫など、⾎液腫瘍に対する CAR-T 細胞は製品化され、わが国

でも治療に使われています。 

 

CAR-T 細胞療法の副作⽤として、CAR-T 細胞ががん細胞ではなく誤って正常組織を

認識してしまうことによって⽣じる毒性（Off tumor 毒性）が報告されています。CAR-

T 細胞による Off tumor 毒性は、CAR-T 細胞が投与されたのち数時間〜数⽇以内に発

症し、万⼀⼼臓や肺、脳などの重要臓器に Off tumor 毒性が⽣じた場合には致死的と

なることから、開発の時点で Off tumor 毒性が⽣じる可能性については⼗分に評価を



⾏う必要があります。 

 

通常の医薬品開発では、げっ⻭類（マウス、ラットなど）を⽤いた薬効評価や安全性

試験が⾏われます。CAR-T 細胞の薬効評価については、ヒト由来腫瘍をもつ担がん免疫

不全マウスモデルを⽤いた薬効評価が広く⾏われています。 

⼀⽅で、CAR-T 細胞が標的とするたんぱく質の構造はヒトとげっ⻭類では⼤きく異

なることから、CAR-T 細胞の Off tumor 毒性評価にはげっ⻭類を⽤いた安全性試験を

⾏うことが出来ず、新規 CAR-T 細胞を開発する際の障壁となっていました（図 1）。 

 

 
図 1 げっ⻭類（マウス、ラットなど）を⽤いた CAR-T 細胞の薬効・安全性評価 

 

 ヒト細胞加⼯製品の⾮臨床安全性試験においては、免疫不全動物（マウスまたはラッ

ト）により安全性試験が実施困難な場合、代替として動物由来の同等製品を利⽤する、

あるいは免疫抑制剤投与下での動物を利⽤する⽅法が可能と考えられますが、適切な動

物種や試験法は定まっていませんでした。 

 

 この問題を解決するために、研究グループは、ヒトとの相同性が極めて⾼く、ほとん



どのたんぱく質の構造が⾼度にヒトと共通しているカニクイザルから CAR-T 細胞を作

製し、投与することで、CAR-T 細胞の Off tumor 毒性を評価する⽅法（⾃家移植モデ

ル）を報告していました (Morokawa H et al. Clin Transl Immunology, 9(11):e1207, 

2020, doi.org/10.1002/cti2.1207)。この報告では、急性⾻髄性⽩⾎病や若年⾻髄単

球性⽩⾎病細胞に⾼発現する GM-CSF 受容体注 4 を認識、殺傷する CAR-T 細胞（GMR-

CAR-T 細胞）を⽤いて、⾃家移植モデルによる安全性評価を⾏いました（図 2）。 

 

 
図 2 ⾃家移植モデルによる安全性試験の投与スケジュールと観察･評価項⽬ 

 

試験 14 ⽇前にカニクイザル T 細胞を⽤いて GMR-CAR-T 細胞を作製し、同⼀のカニ

クイザル個体に⾃家移植し、14 ⽇間の観察を⾏いました。移植後のカニクイザル末梢

⾎中では GMR-CAR-T 細胞の細胞数が⼀過性に上昇しましたが、その後細胞数は徐々

に低下しました。投与後のカニクイザルの⼀般状態（全⾝状態）、⾷事摂取量には変化

は⾒られず、発熱、体重減少、呼吸、循環不全など重篤な症状も認められませんでした。

また、⾎液・⽣化学検査、凝固機能検査でも、観察期間中に CAR-T 細胞の影響と思わ

れる異常値は認められませんでした。さらに、GMR-CAR-T 細胞投与後 14 ⽇⽬に実施

した病理学的検査でも、臓器障害を⽰唆する異常所⾒は認められませんでした。 

 

この⾃家移植モデルは、カニクイザルの T 細胞を⽤いて、治験製品の代替製品となる

CAR-T 細胞を作製し、安全性評価を⾏う試験です。そのため、実際の治験製品を⽤いた

安全性評価にはなりません。⼀⽅で、実際の治験製品（ヒト由来 CAR-T 細胞）をカニ



クイザルに投与しますと、カニクイザルリンパ球を介した免疫反応によって速やかに拒

絶されてしまいます。このため、カニクイザルにおいて、拒絶されずに実際の治験製品

（ヒト由来 CAR-T 細胞）を⽤いた安全性評価を⾏うことが可能な⽅法の開発が求めら

れていました。 

 

本研究の概要 

 

現在までに報告されている CAR-T 細胞の重篤な Off tumor 毒性はそのほとんどが投

与後数時間〜数⽇以内に発症しています。そこで研究グループは、カニクイザルに免疫

抑制剤を先⾏投与して、数⽇間カニクイザルのリンパ球機能を抑制するモデルを作るこ

とで、異種であるヒト CAR-T 細胞が拒絶されないモデル（異種移植モデル）を作製し

ました（図 3）。 

 
図 3 異種移植モデルによる CAR-T 細胞の安全性試験の投与スケジュールと観察･評

価項⽬ 

 

ヒト CAR-T 細胞臨床試験でも前処置として⽤いられている免疫抑制剤（フルダラビ

ン、シクロフォスファミド）をカニクイザルに投与することで、カニクイザルリンパ球

数を正常下限以下までに低下させることができ、リンパ球数抑制は CAR-T 細胞投与後

7 ⽇⽬まで持続しましたが、好中球数には影響を与えませんでした（図 4）。また、適切

な⽀持療法を⾏うことで、免疫抑制剤の投与による有害事象（感染症、嘔気、嘔吐、出

⾎性膀胱炎など）はみられませんでした。 



 
図４ 免疫抑制剤投与終了時の⾎液細胞検査 

 

このモデルを⽤いて、悪性⾻軟部腫瘍や乳がんなど、多くのヒト固形がんに⾼発現し、

その悪性度に関与している EPHB4 受容体を標的とする CAR-T 細胞（EPHB4-CAR-T 細

胞）の安全性評価を⾏いました。 

 

まず、ヒト EPHB4-CAR-T 細胞は、カニクイザル EPHB4 受容体を発現する細胞を認

識し、殺傷することを明らかにしました。次に、免疫抑制状態にあるカニクイザルに対

して、ヒト T 細胞より製造した EPHB4-CAR-T 細胞を投与しました。投与後 24 時間で

⾎中に EPHB4-CAR-T 細胞の細胞数が⼀過性に上昇しましたが、その後は徐々に低下

しました。カニクイザルの⼀般状態（全⾝状態）、⾷事摂取量には変化は⾒られず、発

熱、体重減少、呼吸、循環不全など重篤な症状は認められませんでした。また、⾎液・

⽣化学検査、凝固機能検査でも、観察期間中に CAR-T 細胞の影響と思われる異常値は

認められませんでした。さらに、EPHB4-CAR-T 細胞投与後 7 ⽇⽬に実施した病理学的

検査でも、臓器障害を⽰唆する異常所⾒は認められませんでした。EPHB4 受容体は、



発⽣段階のヒト正常組織に発現するほか、成熟した⾎管内⽪など⼀部の正常組織にも弱

く発現していることが知られていますが、本試験の観察期間中には明らかな EPHB4-

CAR-T 細胞に関連する異常所⾒は認められませんでした。 

 

今後の期待 

 

これまで CAR-T 細胞の開発においては、適切な動物モデルを⽤いた Off tumor 毒性

の評価系がないことから、⼗分な安全性評価ができていませんでした。研究グループが

開発したカニクイザルを⽤いた⾃家移植モデル、異種移植モデルは、ヒトとカニクイザ

ルの⾼い相同性を利⽤して、予期せぬ重篤な Off tumor 毒性の評価を可能にします（図

5）。 

 
図 5 カニクイザルによる CAR-T 細胞の Off tumor 毒性試験 

 

⼀⽅で、これらのカニクイザルモデルにもそれぞれ有⽤性と課題があります（表１）。

CAR-T 細胞の安全性評価においては、これらの動物モデルの特性を⼗分理解したうえ

で適切な評価系を選択することで、有効性に加えて、安全性の⾼い CAR-T 細胞の開発

に繋がると期待されます。 



 
表１ ⾃家移植モデル、異種移植モデルの有⽤性と課題 

 

また、本研究の実施施設である『CARS イナリサーチラボ』は、再⽣医療等製品の開

発を⾏う研究グループに広く開放されていることから、今後『CARS イナリサーチラボ』

の活⽤により、国産再⽣医療等製品の国内開発が推進されることが期待されます。 

 

注釈 

 

注 1︓Off tumor 毒性 

CAR-T 細胞が正常細胞に発現しているたんぱく質を認識し、傷害することで⽣じる毒

性のこと。CAR-T 細胞投与後⽐較的早期に（数時間〜数⽇）毒性が⾒られ、重要臓器に

Off tumor 毒性が出現したことで致死的となった報告もある。 

注 2︓ピギーバックトランスポゾン法 

ピギーバック転移酵素というたんぱくを⽤いた遺伝⼦改変法。ピギーバック転移酵素は、

⽬的の遺伝⼦をヒトゲノムにランダムに組み込むことが可能であり、この⽅法を応⽤し

て、CAR 遺伝⼦を T 細胞ゲノムに組み込むことで、CAR-T 細胞が作製される。 

注 3︓EPHB4 受容体 

EPH ファミリーたんぱくの⼀種であり、ヒトでは発⽣段階の⾎管を中⼼に発現してい

るが、成熟組織での発現は抑制されていることが知られている。乳がん、卵巣がん、悪

性⾻軟部腫瘍など、多くの固形がんで⾼発現し、悪性化にかかわっている。 

注 4︓GM-CSF 受容体 

サイトカインの受容体の⼀種で、GMRα鎖とβ鎖の複合体より構成される。GM-CSF 受

容体は単球やマクロファージ、造⾎幹細胞や⾎管内⽪などに発現しているが、若年性⾻



髄単球性⽩⾎病や、⼀部の急性⾻髄性⽩⾎病に⾼発現することが知られている。また、

ヒト GM-CSF 受容体たんぱくとカニクイザル GM-CSF 受容体たんぱくは 95％以上の

相同性を持つことが知られている。 
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