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１．研究の背景・目的 

がん抗原を特異的に認識する T細胞を体外で準備して、患者に輸注することで治療す

る養子免疫療法は、CD19を標的としたキメラ抗原受容体 (chimeric antigen receptor: 

CAR)導入 T細胞療法が再発・難治性の B細胞性腫瘍に著効したことから注目されており、

他の悪性腫瘍についても標的探索・治療効果の検証が進んでいる 1。急性骨髄性白血病 

(acute myelogenous leukemia: AML)は難治性の造血器悪性腫瘍の１つで、化学療法によ

る完全寛解後も高率に再発を来す。一部のサブタイプを除き、現在のところ造血幹細胞移

植が治癒を目指せる唯一の治療法であるが、治療強度の高い前処置化学療法を必要とする

上、移植片対宿主病 (GVHD)など、生涯にわたる副作用のリスクがあることが問題であ

る。AMLにおいても CAR-T細胞療法の有効性が検証されており、主に CD33, CD123を標的

とした臨床試験が進んでいる 2。しかしこれらの標的抗原は正常の造血幹細胞においても

発現しているため治療に伴う造血障害が懸念されており、実際に CAR-T細胞治療を受けた

一部の症例では造血不全が報告されている。AMLに特異的な表面抗原の探索が行われてき

たが、現在のところ特異性・有効性を同時に満たす標的抗原は見つかっていない。 

我々は、AML細胞が発症の始原であり、自己複製能に優れた白血病幹細胞 (leukemia 

stem cell: LSC)における遺伝子発現プロファイルを正常の造血幹細胞と比較すること

で、発現亢進している遺伝子群において、通常表面抗原分子とは分類されていないもの

の、その一部が細胞表面に発現することが知られている遺伝子 Aを同定した。そこで本研

究では、同遺伝子により翻訳される膜型抗原 Aを AMLに対する有望な標的抗原と考え、

CARの新規開発を行い、治療効果を実証することを目的とした。 

 

２．研究の対象ならびに方法 

同抗原由来ペプチドをマウスに輸注し、腸骨リンパ節法により B細胞を取得した後、

ハイブリドーマを作製した。元の抗原ペプチドとの反応性、及び抗原 Aを強制発現させた

細胞株に培養上清を反応させた際のフローサイトメトリーによる抗原発現解析をもとに、
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最終的にモノクローナル抗体を２つ取得した（図１）。これらの抗体より重鎖、軽鎖の各

可変領域を RACE PCR法で増幅し、アミノ酸配列を同定した上で、単鎖状につないだ 

(single chain fragment variable: scFV)。作製した CAR遺伝子をレトロウイルスにより

ヒト T細胞に導入し、CAR-T細胞を作製した上で、同抗原を発現させた腫瘍細胞株と共培

養したところ、効率よくサイトカインを分泌し (図 2)、また同抗原を発現させた腫瘍細

胞株との共培養により細胞傷害活性を評価することで、抗原特異的なエフェクター効果を

示した 3。 

以上より、抗原 Aに対する新規 CARを開発し、同 CARを遺伝子導入した抗原特異的な

細胞傷害活性を誘導できることを確認した。 

 

 

 

 

                       

                                         

                                         

                                         

                                         

                                         

                                         

                                         

                                         

４．考察 

 上記のデータに示されるように、AML に対する新規抗原を標的とした CAR 遺伝子の合成

に成功した。今後は、同抗原を発現する腫瘍細胞株を用いたマウス腫瘍モデルを用いて、

CAR-T細胞の in vivoにおける治療効果を評価することが必要である。その際に、既に臨

床でも用いられている CD19 に対する CAR-T 細胞と比較して性質を評価することで、今後

臨床応用に向けた準備を進める価値があるかどうかを見極めることが重要となる。 

 また同抗原は、AML 細胞株においては発現が確認されているが、実際の臨床検体におけ

る発現率を把握する必要があることから、患者検体の集積を行い、今回取得したモノクロ

ーナル抗体により解析を行う計画である。 

 

図 1.抗原 Aを強制発現させた細胞株、

及び抗原陰性の元細胞株に取得抗体 2

クローンを添加した後、蛍光色素付き

の抗マウス抗体で染色し、発現をフロ

ーサイトメトリーで解析した。 

図 2.抗原 Aを強制発現させた細胞株と同

抗原特異的な CAR-T 細胞を共培養したと

ころ、いずれの抗体クローンにおいても

効率よいサイトカイン産生が確認され

た。 
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