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A.  研究目的  
急性リンパ性白血病（ALL）は小児において悪

性腫瘍による死亡者数第一位の疾患である。最近、

化学療法抵抗性 ALL 患者に対して、細胞表面に
発現する CD19 抗原に対するキメラ抗原受容体
（CAR）を、患者から採取した末梢血 T細胞に遺
伝子導入し、大量培養して輸注する CD19.CAR-T
療法の臨床試験が欧米で行われ良好な成績が報

告されている。しかし、細胞株や牛胎児血清を培

養に用い、遺伝子導入にウイルスベクターを使用

しているので白血病を惹起する危険性があり、長

期安全性に懸念がある。 

	
 我々は、細胞株や牛胎仔血清を使わずに大量培

養したウイルス特異的 T細胞療法の第 I相臨床試
験を終了している。分担研究者の中沢は、米国ベ

イラー医科大学で、非ウイルスベクターによる遺

伝子導入法である PiggyBac トランスポゾン法で
の CAR-T 療法を開発し、日本での臨床開発につ
いてベイラー大学から承諾を得ている。トランス

ポゾン法と申請者が開発した大量T細胞培養法と
組みあわせることで、より安全性が高く、ウイル

スベクター法と比較してコストが 10 分の１で
First in Human 臨床第 I相治験を行うことが可
能である。 

研究要旨：	
 急性リンパ性白血病（ALL）は小児において悪性腫瘍による死亡者数
第一位の疾患である。最近、化学療法抵抗性 ALL患者に対して、細胞表面に発現す
る CD19抗原に対するキメラ抗原受容体（CAR）を、患者から採取した末梢血 T細
胞に遺伝子導入し、大量培養して輸注する CD19.CAR-T療法の臨床試験が欧米で行
われ良好な成績が報告されている。しかし、細胞株や牛胎児血清を培養に用い、遺伝

子導入にウイルスベクターを使用しているため白血病を惹起する危険性があり、特に

小児においては長期安全性に懸念がある。我々は、細胞株や牛胎仔血清を使わずに大

量培養したウイルス特異的 T細胞療法の第 I相臨床試験を終了し、米国ベイラー医科
大学で、非ウイルスベクターによる遺伝子導入法である PiggyBacトランスポゾン法
での CAR-T療法を開発し、日本での臨床開発についてベイラー大学から承諾を得て
いる。トランスポゾン法はより安全性が高く、ウイルスベクター法と比較してコスト

が 10分の１以下で First in Human臨床第 I相治験を行うことが可能である。次世
代シークエンス法を利用した骨髄中微小残存白血病細胞（MRD）の検出方法を確立
でき、非ウイルスベクター法による CD19/CAR-T細胞による First in Human臨床
第 I相治験を行う基盤が整備できた。 



 

 
B.  研究方法  
	
 CD19.CAR-T細胞培養を、GMP基準に準拠し
た臨床スケールで培養法を確定する（図１）。 

 

骨髄中微小残存白血病細胞（MRD）の検出方法
を確立する。MRD の検出にあたっては、高い検
出感度（～10-6）を得るため、次世代シークエン

スを用る。ゲノム DNA を鋳型として、免疫グロ
ブリン重鎖の各 V 領域に特異的なプライマーと、
J 領域のコンセンサスプライマーを用いて複数の
PCR を行う。PCR 産物をまとめて次世代シーク
エンス用に調製し、デスクトップ型シーケンサー

（イルミナ社MiSeq）で 200万リードの配列を読
み取る。診断時サンプルより腫瘍細胞のクロノタ

イプの塩基配列を決定し、寛解期サンプルから同

じ配列が 2リード以上検出されればMRD陽性と
判断する。 

 

（倫理面への配慮） 
わが国において臨床研究倫理指針に準拠した

臨床研究として、名古屋大学倫理審査委員会で審

議し、承認後に研究を開始する。医師主導臨床治

験としての申請について PMDA に事前相談を行
い、戦略相談を行う予定で、厚生労働省に提出す

る。個人情報の守秘を厳守し、データの取り扱い

に注意する。検体の採取にあたっては患者および

家族から事前に十分な説明をおこない、文書によ

る同意を得る。遺伝子解析についてはヒトゲノム,
遺伝子解析研究指針にしたがい、患者および家族

に事前に十分な説明をおこない、文書による同意

を得たのち連結可能匿名検体として研究を遂行

する。 
 

C.  研究結果  
	
 GMP 準拠の試薬を用いた培養系において、末
梢血 30mlより分離した単核球 2x 107個の細胞よ

り 14 日間培養後平均 1.5x108個の CD19/CAR-T
細胞が得られた。14 日めの CD19・CAR 遺伝子
導入効率はいずれも基準値 5%以上が得られた。
米国 Waisman 社と GMP 規格プラスミドの委託
契約を結んだ。 
	
 名古屋大学医学部附属病院小児科において同

種造血幹細胞移植を施行した 15 歳以下の小児
CD19 陽性急性リンパ性白血病患者（9 例）にお
いて、診断時検体を用いた腫瘍特異的 CDR3配列
の決定を行った。以下の 2時点においてMRDを
検討した(A) 初回化学療法終了時（5 例）(B) 移
植直前（7例）。初回化学療法終了時にMRD陽性
の 3例はいずれも治療終了後 5か月以内の早期に
再発していた。さらに移植直前MRD陽性の 2例
はともに移植後再発していたが、陰性 5例は全例
無再発生存していた（p=0.0082）。 
 
D.  考察  
	
 非ウイルスベクター法であるトランスポゾン

法を用いたGMP準拠CD19/CAR-T細胞培養法を
確定でき、骨髄中微小残存白血病細胞（MRD）の
検出方法を確立した。 



E.  結論  
	
 骨髄中微小残存白血病細胞（MRD）の検出を行
うことで、非ウイルスベクター法による

CD19/CAR-T細胞による First in Human臨床第
I相治験を行う基盤が整備できた。 
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