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研究成果の概要（和文）：当研究では難治性の白血病である中枢神経に浸潤した白血病の遺伝学的、分子生物学
的特徴を、患者検体や免疫不全マウスで増殖させた細胞を用いて多角的に解析した。その結果として中枢神経浸
潤白血病細胞の低酸素領域に生存する細胞の特徴を標的とした新しい治療法を提言した。（Blood. 2017;129: 
3126-3129.）。さらにはがん免疫療法として注目されるCART細胞療法を用いた中枢神経浸潤白血病に対する新規
治療戦略を提示した。（Mol Ther Oncolytics. 2020 :26;18:37-46.）

研究成果の概要（英文）：The central nervous system (CNS) is a key site of extramedullary disease in 
acute lymphoblastic leukemia (ALL). In this study, we investigated the detailed phenotypic, genetic,
 and transcriptional biology of leukemic cells reside in the CNS. With primary human B-ALL cells and
 xenograft recipients of primary samples, we demonstrate that leukemic cells that have infiltrated 
the CNS show features of adaptation to hypoxia and molecular targeted therapy specifically reduces 
the burden of CNS disease in a xenograft model. Furthermore, we demonstrated a possible novel 
therapeutic approach against CNS leukemia with CART cells.

研究分野：小児白血病

キーワード： 中枢神経白血病　低酸素領域　CART細胞療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床でその治療戦略に難渋することが多く、特に小児患者においては治癒したとしても長期合併症を負った場合
には著しいQOLの低下を来すことのある中枢神経浸潤白血病に対して、免疫不全マウスでの細胞増殖の長所を生
かして多角的解析を行うことが出来た。明らかにした中枢神経浸潤白血病の特徴を標的とした分子標的による合
併症の軽減が期待される新規治療戦略や、がん免疫療法を発展的に使用した治療コンセプトを、マウスを用いた
前臨床試験として提示すことが出来た。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
悪性新生物が日本における死亡原因の第 1位（約 30％）を占める中、小児においても悪性

新生物は約 1 万人に１人の割合で発症し、年間 2，000～2,500 人が小児がんと診断され、小児

死亡原因の第 2位となる疾患群である。小児悪性腫瘍の最も多くを占める小児白血病（約 40％）

は、診断法の進歩、化学療法・移植療法や支持療法の発達により 5年生存率が 80％を超え、治

癒率が画期的に改善されているが、依然として予後不良な病型が存在し、再発後の生存率は 30％

程度と予後不良である。特に再発リスクの高い中枢神経病変を有する白血病症例では治癒を目

指すために大量化学療法や全脳全脊髄照射、造血幹細胞移植などの治療が不可欠であるが、発達

途中にある小児患者では、抗癌剤、放射線療法による二次がん、成長障害・不妊症などの内分泌

異常、精神発達障害・痙攣性疾患などの神経毒性など、治癒後の人生の生活の質を大きく損ねる

長期的な合併症が生じ得る。多くの患児が長期生存を得られる様になった今日、難治性白血病の

成績向上と共に、長期合併症のない治癒を目指すことが、真の白血病克服に到達する上での不可

避の課題である。こうした中、一般抗がん剤に加え悪性腫瘍細胞の、生体内での動態に基づいた

分子標的薬剤の開発が topicとなっている。 

近年、様々な悪性腫瘍における増殖・進展・転移・治療抵抗性を考えるに当たり、サイトカ

イン、接着因子や小胞顆粒であるエクソソーム、さらには酸素濃度やタンパク濃度などの物理的

環境因子を通じた、原発巣や転移巣における微小環境との相互作用が注目されている。特に転移

先などの特殊な環境下では、低酸素環境への適応や、腫瘍細胞が細胞周期の静止期へ移行

（metastatic dormancy）する事によって、ケモカインレセプター、遺伝子発現、さらには細胞

代謝を変化させ、本来腫瘍細胞にとって生存しづらい転移先環境に適応・生存することが報告さ

れてきている。こういった、転移巣における性質の変化した細胞集団は多くの化学療法の標的で

ある細胞増殖を抑えるなどの機序で化学療法耐性を獲得し、再発に大きく寄与すると考えられ

ている。一方で、この様な特殊な環境下における生存に必須な病態変化を解析しその特徴をつか

むことで、新たな治療標的を生み出す可能性が期待される。 

白血病研究においては、正常造血幹細胞微小環境の知見を基礎に、主として原発巣である骨

髄での微小環境に目が向けられ幾つかの重要な報告がなされてきた。例えば、白血病幹細胞は正

常造血幹細胞と同じ微小環境に存在すること、この微小環境は低酸素状態であり、細胞周期は静

止期に陥り、代謝は電子伝達系から解糖系にシフトした低酸素適応した特徴を持つこと、さらに

はこの様な低酸素環境にある白血病細胞は治療耐性を獲得することなどが明らかになってきて

いる。一方、白血病は血液細胞が腫瘍化したものであり、転移という概念が構築されにくいが、

臨床的には中枢神経や精巣などを中心とした原発外の髄外臓器における白血病細胞残存が白血

病再発に大きく寄与していることが知られている。造血支持組織ではない中枢神経などの髄外

臓器での白血病細胞生存には特徴的なメカニズムが働いていると考えられるが、これまで中枢

神経白血病をはじめとした髄外微小環境での白血病細胞の動態を詳細に検討した報告はほとん

どない。 

申請者の所属する研究室で開発され、ヒト造血幹細胞の測定系 (Hiramatsu, H. et al. Blood , 

2003)のみならず、腫瘍細胞においても腫瘍再現性、腫瘍解析ツールとしても優れている高度免

疫不全マウス NOD/SCID/γcnullマウス（以下 NOG マウス）(Kato M. Sanada M. Kato I. et al. 

Nature, 2009,Sakashita K, Kato I et al. Leukemia, 2015)を用いて、これまでに申請者は小児

急性リンパ性白血病（ALL）増殖に関わる骨髄外のいわゆる髄外微小環境の存在を明らかにし、



ALL細胞の髄外浸潤に重要な分子機構を解明し新たな治療戦略を提案してきた（Kato I. et al. 

PLoS One. 2011）。 

申請者はこれまでに臨床学的診断に用いられる髄液検査、頭部MRIや病理解析を用いてこの

白血病マウスモデルがヒト中枢神経白血病の病態を正確に再現していることを確認し、網羅的

遺伝子発現解析やメタボローム解析、in vitro、in vivo assayを用いて中枢神経にいる白血病細

胞は骨髄にいる白血病細胞と比較し静止期に落ち込んだ細胞が多く、電子伝達系より解糖系に

エネルギー代謝を依存するなど低酸素環境に順応した特徴を有することを明らかにした。これ

らの結果から中枢神経白血病細胞は、骨髄支持組織ではない中枢神経の微小環境中で生存する

上で骨髄中における白血病幹細胞が存在する低酸素領域での代謝的・細胞周期静止期的性質を

獲得し、白血病再発に寄与している可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はこれらの研究成果を発展させ、中枢神経微小環境の詳細を明らかにし、中枢神経

微小環境に存在する白血病細胞の代謝的特性などを標的とすることで白血病根治を目的とした

臨床応用可能な治療基盤を構築することである。 
 
３．研究の方法 
患者検体や免疫不全マウスで増殖させた細胞、セルラインを用いて、中枢神経に浸潤した白血病

の遺伝学的、分子生物学的特徴を解析する。また治療効果を評価するため免疫不全マウスを用

いた前臨床試験を行なう。 
 
４．研究成果 

（１）申請者は白血病 xenograftマウスモデルを用いて解析を進め、低酸素領域に順応した

特徴の 1つとしてCNS白血病細胞は骨髄白血病細胞と比較してVEGFAの発現が上昇して

いることを明らかにし、白血病 xenograft modelに VEGFAの阻害剤である Bevacizumab

を腹腔内投与すると、骨髄白血病細胞には有意な変化はないももの、CNSでは ALL細胞が

アポトーシスに陥り、細胞数が減少することを示し、Bevacizumab を用いた CNS 白血病

に対する治療戦略を示した。臨床でその治療戦略に難渋することの多い CNS白血病に対し

て、Xenograft modelの長所を生かして多角的解析を行い、明らかにした低酸素環境に順応

したCNS白血病の特徴であるVEGFAの上昇を標的とした新規治療戦略を提示すことが出

来た。これらの結果を Bloodに誌上発表した。（Blood. 2017;129: 3126-3129.） 

（２）続いて、さらなる中枢神経白血病新規戦略を展開するため、遺伝子改変などの操作が簡便

な cell line を用いた中枢神経浸潤白血病マウスモデルを構築した。RCH、TOM1、NALM6、REH、

SUSR、などの B lineage ALL の cell line を NOG マウスに移植し移植後 3週間以上経過したマ

ウスの中枢神経浸潤評価を行なうと Cell line によって中枢神経指向性は異なり、例えば RCH は

肝臓浸潤が激しいため肝腫大にて致死的転帰をたどる事が多く、TOM１は中枢神経浸潤をほぼ認

めなかった。NALM６、REH、SUSR は中枢神経浸潤を認めた。予後不良で中枢神経浸潤のリスクフ

ァクターである BCR-ABL 融合遺伝子を有する cell line である SUSR に IVIS システムにて

luciferin による可視化が可能である luciferase を遺伝子導入し、経時的にマウスを sacrifice

する事無く白血病の中枢神経浸潤を可視化する事が可能なシステムを構築した。 

（３）白血病治療においてもがん免疫療法の効果が確認されており、近年実用化されたがん免疫

療法のキメラ抗原受容体 T細胞療法（CAR-T）細胞療法は難治性小児 ALL に対して高い有効性が

報告され新規治療戦略として期待されているが、治験対象症例から中枢神経浸潤白血病が除外

されているため、CART 細胞療法の中枢神経浸潤白血病症例に対する効果はわかっていない。こ



れまでの研究結果からは中枢神経白血病細胞は骨髄白血病細胞とは存在する微小環境に大

きな差があり、中枢神経白血病細胞は酸素や糖分、蛋白などが相対的に低下した微小環状に

存在する事を示しており、その様な中枢神経の微小環境でも CART 細胞が白血病細胞に対

して殺細胞性効果を発揮できるかは不明であったため、構築した解析技術を元に、Luc 導入

SUSR を使用して CART 細胞を用いた中枢神経浸潤白血病に対する治療効果を検討した。 

 免疫不全マウスに Luc導入 SUSRを脳室内移植後、7日目に CART細胞を静脈内移植し

て治療効果を観察すると、5匹中 2匹では腫瘍細胞の消失を確認したが、3匹のマウスで腫

瘍残存、もしくは腫瘍再発を認めた。静脈内投与では効果は認めるものの治療効果は不十分

であったため、CART 細胞を脳室内投与したところ 6 匹中、6 匹で腫瘍消失を認め CART

細胞の経静脈的投与と比較して優位に治療効果が優れていることが示された。CART 治療

の中枢神経合併症が危惧されたが、CART 脳室内投与群においても一過性の体重減少など

以外には大きな合併症は認めなかった。血清中、髄液中サイトカインも測定したがいずれも

サイトカイン放出症候群を疑わせるような挙動は示していなかった。これらの結果から

CART 細胞を用いた中枢神経浸潤白血病に対する新規治療戦略を提示することが出来た。

（Mol Ther Oncolytics. 2020 May 26;18:37-46.） 

臨床でその治療戦略に難渋することの多い中枢神経浸潤白血病に対して、PDX の長所を

生かして多角的解析を行い、明らかにした中枢神経浸潤白血病の特徴を標的とした新規標的

療法やがん免疫療法を応用した新規治療戦略を提示すことが出来た。 
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