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研究成果の概要（和文）：原発性骨髄繊維症（PMF）に対する新規細胞免疫療法の開発のため、PMF患者の細胞表
面に発現する、変異calreticulin（mCALR）とMPLの複合体を標的とした治療法の研究を行った。MPL遺伝子と
mCALR遺伝子を導入し、細胞表面にMPL/mCALR複合体を表出する標的細胞株を作成し、MPL/mCALRを特異的に認識
するCAR-T細胞を作成し、標的細胞との反応性を確認した。結果は、mCALR特異的CAR-T細胞は標的細胞を抗原特
異的に認識し活性化する事が明らかとなった。これらの結果より、mCALRを標的としたPMFの治療として、CAR-T
療法は有効な治療となり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Immunotherapy with chimeric antigen receptor (CAR) - T cell therapy would be
 a novel treatment for primary myelofibrosis. Gene mutated calreticulin (mCALR) and MPL complex will
 be the new target of the PMF. Gene modified CALR and MPL were transduced in to the target cells and
 confirmed the expression on the cell surface. And mCALR/MPL specific CAR-T cells were established. 
Created CAR-T cells recognize mCALR/MPL and were activated via target specific reaction. These 
results suggest that CAR-T cell therapy targeting mCALR/MPL might be new therapeutic strategies for 
PMF.

研究分野： 血液内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血不全や急性白血病へ至る疾患の一つであるPMFは、高齢者に発症する造血器悪性疾患であり、多くは同種移
植の適応とならず予後不良である。今回我々が新しく開発した、mCALR/MPLを標的としたCAR-T細胞療法は、従来
の治療とは異なる方法で、PMFの治癒を目指す治療法である。すでにいくつかの造血器腫瘍に対してCAR-T細胞療
法が用いられているが、PMFを始めとする骨髄増殖性疾患に対して、疾患・細胞特異的な分子を標的とする、よ
り効果的な一本鎖抗体およびCAR-T細胞を用いることで、従来治療困難であった移植非適応の高齢者造血器腫瘍
患者に、有望な治療選択肢として提供できる新規治療法となる可能性がある。

※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 
骨髄増殖性疾患（MPN）は高齢者に発症する造血器悪性腫瘍の一つで、造血幹細胞レベルでの
細胞の腫瘍化により発症し、血液細胞の著しい増加を伴い、比較的長い経過で段階的に悪化し、
造血不全や急性白血病へ至る疾患である。高齢者であるがゆえに治癒を目標とした治療法であ
る同種移植の適応とならない場合が多く、現在も予後の改善が得られていない。MPN の一つで
ある原発性骨髄繊維症（PMF）患者の新規治療として、PMF に特異的な抗原を標的とするキメ
ラ遺伝子導入 T 細胞（CAR-T 細胞）療法を開発することで、その高い治療関連毒性のために同
種造血幹細胞移植の恩恵に与れない高齢の PMF 患者に、移植以外に有望な治療の選択肢を提供
することが可能となる。 
 
２．研究の目的 
PMF 患者の約 30%が calreticulin (CALR) の遺伝子変異を伴っており、この変異 CALR 
(mCALR) とトロンボポエチン受容体である MPL とが結合することで、恒常的な増殖シグ
ナルが細胞内へ伝達される。さらに mCALR/MPL 複合体は細胞表面に出現した状態で活性
を有することが報告されていることから、我々は細胞表面の mCARL/MPL に親和性の高い
モノクローナル抗体を作成し、これを基にキメラ遺伝子導入 T 細胞（CAR-T 細胞）を作製
し、臨床応用に向けた研究を行い、造血幹細胞移植の適応のない高齢の PMF 患者に対する
新規治療の開発を目的とし、本研究を行った 
 
３．研究の方法 
(1) 我々の開発した抗体の可変領域の組み替えの技術を用いて、mCALR と MPL の複合体の細胞外
ドメインを認識する mCALR/MPL 複合体特異的抗体の作成を行う。新規特異的抗体の可変領域の
組み換えにより、より効果的な一本鎖抗体（scFv）を作成し、作成した一本鎖抗体と T細胞の活
性化ドメインとのキメラ受容体遺伝子(CAR)を導入した CAR-T 細胞を作成する。作成した CAR-T
細胞を短期間で安定して得られる「培養系」を確立する。 
(2) CAR 遺伝子を導入した mCALR/MPL 特異的 CAR-T 細胞の標的細胞に対するアフィニティーや
CAR-T 細胞自身の活性化、サイトカイン産生能をフローサイトメトリーにて検討する。 
(3) 生体内における CAR-T 細胞の機能の評価として、PMF の再構築によるマウスモデルを作成
し、mCARL/MPL-CAR-T 細胞をエフェクター細胞として輸注し、腫瘍細胞に対する抗腫瘍効果と残
存している CAR-T 細胞の疲弊マーカーを含む表面形質、mCALR/MPL 発現細胞応答性を詳細に検討
し、PMF に対する細胞免疫療法のゴールを目指す。 
 
４．研究成果 
(1) 健常人ヒト末梢血 B細胞を回収し、5’RACE PCR 法を用いて免疫グロブリン軽鎖および重鎖
可変領域遺伝子をクローニングした。続いて、mCALR タンパクの C末端を特異的に認識する抗体
の可変領域を用いて、一本鎖抗体 (scFv) を作製した。加えて、MPL 陰性 CALR 陰性である K562
細胞株に、MPL遺伝子と、代表的なmCALRであるdel52、ins5をそれぞれ遺伝子導入して、K562/MPL、
K562/mCALR(del52)、K562/mCALR (ins5) 細胞株を樹立した。 
(2) 抗体の標的特異性の検討として、His タグ標識可溶性 scFv を作製し、各標的細胞株に対す
る結合性を確認した。その結果、mCALR scFv は K562/MPL 細胞株に結合しないこと、一方で、
K562/mCALR (del52)、K562 (ins5) 細胞株には選択的に結合することを明らかにした。 
(3) 我々の開発した Eumbody System を用いて、mCALR scFv の可変領域遺伝子の片方をヒト免疫
グロブリン可変領域に由来するライブラリー配列に置換し、より効果的な scFv を搭載する CAR-
T 細胞の開発研究を行った。MPL 遺伝子と、del52 または ins5 変異をもつ CALR 遺伝子をそれぞ
れ導入した 2 種類の標的細胞株を樹立し、細胞表面への mCALR/MPL 複合体の表出を確認した後
に、mCALR を特異的に認識する scFv を搭載した CAR 遺伝子導入ヒト末梢血 T細胞を用いて、CAR-
T 細胞の変異 CALR への標的特異的な反応の確認を行った。遺伝子導入を行った mCALR 発現細胞
株と mCALR 特異的 CAR-T 細胞（mCALR-CAR-T 細胞）を共培養した時に、CAR-T 細胞表面上の CD69
ならびに CD107a 分子の発現の増加が認められた。このことから、CAR-T 細胞が、標的細胞表面
の mCALR/MPL 複合体を認識して活性化していることが明らかとなった。 
(4) 作成した mCALR-CAR-T 細胞の生体内における標的特異性や細胞障害活性、抗腫瘍効果を確
認すべく、現在 PMF マウスモデルを作成中である。マウスへ輸注した mCARL -CAR-T 細胞の長期
エフェクター細胞としての機能を解析し、その効果、安全性の評価を行い、移植非適応の高齢者
PMF 患者に対する新規治療としての応用を検討中である。 
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