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研究成果の概要（和文）：KMT2A遺伝子再構成をもつ急性リンパ性白血病（KMT2A-R ALL）は、乳児に好発して現
在でも予後不良である。我々は、KMT2A-R ALLに対する新規治療として、CD19とFLT3を同時に認識して殺細胞効
果を示すdual CAR-T細胞の開発を試みた。ピギーバックトランスポゾンベクターを用いて作成したdual CAR-T細
胞は、CD19やFLT3陽性のALL細胞に対して、抗原特異的な殺細胞効果を示した。我々が開発したdual CAR-T細胞
が、KMT2A-R ALLに対する新規治療として有効である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：KMT2A-rearranged acute lymphoblastic leukemia (KMT2A-R ALL) occurs in 
infancy and has resulted in dismal outcome. We tried to develop dual CAR-T cell therapy targeting 
both CD19 and FLT3. We generated dual CAR-T cells recognizing both CD19 and FLT3, by using non-viral
 Piggy-Bac transposon vectors. The dual CAR-T cells showed antigen-specific cytotoxicity against 
KMT2A-R ALL cells. This dual CAR-T cell therapy might be a promising therapy for KMT2A-R ALL.

研究分野： 小児血液腫瘍学
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3
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、現在でも予後不良であるKMT2A再構成をもつ急性リンパ性白血病（KMT2A-R ALL）に対する新たな治
療として、CD19とFLT3をどちらも認識できる新たなCAR-T細胞（dual CAR-T）を作製した。私たちが作成した
dual CAR-T細胞を、KMT2A-R ALL細胞と共に培養したところ、dual CAR-T細胞はALL細胞を殺傷することができ
た。Dual CAR-T細胞治療は、KMT2A-R ALLに対する新規治療として有望である。

※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 
 
 KMT2A(MLL)遺伝子再構成陽性の急性リンパ性白血病(ALL)は、主に乳児期に発症する、B前駆
細胞性の ALL (B-ALL)である。その予後は、本邦で行われた臨床試験である MLL-03 研究におい
て、4年の無病生存率が 43.2%と極めて不良である。KMT2A 遺伝子再構成陽性 ALL は、化学療法
に抵抗性であり、本邦では寛解導入後の早期に造血細胞移植を行うことによって、治療成績の
向上が図られてきた。しかし対象が乳児例であるため、移植による晩期合併症が大きな問題と
なっており、世界的には造血細胞移植の回避が必要との意見が根強い。 
 近年、B-ALL を対象とした抗体療法や細胞免疫療法が大きく進歩した。とりわけ、白血病細
胞の表面に発現する CD19 蛋白を標的とした遺伝子改変 T 細胞（CAR-T）を用いた CD19 CAR-T
療法は、再発および難治の B-ALL に対して絶大な効果を有することが明らかとなった。しかし、
KMT2A 再構成陽性の B-ALL では、CD19 CAR-T 療法後に CD19 が陰性化し、骨髄性白血病として再
発する現象（lineage switch）がしばしば観察され、その結果 CD19 CAR-T 療法をもってしても
治癒しない症例が存在する。 
 以上から、乳児期発症 KMT2A 再構成陽性 ALL に対しては、晩期合併症を含めた治療関連毒性
の低い新規治療法の開発が、喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、乳児期発症の KMT2A 再構成陽性 B-ALL の新規治療を開発することである。
乳児例が対象であることから、晩期合併症や急性毒性を軽減することが重要であり、CAR-T 細
胞療法をベースとした新規細胞治療の開発を目指す。さらには CAR-T 細胞の作製にピギーバッ
クトランスポゾンベクターを用いることによって、CAR-T 細胞療法のコスト低減を目指す。 
 
３．研究の方法 
 我々は、KMT2A 再構成陽性の B-ALL 細胞が、CD19 蛋白質のみならず、骨髄球系細胞で発現し
ている FLT3 蛋白質をも高発現していることに着目して、以下の研究を行った。 
 
(1) FLT3 CAR-T 細胞の作製と抗腫瘍効果の検討 
 FLT3を認識する一本鎖抗体を、膜貫通領域、CD28細胞内ドメイン、
CD3z細胞内ドメインをコードする遺伝子をin-frameにクローニング
してピギーバックトランスポゾンベクターに組み込み、これを T 細
胞に導入して FLT3 特異的 CAR-T 細胞を作製した（図 1）。この FLT3 
CAR-T 細胞を、FLT3 を発現している KMT2A 再構成陽性の B-ALL 細胞
と共培養して、抗腫瘍効果を検討した。 
 
(2) CD19 と FLT3 を両方とも認識できる dual CAR-T 細胞の作製と、
その抗腫瘍効果の検討 
 FLT3-CAR 遺伝子、CD19-CAR 遺伝子のそれぞれをコドン最適化した
上で各々遺伝子導入を行い、一つの遺伝子改変 T細胞が CD19 と
FLT3 の双方を認識できる dual CAR-T 細胞を作製した（図 2）。
この dual CAR-T 細胞に対し、CD19 単独陽性腫瘍、FLT3 単独陽
性腫瘍、CD19/FLT3陽性腫瘍、CD19/FLT3陰性腫瘍と共培養した。
また、CD19/FLT3 陽性腫瘍の CD19 発現を、クリスパーキャス 9
を用いて遺伝子編集することによって消失させてCD19陰性再発
モデル細胞を作製し、これを dual CAR-T 細胞と共培養して、抗
腫瘍効果を検討した。 
 
(3) In vivo 担がんマウスモデルにおける CAR-T 細胞の効果の検討 
 CD19 を遺伝子編集によって陰性化させた KMT2A 再構成陽性再発モデル B-ALL 細胞を、GFP で
標識した上で免疫不全マウスに投与し、担がんマウスモデルを作成した。これらのマウスに
CD19 CAR-T 細胞、または FLT3 CAR-T 細胞、または dual CAR-T 細胞を投与し、マウスの腫瘍量
を蛍光可視化システムで経時的に評価するとともに、マウスの骨髄細胞中に含まれる CAR-T 細
胞を計測した。 
 
４．研究成果 
(1) FLT3 CAR-T 細胞の抗腫瘍効果 
 我々が作製したFLT3 CAR-T細胞は、FLT3を発現するKMT2A再構成陽性のB-ALL細胞株（KOCL44）
に対して、強力な抗腫瘍効果を示した（図 3）。 

図 1：FLT3 CAR-T 細胞
の模式図 

図 2：dual CAR-T 細
胞の模式図 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) dual CAR-T 細胞の抗腫瘍効果 
 我々が作製した dual CAR-T 細胞は、KMT2A 再構成陽性 B-ALL 細胞株に対して抗腫瘍効果を示
した。CD19 陰性再発モデルの KMT2A 再構成陽性 B-ALL 細胞株に対しても抗腫瘍効果を示し（図
4）、本 CAR-T 細胞が CD19 陰性化再発にも対応可能なことが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) FLT3 CAR-T 細胞と dual CAR-T 細胞の、CD19 陰性再発マウスモデルにおける抗腫瘍効果 
 我々が作製した FLT3 CAR-T 細胞は、本マウスモデルにおいても抗腫瘍効果を認め、CAR-T 細
胞がマウスの体内で長期に存在し続けることが確認できた。しかし、dual CAR-T 細胞について
は抗腫瘍効果が弱かった。 
 
(4) 総括 
 我々が本研究で作製した FLT3 CAR-T 細胞と dual CAR-T 細胞は、in vitro で KMT2A 再構成陽
性 B-ALL 細胞に対する強力な抗腫瘍効果を発揮した。CD19 を陰性化させた再発 ALL モデルにお
いても、その抗腫瘍効果は維持されていた。従来の CD19 CAR-T 療法の問題点である KMT2A 再構
成陽性 B-ALL の CD19 陰性化再発に対しても、これらの CAR-T 細胞が有効であることを示した。 
 FLT3 CAR-T 細胞は in vivo でも、CD19 陰性再発 ALL マウスモデルにおいて、抗腫瘍効果を示
した。しかし dual CAR-T 細胞は、本モデルにおける抗腫瘍効果が弱かった。このことから、dual 
CAR-T 細胞については、製造法を改良する必要があると考えられた。 
 また、ピギーバックトランスポゾンベクターを用いて作製した CAR-T 細胞が抗腫瘍効果を発
揮することが確認できたことから、KMT2A 再構成陽性 ALL に対する CAR-T 細胞療法を、低コス
トで実用化する道が開かれた。 
 本研究によって、予後不良である乳児期発症 KMT2A 再構成陽性 B-ALL に対する、新規の細胞
治療を実現するための基盤を確立することができた。 
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