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研究成果の概要（和文）：PiggyBacトランスポゾン法を用いて正常人およびJMML患者のT細胞へGM-CSFを遺伝子導入し
たGMR.CAR-Tを作製し、本症患者のCD34陽性細胞に対する殺傷効果を解析した。GMR.CAR-T細胞はJMMLのCD34陽性細胞か
ら形成されるコロニー数を著明に減少させたのに対して、mock-T細胞では明らかなコロニー数の減少は認められなかっ
た。GMR.CAR-T細胞はJMML患者のCD34陽性CD38陰性白血病性幹細胞に対しても殺傷効果を示した。一方、臍帯血や骨髄
由来のCD34陽性細胞に対しては明らかな影響を示なかった。以上から、本症に対して有望な免疫治療法となりうること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated anti-proliferative potential of T cells non-virally engineered to 
bind to granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) receptor (GMR.CAR T cells) against 
juvenile myelomonocytic leukemia (JMML) CD34+ cells. The co-culture of healthy or JMML GMR.CAR T cells 
with CD34+ cells of JMML patients in the presence of stem cell factor (SCF), thrombopoietin (TPO) and 
interleukin-3 for 2 days significantly decreased the total colony growth. Seven-day co-culture of GMR.CAR 
T cells with JMML CD34+ cells resulted in a marked suppression on the expansion of CD34+ cells, 
particularly CD34+CD38- cells, under stimulation with SCF+TPO on AGM-S3 cells. Meanwhile, GMR.CAR T cells 
exerted no effects on the colony growth of normal CD34+ cells. Thus, our GMR.CAR T cells may provide a 
novel adoptive immunotherapy for this disease.

研究分野： 小児血液腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

 骨髄異形成症候群（MDS）は、造血幹細胞

の異常に起因する代表的な小児科領域の難

治性血液疾患である。小児の MDS の中で、

若年性骨髄単球性白血病（JMML）は最も多

い病型で、乳幼児期に好発する。唯一の根治

療法は造血幹細胞移植であるが、満足できる

移植成績は得られておらず、中でも PTPN11

変異を持つ JMML の移植後生存率は約 30%

に過ぎない。また、移植後二次癌などの晩発

障害は小児患者にとって大きな問題である

ことから、新規治療法の開発が強く望まれて

いる。 

 

２．研究の目的 

 JMMLの根源的な白血病細胞と言える白血

病性幹細胞に発現しているサイトカイン受

容体（GM-CSF receptor, GMR）に結合するキ

メラ抗原受容体（CAR）T 細胞を作製し、特

異的な殺傷効果を示すか否かを明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

 GMR に結合する GM-CSF の open reading 

frame をトランスポゾンプラスミドにサブク

ローニングし、piggyBac トランスポゾン法を

用いて正常同種あるいは本症患者のT細胞へ

遺伝子導入した GMR.CAR-T を作製し、

JMML 患者の CD34 陽性細胞に対する殺傷効

果を解析する。コントロールとして非導入 T

細胞（mock-T）を用いる。また、臍帯血 CD34

陽性細胞や正常骨髄 CD34 陽性細胞に対する

影響も検討する。 

 

４．研究成果 

 CD3/CD28 刺激と IL-15 により体外増幅さ

れた GMR.CAR-T 細胞を flow cytometry で解

析した結果、約 85%は CD8 陽性で、NK 細胞

はほとんど含まれていなかった。

GMR.CAR-T 細胞は、GMR を発現している

M07e 細胞に対して、E/T 比＝2:1 で明らかな

殺傷効果を発揮したが、mock T 細胞では無添

加時と差はなかった。一方、GMR を発現し

ていない K562 白血病細胞の増殖には

GMR.CAR-T 細胞は影響を及ぼさなかった。 

健常ドナー由来の GMR.CAR-T 細胞と、

PTPN11 変異や NRAS 変異を有する 5 名の

JMML 患者の CD34 陽性細胞を 1:1、1:4 で混

和し、stem cell factor (SCF)、thrombopoitin 

(TPO)、interleukin-3 (IL-3)存在下で、2 日間培

養し、コロニー数を算定した。図 1 に示すよ

うに、GMR.CAR-T 細胞は E/T 比＝1:1 で

JMML 患者 CD34 陽性細胞から形成されるコ

ロニー数を約 10%に減少させたのに対して、

mock-T 細胞では明らかなコロニー数の減少

は認められなかった。また、6MP 治療を受け

ていた JMML 患者の末梢血から作製した

GMR.CAR-T 細胞は、自身の診断時の CD34

陽性細胞に対して明らかな殺傷効果を示し、

その効果は健常人の GMR.CAR-T 細胞と同等

であった。さらに、臍帯血移植後のドナー由

来の末梢血由来 GMR.CAR-T 細胞は、自身の

JMML CD34 陽性細胞を殺傷した。興味深い

ことに、臍帯血由来の正常 CD34 陽性細胞や

骨髄由来の正常 CD34 陽性細胞に対しては、

GMR.CAR-T 細胞は明らかな殺傷効果を示さ

なかった。GMCSFR.CAR-T は GM-CSF の

open reading frame から作製したため、

GM-CSF 刺激下においても殺傷効果を発揮す

るのかを検討した。その結果、SCF、TPO、

IL-3 刺激下と同等に、JMML 患者の CD34 陽

性細胞に対して抑制効果を示した。 

 



 

図 1 GMR.CAR-T 細胞の JMML および臍帯

血 CD34 陽性細胞に対する影響 

 

 上記の研究過程で、JMML 患者の末梢血

CD34 陽性細胞を AGM-S3 細胞上で SCF と

TPO を添加して培養すると、2 週後に平均 20

倍の CD34 陽性細胞を増幅でき、約 90%以上

は CD38 陰性であった。また、培養 7 日目の

CD34 陽性細胞の中にマウスの体内で増殖す

る白血病性幹細胞が存在することを世界で

初めて明らかにした（Sakashita, Koike et al., 

Leukemia, 2014）。そこで、培養開始後 7 日目

に CD34 陽性細胞や CD34 陽性 CD38 陰性細

胞数を算定し、白血病性幹細胞の増殖に対す

る抑制効果を検討した。その結果、

GMR.CAR-T 細胞は、7 monosomy を有する

JMML 患者と、8 trisomy+PTPN11 変異を有す

る JMML 患者の CD34 陽性細胞だけではなく、

CD34 陽性 CD38 陰性細胞の増殖をも著明に

抑制した。一方、臍帯血由来の CD34 陽性細

胞には明らかな影響を及ぼさなかった。以上

から、GMR.CAR-T細胞は JMML患者のCD34

陽性細胞、中でも白血病性幹細胞に対しても

殺傷効果を示すことが明らかとなり、本症に

対して有望な免疫治療法となりうることが

示唆された。 

 また、JMML の遺伝子解析を行う中で、一

部の症例においては GM-CSF 受容体－

RAS/MAPK シグナル経路の遺伝子変異に加

えて JAK3 や SETBP1 遺伝子変異を有するこ

とを見出した。これらの PTPN11 変異+JAK3

変異やPTPN11変異+SETBP1変異のクローン

は診断時から存在し、6-MP に対して抵抗性

を示した（Matsuda., et al. Leukemia 2014）。 
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〔その他〕 

ホームページ等準備中。 
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