
三重大学・医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４１０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

WT1を標的とした急性骨髄性白血病のキメラ抗原受容体発現T細胞療法の基盤構築

Basic construction of WT1-targetting CAR-T therapy for acute myeloid leukemia

２０１８５８１２研究者番号：

片山　直之（Katayama, Naoyuki）

研究期間：

１７Ｋ０９９２３

年 月 日現在  ２   ５ １５

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：免疫不全マウスへの異種移植系とin vitro培養系を用いて、CD25+急性骨髄性白血病
においては白血病幹細胞分画のCD25の発現は変動することを明らかにし、CD25はCD25+急性骨髄性白血病の分子
標的とはなり難いことが示した。成人B1細胞の起源を検討した。造血幹細胞に遺伝子異常を認めるが、その造血
幹細胞が多分化能を保持している後天的疾患である発作性夜間血色素尿症と慢性骨髄性白血病の症例の末梢血液
細胞を解析することで、成人造血幹細胞がB1細胞を産生していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We examined leukemic stem cell (LSC) properties of CD25-positive acute 
myeloid leukemia (AML), using a patient-derived xenograft model and an in vitro culture system. The 
expression of CD25 fluctuated in LSCs in CD25-positive AML, suggesting that targeting CD25 may not 
be effective for eradicating LSCs of CD25-positive AML. 
We analyzed peripheral blood cells from patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinemia (PNH), a 
clonal disorder of hematopoietic stem cells (HSCs) caused by somatic mutations in PIGA. Importantly,
 the PIGA-mutated HSCs retain their multilineage differentiation capacity. We separated and 
investigated the mutated cells. The results suggest that a small, but distinct, proportion of B1 
cells may be derived from adult HSCs. The similar data were obtained with peripheral blood cells 
from patients with chronic myelogenous leukemia, a clonal disorder of HSCs with their multilineage 
differentiation capacity except for T-cell lineage.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 血液内科学　造血器腫瘍　急性骨髄性白血病　白血病幹細胞　CD25　造血幹細胞　B1細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
造血器悪性腫瘍の中でがん幹細胞の存在が明白である急性骨髄性白血病（AML）に対する白血病幹細胞に対する
分子標的療法の開発は、AMLの治療成績の改善に必須である。そのような状況の中では、標的分子の同定が必要
とされ、その同定には緻密な検討が要求される。今回の研究成果は最適な分子の同定を再認識させる意義のある
ものである。ヒトB1細胞の機能は不明な点も多い。この細胞の生物学的特性を明らかにしていくことで、様々な
免疫反応や自己免疫疾患のメカニズムを検討していくことは、疾患の病態解明や治療法の開発に有用な情報を提
供するものである。

※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、研究者個人に帰属されます。
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1. 研究開始当初の背景 
造血幹細胞の研究の成果に後押しされるように、急性骨髄性白血病 (AML)と慢性骨髄性白血病 
(CML)では、他のがん種に先行して、がん幹細胞である白血病幹細胞の概念の形成と同定が進
められ、白血病幹細胞は疾患の発症、維持、再発を担っている細胞であることが判明してい
た。AML に対する標準化学療法では、70-80%の症例において完全寛解が得られているが、長
期生存は 40%前後に留まっている。血縁者を提供者とした造血幹細胞移植に加えて、骨髄バン
クや臍帯血バンクを介した非血縁造血幹細胞移植も普及し、治療成績の向上に貢献している
が、適切な造血幹細胞のソースがない症例の存在や発症年齢の中央値が 60 歳以上であること
を考えると、造血幹細胞移植が AML の治療成績を改善させることにも限界があった。AML の
治療成績のさらなる向上ためには、白血病幹細胞を標的としたこれまでとは異なった切り口に
よる治療法の開発がまさに必要とされていた。 
 
2. 研究の目的 
WT1 遺伝子は Wilms 腫瘍の原因遺伝子の１つとして単離された遺伝子であるが、AML や骨髄
異形成症候群などの骨髄系造血器腫瘍の腫瘍細胞に高発現していることが明らかにされ、遺伝
子の発現量が微少残存病変の検出など疾患のモニタリングに有用であり、実地臨床で測定され
ている。AML の治療成績の現状を鑑み、AML に対するがん特異抗原を標的とした新規治療法
の開発を目指すものとして、HLA クラス I と細胞内分子 WT1 由来のペプチドの複合体を特異
的に認識する T 細胞クローンから単離した T 細胞受容体遺伝子を導入した T 細胞の輸注療法が
期待されていたため、AML の白血病幹細胞を含めた白血病細胞における HLA クラス I と WT1
分子由来のペプチドとの複合体の発現を解析することで、AML に対する WT1 分子を標的とし
た T 細胞輸注療法の適格性と有効性の予測の検討方法を確立する計画であった。その計画を遂
行するには、HLA クラス I と WT1 分子由来のペプチドとの複合体を特異的に認識するモノク
ローナル抗体が必要であるが、日本人に最も高頻度で発現されている HLA クラス I である
HLA-A*24:02 とそれに結合した WT1 分子由来のペプチドとの複合体を特異的に認識するモノ
クローナル抗体が研究代表者の所属する研究機関内で既に作成されており、その供与を受けて
いた。そのモノクローナル抗体を用いて HLA-A*24:02 とそれに結合した WT1 分子由来のペプ
チドとの複合体の発現解析を開始したが、白血病細胞における HLA-A*24:02 とそれに結合し
た WT1 分子由来のペプチドとの複合体の発現量が極めて少なく、増幅法の工夫にも拘わら
ず、その検出は困難であった。そこで、AML の白血病幹細胞に特異的に発現されていると報告
されていた CD25 分子が AML に対する分子標的となり得るかの検討をすることとした。以上
に加えて、マウス B1 細胞の起源については多くの報告がなされていたが、当時では全く不明
であったヒト B1 細胞の起源についてのプロジェクトも遂行することとした。 
 
3. 研究の方法 
(1) AML の白血病幹細胞における CD25（IL-2 受容体 alpha 鎖）の発現 
研究は三重大学大学院医学系研究科のヒト研究に対する倫理審査委員会の承認を得ている
（protocol No. 1605）。CD25 陽性 AML の９症例からの検体を対象として、研究を遂行した。採
取後 48 時間以内に骨髄あるいは末梢血から単核球を分離し、検体を使用するまで液体窒素内で
凍結保存した。保存されていた検体を融解し、単核球分画を cell sorter FACS Aria II を用いて、
T 細胞を含まない白血病幹細胞分画である CD34+CD38-分画を分離し、さらにそれらを
CD25+CD34+CD38-分画と CD25-CD34+CD38-分画に分けた。CD25+CD34+CD38-分画と CD25-
CD34+CD38-分画を別々の生後 48 時間以内の放射線照射をした免疫不全マウスへ移植し、ヒト
AML 細胞が生着した免疫不全マウスから再び AML の白血病幹細胞分画である
CD25+CD34+CD38-分画と CD25-CD34+CD38-分画を分離し、別々の生後 48 時間以内の免疫不
全マウスへ二次移植を行い、ヒト AML 細胞の生着を検討した。細胞培養では、
CD25+CD34+AML 細胞と CD25-CD34+ AML 細胞を分離し、IL-3、G-CSF、GM-CSF、EPO、
TPO、SCF のサイトカインの存在下で 48 時間培養した。培養後、細胞の CD25 と CD34 の発現
を Flow Cytometry 法で解析した。 
(2) ヒト B1 細胞の起源 
マウスでは遺伝子マーカーで標識された造血幹細胞の産生する成熟 B 細胞を追跡することで、
マウス成体の造血幹細胞が B1 細胞を産生する能力があることが示されていた。ヒトでは遺伝
子マーカーで標識された造血幹細胞を移植する実験は施行できない。そこで、成人造血幹細胞
に後天性の遺伝子異常が獲得され、その造血幹細胞の遺伝子異常が成熟 B リンパ球にも継承さ
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れる造血幹細胞のクローン性疾患の症例の末梢血を用いて実験をすることとした。発作性夜間
血色素尿症（PNH）の症例では成人の造血幹細胞に PIGA遺伝子の異常があり、PIGA遺伝子の
異常を持つ造血幹細胞及びその子孫の成熟血液細胞は全てにおいて glycophosphatidylinositol
（GPI）アンカー蛋白が欠失している。研究は三重大学大学院医学系研究科のヒト研究に対す
る倫理審査委員会の承認を得ている(protocol No. 1584)。GPI アンカー蛋白と特異的にかつ強固
に結合する fluorescence-labeled inactive toxin aerolysin（FLARE）を用いて、GPI アンカー蛋白が
陰性である PNH クローン由来の血液細胞を同定、分離した。B 細胞の中の B1 細胞を含めた
様々な亜分画の血液細胞における PNH クローン由来の細胞の検出とそれらにおける PIGA遺伝
子の異常を解析した。CML は造血幹細胞に t(9;22)(q34;q11)という染色体転座が生じ、キメラ遺
伝子 BCR-ABL1 が形成され、CML 幹細胞は骨髄系のすべての細胞と B 細胞の一部の細胞を産
生するが、T 細胞の産生能はない。そこで、CML 症例から B1 細胞を含めた様々な B 細胞分画
と T 細胞分画における BCR-ABL1/ABL1 を T 細胞分画の BCR-ABL1/ABL1 を陰性コントロールと
して解析した。 
 
4. 研究成果 
(1) AML の白血病幹細胞における CD25（IL-2 受容体 alpha 鎖）の発現 
CD25 陽性 AML の白血病幹細胞分画における CD25 の発現についての検討で明らかになったこ
とは、AML の白血病幹細胞分画をさらに分割した２つの CD25+CD34+CD38-分画と CD25-
CD34+CD38-分画は免疫不全マウスへの一次移植ではともにヒト AML 細胞を生着させ、ヒト
AML 細胞の生着が確認できた一次マウスから再び AML の白血病幹細胞分画である２つの
CD25+CD34+CD38-分画と CD25-CD34+CD38-分画を分離し、それぞれを二次マウスに移植する
と、再びともにヒト AML 細胞の生着が確認できた。これらの免疫不全マウスへの AML の白血
病幹細胞の移植実験系からは、CD25 の発現は AML の白血病幹細胞分画において変動すること
が明らかとなった。同様のことが in vitro の細胞培養系で再現できるかを検討した。
CD25+CD34+AML 細胞の培養では、CD25+CD34+AML 細胞と CD25-CD34+ AML 細胞が検出さ
れる症例と CD25+CD34+AML 細胞だけが検出される症例があった。CD25-CD34+ AML 細胞の
培養では、CD25+CD34+AML 細胞と CD25-CD34+ AML 細胞が検出された。AML の白血病幹細
胞分画における CD25 の発現の変動が in vitro でも確認された。CD25 は CD25 陽性 AML の白
血病幹細胞分画に特異的に発現されているのではなく、CD25 陽性 AML の治療分子標的とはな
り難いことが示された。 
(2) ヒト B1 細胞の起源 
PNH クローン由来の GPI アンカー蛋白が陰性である FLARE 陰性 B 細胞分画内の B1 細胞分画
である CD19+CD20+CD27+CD43+CD38lo/int 細胞の存在を PNH の６症例より採取した末梢血液
で解析した。検体の採取時期は診断後３-28 年である。B1 細胞分画中に 3.79-8.39%の頻度で
PNH クローン由来の B1 細胞が存在し、T 細胞分画、NK 細胞分画、他の B 細胞分画である
naïve B 細胞に比べるとその頻度が低かったが、低頻度の原因は不明であった。しかしながら、
B1 細胞の頻度は、同一症例内の PNH クローン由来の細胞と正常造血幹細胞由来の細胞では差
が認められず、GPI アンカー蛋白の欠失が B1 細胞の頻度に影響を与えているものではないと
思われる。６症例中２症例の検討では、PNH クローン由来の B1 細胞における細胞表面の IgM
と IgD の発現を解析し、50%以上の B1 細胞に細胞表面の IgM と IgD が発現されており、我々
が同定した B1 細胞は現在提唱されている B1 細胞の表現型に一致するものであった。これらの
ことは、成人造血幹細胞が B1 細胞を産生していることを示している。６症例中３症例におい
ては、１回目の解析からそれぞれ 24、29、35 ヶ月の間隔をおいて、PNH クローン由来の B1 細
胞の頻度の解析を施行し、１回目の解析と同様の結果が得られ、一定期間は PNH クローン由来
の造血幹細胞が B1 細胞の産生を維持している可能性も示唆された。２種類の PIGA遺伝子に変
異をもつ症例と 1 種類の PIGA遺伝子に変異をもつ症例の２症例において、mutation-specific 
TaqMan probe を用いて、顆粒球分画、単球分画、T 細胞分画、NK 細胞分画、naïve B 細胞分画
と同一の PIGA遺伝子変異を B1 細胞分画に検出することができ、その頻度についても、PIGA
遺伝子が性染色体 X にあることと検討した検体が女性の検体であったことに矛盾する結果では
なかった。以上の研究結果はヒトでも成体の造血幹細胞が一部の B1 細胞の起源であることを
示している。PNH だけでなく、造血幹細胞に後天性のキメラ遺伝子 BCR-ABL1/ABL1 を形成す
る染色体転座 t(9;22)(q34;q11)が獲得され発症する CML の７症例の末梢血の解析においても、
B1 細胞の一部にキメラ遺伝子 BCR-ABL1/ABL1 が４症例で検出された。これらの結果は、PNH
で得られた結果を支持するものであった。 
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