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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

欧米を中心に、化学療法抵抗性 ALL 患者に対して、ALL 細胞表面に発現する CD19 抗原に

対するキメラ抗原受容体を、患者から採取した末梢血Ｔ細胞に遺伝子導入し、大量に培養して輸

注する CD19.CAR-T 療法の臨床試験が行われ根治例を含む良好な成績が報告されている。しか

し、遺伝子導入にウイルスベクターを使用しているので白血病を惹起する危険性があり、特に小

児においては長期安全性に懸念がある。また、培養系に、白血病細胞株、牛胎仔血清などの異種・

腫瘍材料が用いられることが多く、培養設備の高コスト化や安全性への問題点となっている。非

ウイルス（DNA プラスミド）ベクターによる遺伝子導入法である PiggyBac トランスポゾン法

での CAR-T 療法を開発し、より安全で安価な CD19.CAR-T 療法の開発を行い以下の成果を達

成できた。 
GMP 準拠の大量キメラ遺伝子Ｔ細胞培養法確定、規格の決定、安定性の検討：技術革新によ

り、 PiggyBac トランスポゾン法による遺伝子導入効率がそれまでの 5-10％から約 50％と向上

し、非ウイルスベクターとして世界最高水準であり、特許の出願を行った。GMP グレードで入

手が可能である細胞培養液、サイトカイン、培養容器、抗体、プラスミドを使用して CAR-T 細

胞に最適な培養方法を確立し、規格を確定し、作製した CAR-T 製剤について、凍結融解の実験

により溶解時の安定性を確かめ、さらに溶解時の無菌試験を行い、安全性を確認できた。 
非臨床試験：メディリッジ社へ GMP 製造に準じたグレードのプラスミドを製造委託した。そ

のプラスミドを用いて作成した CAR-T 細胞を用い、マウスを用いた非臨床試験および CAR-T
細胞測定方法のPCRバリデーションの実施を外注委託した。単回投与毒性試験を行ったところ、

臨床推定用量を超える用量においても、特段問題となる事象は認められなかった。 
臨床試験：臨床試験計画立案、規制当局との相談・対応、関連文書作成：知財の侵害を受けな

いプラスミドの構造を再検討した上で、GMP グレードでのプラスミド製造に向け、予備製剤製

造を行い、手順書を整備した。臨床試験に向け、「再生医療等の安全性の確保等に関する法律」

（平成 25 年法律第 85 号）に従い、細胞調製を行うバイオマテリアル調製ユニットの衛生管理

基準書、製造管理基準書、品質管理基準書等必要な手順書の整備を行った。臨床プロトコールを

作成した。 
薬事戦略相談： PMDA との薬事戦略相談を、平成 28 年 6 月 13 日に行い、将来実施するた

めの治験について、細胞加工の工程、非臨床試験結果による安全性について事前面談を行い、第

Ｉ相臨床研究の開始について、「再生医療等の安全性の確保等に関する法律」に定められた特定

認定再生医療等委員会等において判断のうえ、開始することを確認できた。本年度中の臨床研究

第Ｉ相試験の開始が可能である。 
PiggyBac トランスポゾン法によるキメラ遺伝子導入Ｔ細胞療法に関する複数の知財につい

て、特許出願を行った。これらは、我が国発の特許技術を用いた CAR-T 細胞療法開発をさらに

強化する知財である。 
次世代シークエンサーを用いた骨髄微小残存腫瘍検出法の開発：免疫グロブリン重鎖及び T

細胞受容体γ鎖の相補性決定領域 3 における塩基配列の多様性を次世代シークエンサーで解析

し、10-5～10-6 の微小残存白血病細胞を検出する測定系を確立した。これは CD19-CAR-T 細

胞療法の適応及び効果測定に必要である。 
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Clinical studies of CD19.CAR-T therapy have been conducted in Europe and the US in recent 

years for chemotherapy resistant ALL patients. Chimeric antigen receptor (CAR) against CD19-
antigen expressed on the surface of tumor cells is transferred into T cells collected from ALL 
patients, cultured and transfused. 80-90% of complete remission rate have  
been reported in these studies (NEJM 2013, NEJM 2014, Lancet 2014). 
 Concerns of the CAR-T cell preparation methods in clinical studies reported in US and EU are 
as follows. 1) Potential risk of gene transfer near proto-oncogenes, 2) Requirement of Standard 
for Biological Ingredients, 3) Risk of contamination with replication-competent viruses, 4) Large 
and strictly controlled facility. A transposon is a short gene sequences that cause rearrangement 
of genes that are conserved during evolution. A transposon causes gene rearrangement in a pair 
of gene enzyme (transposase) and its specific recognition sequence. Dr. Nakazawa reported the 
CAR-T therapy using piggyBac transposon system (non-virus vector system), when he was in 
Baylor College of Medicine (Nakazawa et al.Mol Ther, 2011Dec; 19(12):2133-43). Our team 
improved the serum-free large-scale T cell culture technology of Nagoya University and achieved 
the highest transduction efficiency in the non-viral system; over 50%. We applied three patents 
including Achieved the highest transduction efficiency in the non-viral system (over 50%) 
(PCT/JP2016/079989). 
Luciferase gene-transfected CD19 positive leukemia cells were intravenously injected into 

immunodeficient mice (NSG mice), and CD19CAR-T cells or control T cells were intravenously 
injected 3 days later. Significant therapeutic effects were observed in mice receiving CD19. CAR-
T cells. Single intravenous toxicity study in NOG mice reveled that no death was observed in any 
of the groups and the effect of administration of the test substance on general condition, body 
weight, food consumption, hematological examination, blood biochemical examination, urinalysis, 
autopsy, organ weight and histopathological examination was not observed. From the test results, 
the nontoxic level of CD19.CAR-T was judged to be 1.0 × 108 cells/kg in both males and females. 
We prepared for starting the phase 1 clinical trial of CD19.CAR-T therapy for chemotherapy 
resistant ALL patients using non-virus vector system. 
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