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2 抄録 

目覚ましい進歩にもかかわらず、CAR19を標的としたキメラ抗原受容体 T

細胞(CAR19)による治療を受けた患者の 50%以上で進行がみられた。

CAR19治療後に進行がみられた大細胞型 B細胞リンパ腫(LBCL)患者 16

人中 10人では、CAR19は認められなかったか、低値であった。治療前の

低表面 CD19濃度は進行と関連していた。CD19-または CD19loによる再

発を予防するために、再発/治療抵抗性 B細胞性急性リンパ芽球性白血病

(B-ALL)および LBCLの成人患者を対象とした第 I相試験(NCT03233854)

において、CD19および/または CD22を標的とする二重特異性 CAR(CD19-
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22.BB.z-CAR)について検討した。主要エンドポイントは製造の実行可能性

と安全であり、副次的エンドポイントは有効であった。主要エンドポイントは

達成された。97%の製品が治験実施計画書に規定された用量に適合し、用

量漸増中に用量を制限する毒性は発生しなかった。B-ALL(n=17)では

100%の患者が反応し、88%の微小残存病変陰性の完全奏効(CR)が得られ

た。LBCL(n=21)では 62%の患者が反応し、29%の CRが得られた。再発は

B-ALL患者の 50%(10人中 5人)および LBCL人患者の 29%(14人中 4

人)で認められたが、CD22-/loとの関連は認められなかった。CD19/22-CAR

製剤では、CD19で刺激した場合に CD19-/loが減少した。CD19/22-CAR

製剤では、CD19で刺激した場合に CD19-/loが減少した。CD19/22-CAR

製剤 

3 主症状 

CAR19を標的とするキメラ抗原受容体修飾 T細胞 12345678910およびナ

チュラルキラー(NK)細胞 11の目覚ましい抗腫瘍効果により、再発または治

療抵抗性(再発/治療抵抗性)の B細胞悪性腫瘍の治療におけるパラダイ

ム・シフトが推進されてきたが、CAR19による治療を受けた preCARの大半

で病勢の進行がみられ、CAR19による治療への反応と関連付けられた臨

床要因として、患者数や乳酸脱水素酵素(血清乳酸脱水素酵素)5,8があ

る。B-ALL12における CAR19治療後の再発例の 30-95%において、スプラ

イス変異や細胞内残存 CD 191213141516などの様々な機序を介した進行

が報告されている。また、効果的な CAR T細胞応答には高い標的抗原発

現密度 1718192021が必要であることがいくつかの報告で示されている;単

一特異性 CD22-CAR22および B細胞成熟抗原 CARs23による治療後に

は、抗原濃度の低下に関連する耐性が示されている。LBCL21では様々な

レベルで発現しているが、CAR19耐性における CD19-/lo LBCLの発現に

ついては、まだ十分に研究されていない 2425.新たに定義された耐性機序

を克服するための次世代治療薬の開発は、重要な未達成の目標である。 

CD22はシアル酸に結合する接着分子で、主に B細胞系列に限定されてお

り、ほとんどの B細胞系列悪性腫瘍で発現している 2627282930。CD19に

対する治療を行った後に進行した LBCLで強化された B-ALLの小児およ

び若年成人患者を対象とした研究では、CD22 CAR T細胞により 73%の

CR率が誘導され、CD19+および CD19-B-ALL 2231で同等の有効性が示

されたが、再発には CD22lo B-ALLの出現との関連が認められ、B-ALLに



おける sequential targetingの限界が示された。再発/難治患者および B-

ALLの成人患者を対象とした第 I相試験では、CD19および/または

CD22(CD19-22.BB.z)22を標的とする二重特異性 CAR Tについて検討し、

閉鎖系での製造の実現可能性、二重特異性 CAR T細胞の安全、B-ALL

と LBCLの両方における臨床活性が実証された。CD19-/loの再発が観察

され、CD22の発現が維持されたのは、CD19に対して CD22に対する二重

特異性受容体の力価が低下したためと考えられる。 

4 結果 

5 Axicabtagene ciloleucel耐性は CD19-および CD19lo LBCL と関連 

LBCLにおける CAR19治療への抵抗性が CD19-/loの再発と関連している

かどうかを評価するために、当施設では半定量的免疫組織化学(IHC)Hス

コアを用いて、ベースライン時と Axicabtagene ciiloleucel(axi-cel)による治療

を受けた患者の病勢進行時の CD19発現を測定した。追跡期間中央値 21

カ月(95%信頼区間[CI]11-24)で、無増悪生存期間中央値(PFS)は 6.1カ月

(95%CI 3.1-推定不能)であった。23例(52%)で進行が認められた。23例中

16例(52%)で進行後の生検が実施された。axi-cel以前の CD19 Hスコア中

央値は 285(四分位範囲[IQR]範囲[IQR]=240-285)であった(図 1aおよび補

足図 1)。Hスコアのカットオフ値 150を用いて CD19陽性と判定した場合、

39例(89%)が治療前の CD19陽性であったのに対し、研究対象とされた 16

例中 6例(37.5%)のみが進行時の CD19陽性であった。治療前と治療後の

Hスコアを対にした患者では、15例中 9例(60%)が治療前の CD19陽性か

ら再発時の CD19陽性に転換した(McNemar test P=0.003)(図 1b)。さらに、

治療後の生検で CD19の完全な消失が示された例もあった一方で、CD19

発現の減少が示された例もあった(t検定 P=0.32)。これらのデータからも、

治療前の Hスコアを連続変数として扱ったところ、長期間の病勢コントロー

ルがみられた患者と進行がみられた患者との間に差は認められなかったこ

とが実証された。LBCLに対する axi-cel治療後の進行は高い割合で

CD19-/loの発現と関連することが示されたが、治療前の CD19発現の半定

量的 IHC測定では再発リスクのある患者は同定されなかった。 

図 1:IHCは CD19-/lo病 postaxi細胞を証明し、定量的フローサイトメトリ

ーによる LBCL preaxi細胞療法は病気の進行と関連している。 



 

a:Preaxi-cel Hスコアでは長期反応例と postaxi-cel進行例を区別できなかっ

た(t検定で P=0.32,P=1 Fisherの正確な検定)。Waterfall plot of CD19 IHC 

Hスコア preaxi-cel療法(n=44)。Hスコアは陽性 Preaxiの割合(0-100)×染色

強度(1-3)で算出された。破線は Hスコア 150を示し、陽性率の定義に用い

られた。ND:検出不能 b:preaxi-celと進行時の Hスコアは有意差(Wilcoxon
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符号付順位検定で P=0.003)。Hスコア 150をカットオフ値とし、観察された

CD19-/lo進行率(16例中 10例)を用いた場合、95%二項 CI(Wilsonスコア)

の推定値は 38-82%であった。N/A,データ点なし c:進行時(A75:再発 Hスコ

ア=160;A62:再発 Hスコア=120;A30:再発 Hスコア=100;A53:再発 Hスコア

=0)d:進行時(A116)の IHCにおける CD19発現量の減少を示した代表的な

患者(A140)と進行時(A75:再発 Hスコア==;A62:再発 Hスコア=100;A30:再

発 Hスコア=100;A53:再発 Hスコア=)d:進行時(A 3000)の CD19発現量の

減少を示した代表的な患者(A75:再発 Hスコア=;A62:再発 Hスコア=100)。

A30:再発 Hスコア=100;A53:再発する Hスコア=53)e:15例の患者で最高

(暗青色)から最低(白色)まで整理した定量的フローサイトメトリーによる

CD19部位の密度の中央値 f:axi-cel後に進行する可能性が高かった(ファ

ースロジスティック回帰で P=0.03)。fitモデルに基づくと、1細胞当たり 3000

分子/細胞が CD19陽性のカットオフ値とされた。f:axi-cel進行時(n=8)の

CD19発現量の中央値 f:axi-cel後の CD19部位の密度の中央値 f:axi-cel

後の CD19 0.28 0.38 preaxi Preaxi 

原データ 

フルサイズの画像  

表面密度の定量的評価により axi-cel後の転帰を予測できるかを評価する

とともに、再発に関連する発現の閾値レベルを明らかにする試みを行うため

に、定量的フローサイトメトリーを用いて細針吸引により得られた生細胞浮

遊液の CD19部位密度を測定した。Preaxi-cel LBCLでは、IHC H-スコアで

陽性と判定された 2名の代表的な患者からの LBCLsを示した図 1dに示す

ように、CD19部位密度の中央値に相当する患者間内および患者間の変動

が認められた。preaxi A116では IHC H-スコアで陽性と判定された 2名の

患者からの DNAが検出されたのに対し、A140では IHC H-スコアで陽性と

判定された 2名の患者からの DNAが検出されたことから、IHC H-スコアで

陽性と判定された 3カ月後の CD19部位密度の中央値は 1細胞当たり

6396分子(IQR=3647-8540)であり、その範囲は 1細胞当たり 952-46～805

分子であった(図 1e)。ペナルティ化ロジスティック回帰モデルを用いた解析

では、治療前の CD19部位密度の中央値が低い患者では axi-cel後の進行

リスクが有意に高く(P=0.03),細胞当たり CD19分子数が 2934分子の患者

では進行リスクが 50%であったのに対し、今回のコホートでは axi-cel後の

進行リスクが有意に高かった(P=0.03)。LBCL 1細胞当たり CD19分子数が

3000分子を超える患者では 50%であったのに対し、今回のコホートでは

3000分子/細胞を陽性と判定するカットオフ値を設定した(Extended Data Fig 
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1)。著者らのコホートでは、1細胞当たり CD19分子数が 3000分子以下の

LBCL患者 4名中 3名で進行が認められたのに対し、axi-cel後の進行リス

クは 1細胞当たり 3000分子以下であった(Spearman r=0.28,P=0.38;Fig 1g 

and Extended Data Fig 2)。H-スコアは CAR19治療に対する抵抗性の主要

な原因として CD19-/lo LBCLが出現したことを裏付けており、治療前に細

胞当たり CD19分子数が 3000分子以下の LBCLsでは再発リスクが高くな

ることが示唆されており、IHCではなく定量的フローサイトメトリーにより

6538 952 LBCL 

6 CARの構成と臨床試験デザイン 

CAR19欠損は B-ALLにおける CAR19不全の重要な機序であることが以

前のデータで実証されており、本研究で提示されたデータも同様に、LBCL

における CAR19後の耐性機序として細胞表面の ɑCD19の欠如または減

少を示唆しており、B-ALLおよび LBCLにおける二重抗原抗体標的化の根

拠となっている。以前 2232年に報告されたように、抗 CD19マウス FMC63

一本鎖可変断片(scFv)と完全ヒト抗 CD22 m971 scFv(CD19 vH-ɑCD22 vL-

リンカー-ɑCD22 vH-ɑCD19 vL)をコードする単一シストロンと、それに続い

てヒト CD8ヒンジおよびトランスメンブランドメイン、4-1BB共刺激ドメイン、

および CD3ζ活性化ドメインから構成される CD19-22.BB.z-CARを作製し

た。再発・難治 B-ALLおよび LBCL患者を対象として、CD19-22.BB.z-

CARの第 I相試験を実施し、主要評価項目として CD19-22.BB.z-CARの

製造可能性と安全を評価した。適格患者は、2ライン以上の治療後に再発

または抵抗性があり、CD19を発現していることが確認された 3+3用量漸増

相を用いて、CAR19-22.BB.z-CARの 2用量(1×106 CAR+細胞 kg-1(DL1)

と 3×106 CAR+細胞 kg-1(DL2))を投与された。最大耐用量は特定されなか

ったが、DL2で認められた効果と他の臨床試験で認められた 3×106細胞

kg-1を超える細胞数で毒性が懸念されることから、DL2では 1×107細胞

kg-1の第 3用量(CAR T細胞)を投与されなかった。したがって、2つの疾患

特異的拡大コホートには、第 2相試験の推奨用量である 3×106 CAR T細

胞 kg-1(DL2)が投与された。LBCL 

図 2:製造工程全体にわたる CAR製品の特性解析により、組成及び表現

型の変化が明らかにされている。 



 

a,CD19-22-CD8.BB.z-CARは、CD19 FMC63および CD22 M971 

scFv,CD8αヒンジおよび膜貫通ドメイン、4-1BB共刺激ドメインおよび CD3ζ

ドメインを含んでいた。ユニークな二重特異性構造は、近位側に FMC63 H

鎖、遠位側にM971 L鎖、M971 H鎖および FMC63 L鎖を示した。b,CAR 

T製造および臨床試験の模式図。製造の模式図は、古いマトリックスから新
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しいマトリックスへの TransACTプロセスの変化を示している。臨床試験の

模式図は、スクリーニング、リンパ球除去、CAR T細胞輸注および疾患評

価の時点を示している。LP,腰椎穿刺。c,古いマトリックスと比較した新しい

マトリックスの製造工程による培養拡大の改善(P<0.0001,両側 t検定)。d,古

いマトリックスと比較した新しいマトリックスによる倍加時間の有意な短縮

(P=0.0411,両側 t検定)。e,古いマトリックスと新しいマトリックスとの間で形質

導入効率に有意差なし(P=有意差なし(NS),両側 t検定)。全体の平均形質

導入効率は 60.1%(n=39個)であった。f,アフェレーシスの組成の経時的変

化、T細胞(CD3+CD56-)、B細胞又は白血病細胞(CD20+)、CD4+、CD8+、

NKT様細胞(CD3+CD56+CD16+)、NK、単球及び好中球のサブセットを観

察したとき、CD4+細胞、CD4+細胞、CD8+細胞、NKT様細胞

(CD3+CD56+CD16+)、NK、単球及び好中球のサブセットを観察したとき、

CD4+細胞への偏り(P<0.0001,両側 t検定)。h,アフェレーシスから添加後の

最終製品までの細胞数の増加倍率を比較すると、添加と最終製品間で培

養中に CD4+細胞への偏り(P<0.0001,両側 t検定)が認められた。i,T細胞メ

モリーサブセットの表現型解析により、TSCM(P<0.0001,両側 t検定)及び

TCM(P<0.0001,両側 t検定)細胞サブセットの増加並びに TEMRA(P<,両側

t検定)細胞サブセットの減少が認められた。CD19-22.BB.z添加後の TN及

び TEM細胞サブセットの有意な変化は認められなかった。 

原データ 

フルサイズの画像  

7 患者の特徴 

39名の患者が 2つのコホート(B-ALL,n=17,LBCL,n=22)に登録された。38

名に CD19-22.BB.z-CARの投与が行われた一方で、LBCLを有する 1名

の患者がリンパ除去中に病気の進行と敗血症のため死亡した(Extended 

Data Fig 3)。LBCLを有する 1名の注入を受けたコホートの年齢中央値は

69歳(範囲 25-78歳)であった(表 1)。うち 15名は double expressor(c-MYC

および BCL2の発現)LBCL人であり、3名は c-MYCと BCL2および/また

は BCL6の転座を伴う高悪性度の B細胞リンパ腫(double-hit)であり、4名

は自家造血幹細胞移植の既往があった。LBCL患者は全員 CAR-naiveで

あった。B-ALLのコホートでは、年齢中央値は 47歳(範囲 26-68歳)であっ

た。71%同種造血細胞移植(HCT)後に進行し、65%が CD 19に対する治療

歴(以前に CAR Tを受けた 1名を含む)、29%が CD 22に対する治療歴を
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有していた(表 2)。登録時点で 63%に中枢神経系(CNS)病変の既往があ

り、12%が活動性 CNS病変を有していた。 

表 1登録された LBCL患者の患者背景、反応及び転帰 

フルサイズのテーブル  

表 2登録された B-ALL患者の患者背景、反応及び転帰 

フルサイズのテーブル  

8 閉鎖系製造の実現可能性 

この臨床試験の主要な目的は、CliniMACS Prodigy(Miltenyi Biotec)(治験

実施計画書に規定された細胞用量を満たす細胞製剤の 80%以上と定義)に

おける閉鎖系製造を用いた細胞生産の実現可能性を評価することであっ

た。製造工程の概略を図 2b及び拡張データ図 4aに示す。当初、7-9 d製造

工程(旧マトリックス)では、5日目に T細胞アクチベーター(TransACT)の洗

い出しを利用していた。DL1では、57%(7製品中 4製品)が 7日以内に規定

の細胞用量を満たし、43%(7製品中 3製品)が 9日以内に規定の細胞用量

を満たした。用量を増加させながら製造時間を短縮するために、3日目に

TransACTを除去する工程変更(新マトリックス)を導入し、用量達成に必要

な培養時間を大幅に短縮した。これは、7日目までの総細胞数の増加

(P<0.0001;図 2c)と製品倍加時間の短縮(P=0.04;図 2d)に反映されている。

アフェレーシスを受けた 39人の患者のうち、事前に定められた出荷基準を

満たす CAR T製品が 100%の割合で製造された。97%の製品が治験実施

計画書に規定された用量を満たした。82%(39製品中 32製品が治験実施

計画書に規定された用量を満たした(4旧マトリックス、28新マトリックス)(拡

張データ図 4b-d)。平均形質導入効率は 60.1%(範囲 34～6-75.2%;図 2e)で

あり、平均ベクターコピー数は 2.23(範囲 1～31-4.0;拡張データ図 4e)であっ

た。 

9 CD19-22.BB.z-CAR T点滴静注用製剤の特性解析 

アフェレーシス、postCD4/CD8陽性 T細胞の増菌、最終的な CAR T産物

の採取から検体を採取し、細胞サブセット解析を行い、T細胞集団の増菌と

白血病細胞の除去を確認した。アフェレーシス製品と比較すると、製造され
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た製品では T細胞数と CD4陽性細胞数が増加し、CD8陽性細胞とナチュ

ラルキラーT(NKT)様のサブセットに変化はみられず、B細胞や白血病細胞

(CD20陽性と定義)、NK細胞、単球、好中球が減少していた(図 2f)。 

CD19-22.BB.z製剤は CD4+優位を示した(図 2g)。これが T細胞増菌

postapheresisによるものか製造工程によるものかを明らかにするために、製

造工程における CD4+および CD8+細胞数の増加を評価した(図 2h)。アフェ

レーシスから増菌までの増加に差はみられなかったが、増菌から最終製品

までの CD4+および CD8+T細胞サブセットの増加には有意な差が認めら

れ(P<0.0001)、製造工程が製品中の CD4+細胞の割合を増加させているこ

とが示唆された。強化アフェレーシス検体と比較したところ、製品では幹細

胞メモリーT(TSCM)(P<0.0001)および中央メモリーT(TCM)(P<0.0001)細胞

サブセットが増加しており、ナイーブ T(TN)およびエフェクターメモリー

T(TEM)細胞集団に変化はなく、終末分化エフェクターメモリー(TEMRA)細

胞サブセットが減少していた(P<0.0001;図 2i)。 

10 毒性 

用量漸増期間中に用量制限毒性(DLT)は認められず、試験期間中に合計

1件の DLTが認められた。グレードを問わないサイトカイン放出症候群

(CRS)は 29例(76%)に発現し、中央値は注入 1日後(範囲 0-8)に発現し、中

央値は 4日後(範囲 1-12)に持続した(表 1および表 2ならびに拡大データ

図 5)。グレード 3以上の CRSは 2例(5%)に認められた。神経毒性は 14例

(37%;LBCL 9例および B-ALL 5例)に発現し、4例にグレード 3以上の神

経毒性が認められた。神経毒性の発現は注入 5日後(範囲 3-9)にみられ、

中央値は 4日後(範囲 1-11)に持続した。CRSと神経毒性はいずれも施設

のガイドラインに従って治療され、15例(39%)にトシリズマブが 1回以上投

与され(範囲 1-3)、45%にコルチコステロイドが投与された。CRSと神経毒性

はいずれも消失した。2例に高フェリチン血症とフィブリノゲン減少症を伴う

マクロファージ活性化症候群の臨床検査所見が認められ、同時にグレード

3以上の神経毒性も認められたため、高用量コルチコステロイドとアナキン

ラ 31の投与を受けた。 

11 反応 



LBCLでは、第 II相試験の推奨用量で治療された患者(n=15)における 3カ

月後の全奏効率(ORR)と CR率は、それぞれ 40%(95%CI 16-68%)と

33%(95%CI 12-62%)、LBCL患者コホート全体(n=21)における 3カ月後の

最良 ORRは 62%(95%CI 38-82%)、CR率は 29%(95%CI 11-52%)であっ

た。奏効例 13例のうち 5例では、点滴後 1カ月から 3カ月までの間に反応

の改善が認められた(図 3a-c)。追跡期間中央値 10カ月(95%CI 8.5-7-21.5)

では、全生存期間中央値は 22.5カ月(95%CI 8.3-推定不能;図 3d)であり、

より長期の追跡により変化する可能性がある。PFS中央値は 3.2カ月

(95%CI 1.2-5.5;図 3e)。LBCL人で CD19-22.BB.zによる治療を受けた患者

における奏効の動態を解明するため、診断用腫瘍検体が入手可能な患者

16例を対象として、nadired量の経時的変化を細胞フリーの循環腫瘍

DNA(ctDNA)により評価した(Extended Data図 6)33。臨床効果が持続して

いた患者 4例では最終評価時に ctDNAが検出されなかった。進行がみら

れた患者 12例のうち、点滴後 14-21日目に ctDNAの初期減少が観察さ

れ、9例では臨床進行時またはそれ以前に ctDNAの上昇が認められた。こ

れらの知見から、LBCLにおける CD19-22.BB.z-CAR後の病勢進行は、早

期の強い反応に続いて早期獲得耐性と関連することが示唆される。LBCL 

図 3:CD19-22.BB.z-CARは LBCLと B-ALLの両方で活性を示す。 



 

a:リンパ腫患者(n=21)における寛解持続期間と進行中の反応を示した

Swimmerプロット。5例では投与後 1～3カ月で反応の深さが増した。b:患

者 S2の PETスキャンでは投与後 1カ月で部分寛解がみられ、投与後 6カ

月でその後の進行がみられた。c:ctDNAを用いたリンパ腫病変のモニタリ

ング。患者 SL02に CD19-22.BB.zを注入した患者 21例の全生存期間。e:

リンパ腫患者コホートの PFS。f:B-ALL患者コホートの Swimmerプロット

https://www.nature.com/articles/s41591-021-01436-0/figures/3


(n=17)。2例に同種幹細胞による地固め療法(白星)g:LBCLを注入した患者

21例の全生存期間。e:リンパ腫患者コホートの PFS。h:細胞ベースの NGS

を用いた患者 SA8の疾患モニタリング(感度 10-6)では、PETでの反応の改

善と CD19-22.BB.z.i:B-ALL患者 17例の全生存期間。j:B-ALL患者コホー

トの PFS。k:フローサイトメトリーにより測定した注入後の循環 CD4および

CD8 CD19-22.BB.z CAR T細胞の絶対数(n=38)。l:qPCRにより測定したゲ

ノム DNA 50 ng当たりの循環 CD19-22.BB.zコピー数(n=33)。注入から 1

および 2カ月後(35-75日後)、3カ月後(76-120日後)および 6カ月後(120-

200日後)に測定した CD19-22.BB.zの初期増殖および持続を示した。BBZ 

原データ 

フルサイズの画像  

B-ALLの一次反応は注入から 28日後に評価された。B-ALL患者(n=17)

全員が反応を達成した。14人が CR(82%)、3人が部分寛解(図 3f)を得た。

1人の患者の反応(SA8)は注入から 6カ月後に CRに改善し(図 3g,h)、全体

の CR率は 88%となった。その全員が骨髄感度 10-4で微小残存病変

(MRD)陰性(拡大データ図 7)であり、髄外病変の患者では PET/CTで陰性

と判定された。中央値で 9.3カ月(95%CI 7.2 NE)の追跡後、全生存期間中

央値は 11.8カ月(95%CI 5.5 NE)(図 3i)、PFS期間中央値は 5.8カ月

(95%CI 2.6 NE)(図 3j)であった。2人の患者が CR中に同種造血幹細胞移

植に進み、現在も寛解中である。骨髄由来の免疫グロブリン受容体の次世

代シークエンシング(NGS)によるMRDの連続分析では、CRが持続してい

た患者の 100%(5/5)でMRD陰性の反応が持続した一方、進行していた患

者の 70%(10/7)で形態学的再発前または再発時にMRDが持続または増

加したことが明らかにされた(拡大データ図 7)。 

12 CD19-22.BB.z CAR T細胞の in vivoでの定量 

CD19-22.BB.z-CAR細胞はフローサイトメトリーと定量 PCR(qPCR)の両方

で血中に検出され、注入後 10-14日の間にピークがみられた(図 3k,l)。フロ

ーサイトメトリーで測定した循環血中の CD19-22.BB.z細胞のピーク数の中

央値は 36 CARµl 1(IQR=13-136)であった;qPCRで測定した CD19-22.BB.z

導入遺伝子のコピー数は 50 ng当たり 1794(IQR=509-4,315)であった。ピー

ク拡大は LBCLと B-ALL間または用量レベル間で有意な差はなかった(拡

大データ図 8a,b)。曲線下面積(AUC)で測定したより高い拡大は、CRSおよ

び神経毒性の増加と関連していた(拡大データ図 8c,d)。製造された CD19-

https://www.nature.com/articles/s41591-021-01436-0#MOESM5
https://www.nature.com/articles/s41591-021-01436-0/figures/3


22.BB.z-CAR製品では CD4+細胞が優勢であったにもかかわらず、CD8 

CD19-22.BB.z細胞は CD4と比較してより大きな拡大を示し、AUCとピーク

レベルの両方で測定し(拡大データ図 8e,f)、ほとんどの患者でピーク

CD4:CD8比<1であった(拡大データ図 8g)。製品中の CAR+細胞上の消耗

マーカーを分析したところ、CD4+細胞は CD39(参考文献 34)およびプログ

ラム細胞死タンパク質 1(PD-1)の発現レベルが高かったことが示され(拡大

データ図 8h,i)、これは CD8+CAR T細胞と比較して CD4+細胞の in vivoで

の拡大が減少した根拠となる可能性がある。 

13 CD19-22.BB.z-CAR後の進行性疾患の患者における抗原発現 

次に、CD19-22.BB.z-CAR後の進行時点での CD19および CD22の発現

量をフローサイトメトリー法(LBCL SA24[図 4a])により定量したところ、90%

の閾値を用いて、進行した B-ALL患者 10例中 5例で CD19の発現量が

陰性または低値であり、CD22は保持されていたことが示された(図 4bおよ

び表 2)。B-ALL患者 4例を対象とした治療前後のペア検体での抗原検査

では、IHCにおいて 3例で CD19の発現量低下が確認された(図 4c)。進行

時に生検を受けた患者 14例では、IHCにおいて 3例が CD19-/loであった

(拡大データ図 9a)。試験への登録に CD22の発現は必要とされず、治療前

の CD22の発現は不均一であった(拡大データ図 9b)。治療前の CD22-/lo 

LBCLは 3例で、2例は未確定であった。治療前の CD22 Hスコアが 150を

超えていた 6例全例が CD22陽性を維持していた。B-ALLまたは LBCL患

者 11例では進行時に定量的フローサイトメトリーが行われた。6例は細胞

当たり CD19が 3000以下の低値であり(図 4d),このうち 1例は CD19 Hス

コアが 150を超えていた LBCL人患者であった。全体では、CD19-22.BB.z-

CAR治療後の進行時点で、LBCL患者 14例中 4例(29%)が CD19-/loで

あった(拡大データ図 9aおよび表 2)。6000 

図 4:CD19-22.BB.z-CAR後の CD22部位密度が維持され、CD22に対す

る CAR T機能が低下した CD19陰性の再発。 
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a,CD19と CD22の両方の発現を示す preCD S24の抗原濃度 CD19-

22.BB.z(上)と CD19の消失および進行時の CD22の保持(下、緑矢印)。

b,B-ALL治療前および進行後の患者における従来のフローサイトメトリーに

よる CD19および CD22の評価では、CD22の保持とともに CD19の消失が

示された。c,B-ALLにおいて、治療前および postCD19-22-CD.BB.zでの抗

原定量を行った 4人の患者のうち 3人で、CD22の発現の保持と関連した

CD19の消失が示された。d,CD19-22.BB.z後の進行時(11人)の CD19およ

び CD22の抗原濃度 CD19および CD22の中央値は 1細胞当たり約 6000

分子であり、6人の患者では細胞当たり 1150分子未満であった。破線は 1

細胞当たり 3000分子でのカットオフを示す。e,CD19-22.BB.zの二重特異性

CARの模式図(ループ構造を示す)。f,NALM6腫瘍株で刺激した CD19-

22.BB.zからの CD69,CD107a,TNF-α、IFN-γおよび IL-2の分泌または発

現を示す ICSヒートマップ(N6-CD19-22.BB.z/22株による刺激と N6-

CD22.BB.z/22株による刺激でより強い活性化およびサイトカイン分泌が示

された。h,CD19-22.BB.z対単一特異性 CD22.BB.z.i,CD19-22.BB.z対単一

特異性 CD22.BB.z(n=11)対単一特異性 CD22.BB.z(n=5)の CAR産物の

ICS刺激と N6-CD22.BB.z(n=11)対単一特異性 CD22.BB.z(n=5)の CAR産

物の ICS刺激と N6-CD22.BB.z(n=11)対単一特異性 CD22.BB.z(n=5)の

CAR産物の ICS刺激では、単一特異性 CAR22.BB.zを介した IL-2および

TNF-αのサイトカイン分泌の増加が示された(両側 t検定)。j,単一細胞

IsoPlexisプラットフォームを用いた N6-CD19による臨床製品(n=7個の個別

製品)の刺激では、N6-CD22と比較して PSIが高かった。N6-CD22で刺激 

原データ 

フルサイズの画像  

14 CD19-22.BB.z-CAR Tは、CD22 scFvを介して刺激された場合、分

泌するサイトカインの量が少なくなる 

CD22を温存した CD19-/loの再発パターンから、CD19-22.BB.z-CARを発

現する T細胞は CD19に対して有意な免疫圧を及ぼすが CD22に対して

は作用しないことが示唆された。in vitroモデルでは、CD19-22.BB.z-CAR

が CD19/CD22+細胞株に対して活性であることが実証された(Extended 

Data Fig 10a)。これに対処するため、我々は、単一細胞アッセイを用いて、

CD19-22.BB.z-CAR内で CD19 scFvを介して伝達されるシグナルと CD22 

scFvを介して伝達されるシグナルの相対的な力価を CD19-22.BB.z-CARを

介して伝達されるシグナルと CD22 scFvを介して伝達されるシグナルの相
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対的な力価を比較した(Fig.4e)。製造された細胞製品 11個から採取した検

体を用いて、CD19-22.BB.z-CAR T細胞を、二重陽性の NALM6(N6-

CD19,1細胞当たり約 20000 CD19分子、1細胞当たり約 50000 CD22分

子)、CD22が CRISPR-Cas9を介してノックアウトされた NALM6(N6-CD19,1

細胞当たり約 20000 CD19分子、1細胞当たり 0 CD22分子)、CD19が

CRISPR-Cas9を介してノックアウトされた NALM6(N6-CD22,1細胞当たり

約 40000 CD22分子、1細胞当たり 0 CD19分子)、または CD19と CD22の

両方が遺伝的に欠失した NALM6(N6-double knockout)と共 212835 

ICSを用いると、CD19-22.BB.z-CARで製造された製品は、N6-CD19との

共培養後に CD69の発現量を測定すると活性化しているように見えたが、

N6-CD22では活性が低く(P<0.0001),CD107(P<0.0001),腫瘍壊死因子

α(TNFα)(P<0.0001),インターロイキン 2(IL-2)(P<0.0001),インターフェロン

γ(IFN-γ)(P<0.0001)では、N6-CD22よりも N6-CD19の方が高い発現が認め

られた(図 4g)。 

CD19による刺激とは対照的に、CD22による PSIおよび ICSの低下は、

CD22 scFvの力価の低下を示唆した。次に、CD19-22.BB.z-CARの CD22 

scFvの活性を単一特異的な CD22.BB.z-CAR(図 4h)223136で同一の scFv

と比較した。N6-double knockoutおよび N6-CD22に対する進行中の臨床試

験(NCT04088890)に登録された再発/難治性 LBCLまたは B-ALL患者か

ら採取した GMP(Good Manufacturing Practice)により製造された

CD22.BB.z-CAR T細胞(n=5)の活性を比較したところ、T細胞上の単一特

異的 CARの平均蛍光強度は 2特異的 CARのそれよりも高かった

(Extended Data Fig 10b,c)。CD19-22.BB.z-CAR T細胞と CD22.BB.z-CAR 

T細胞は CD69の発現ならびに IFN-γおよび CD107の分泌により測定した

同程度の活性化レベルを示したが(Fig.4i)、CD22.BB.z-CAR T細胞は N6-

CD19/22,N6-doubleここで検討された集団において CD22の発現が維持さ

れている疾患 0.0063 0.0002 0.04 IsoPlexis 

15 討論 

可変 scFvと共刺激ドメイン 56715163738を組み込んだ多数の研究を通じ

て、B-ALLにおける CAR19後の CD19欠損が頻繁に同定されている。

LBCLでは、CAR 1935394041後の CD19欠損も症例報告で報告されてい

るが、LBCLにおける CAR19後の CD19発現に関する系統的な解析は実



施されていない。今回の研究では、当施設で axi-celによる治療を受けた

LBCL患者 44例の CD19発現を評価したところ、治療前の定量的フローサ

イトメトリーの方が従来の IHCよりも、将来の進行に関連する低レベルの抗

原を同定する上で感度が高いことが明らかにされた。定量的フローサイトメ

トリーは、CAR治療に対する抵抗性の機序としての抗原調節を特徴づける

予測バイオマーカーとして役立つ可能性がある。 

CD19および CD20を標的とするタンデム CAR T細胞を含む初期の臨床試

験では、複数の抗原を同時に標的にすることの有効性がいくつかの研究で

実証されており(224243444546)、進行時の CD19消失率が低いという有望

な結果が示されている(4748)。この試験で使用された CD19-22.BB.z-CAR

は、ループ配向 22に設計された 2つの scFvからなる単一分子であり、in 

vitroおよび異種移植モデル 32で活性が実証された。この試験で提示され

た臨床データでは、B-ALLで 82%がMRD-CRを達成し、LBCLでは 62%

の ORRで臨床的に活性を示した。毒性は低く、グレード 3以上の CRSを経

験した患者は 5%、神経毒性を経験した患者は 11%であった。CD19-

22.BB.z-CAR T細胞は、B-ALLの両方で臨床的に活性を示し、MRD-CR

を達成した患者は 82%であり、ORRは 62%であった。CD19-22.BB.z-CAR 

T細胞は、B-ALLでも臨床的に活性を示し、グレード 3以上の CRSを経験

した患者は 5%、神経毒性を経験した患者は 11%であっ 

しかしながら、B-ALLの再発時に観察された抗原発現パターンは CD19-

22.BB.z-CARと一致しており、CD19抗原に対して有意な免疫圧をもたらし

た一方で、CD22の発現低下または消失がみられなかったことから、CD22

標的に対する免疫圧がより限定的であることが示唆された。単一特異的な

CD22-CAR T細胞を用いた研究では、CD22lo B-ALLに関連した抵抗性が

明確に示されたが、この試験では認められなかった 22.LBCLでは、再発時

に CD22loの発現がみられたが、治療前の CD22の発現は不均一であり、

一部の患者では認められなかった。我々のデータによると、二重特異性

CARにおける CD22 scFvの結合は、CD19 scFvと比較してサイトカインの

分泌量が少ないことが示された。これらの結果から、in vivoでの CARの効

力を予測する上でサイトカイン産生が臨床的に意味のある製品品質特性で

ある可能性が示唆され、多特異的キメラ 

現時点では、CARの工学的手法の多くは経験的なものであり、CD19と

CD22を同時に標的とするための複数のアプローチが現在研究中である



(3249505152)。最適な単一特異的 CARの工学的手法は、強直性シグナル

伝達の予防 53ヒンジ長の最適化、5455ヒンジ/膜貫通ドメイン 21の最適

化、標的エピトープと腫瘍細胞膜 275657との距離の最適化など、多数の因

子に依存する。ヒトでの試験では、CD22を標的とする多数のキメラ抗原受

容体が、構造のわずかな変化が活性の喪失 4958を引き起こす可能性があ

ることが実証されている。タンデム CAR(連結された scFv)との関連では、最

適な工学的手法には最適な二重特異性受容体 5960の工学的手法も必要

であり、これは CD22標的にとって特に困難となる可能性がある。同じ scFv

を有する単一特異的 CARと比較した場合、CD19-22.BB.z-CARでは TNF-

αおよび IL-2の分泌が低下していた。CAR T細胞の IL-2の分泌閾値は

IFN-γ20のそれよりも高いことがすでに示されており、CARの有効性をより

よく識別できる可能性がある。この結果から、工学的な反復は、重要な品質

特性としてサイトカイン産生を組み込んだ単一細胞 

CAR19の B-ALLおよび LBCL61を対象とした過去の多くの試験で報告さ

れているように、CD19陽性細胞の再発率も有意に高かったことから、一部

の患者では CD19陽性細胞に対する効力も不十分である可能性が示唆さ

れた。CARの製造方法が改善されれば、T細胞不全に起因する可能性が

高い抗原抵抗性を予防できる可能性がある。CD4:CD8 CAR細胞の明確な

組成と TCM 6263などの T細胞サブセットの優先的な投与が最適な CAR

活性 1を媒介するという仮説が立てられてきた。TCMと TSCMが選択的に

濃縮された製造工程では TEMRAが低くても最終生成物が CD4優位に偏

ることが判明した。さらに、この製造工程で製造された CD4細胞では CD39

と PD-1の発現量が高くなり、消耗に関連することから、製造工程では最適

な最終生成物の組成が得られない可能性が示唆された。これらの知見を受

けて、CD4:CD8比のバランスを高めるために製造工程を修正するべく試験

登録を一時停止し、CD4 CAR細胞 

要約すると、この研究から、LBCLに対する CAR19治療後の主要な耐性経

路は antigen-/lo escapeであり、LBCL中の antigenの定量は CAR T細胞療

法後の転帰と相関するというエビデンスが得られた。CD22と CD19を同時

に認識できる二重特異性 CARを用いて、B-ALLにおける安全で印象的な

臨床活性が実証された。この試験における LBCLの 6カ月

PFS(29%,95%CI 12-48%)はチサゲンレクロイセル 64と同程度であった。し

たがって、B-ALL患者を対象とした本試験では登録が継続中であり、この

二重特異性 CARに対する耐性は CD19+CD22+再発と関連していたが、こ



れはおそらく CAR T細胞の内因性限界を反映しており、CD22標的に対す

る免疫圧が不十分であることを意味している。我々のデータはまた、CAR T

細胞の力価を認定するための重要な製品品質特性としてのサイトカイン産

生の価値を示している。今後の研究では、CAR T細胞による多特異的標的

化を最適化し、B細胞悪性腫瘍とその他の固形癌および液体癌の両方に

おけるこのクラスの治療薬の効力を向上させるために、CAR T細胞による

多特異的標的化を最適化する必要がある。 

16 方法 

17 試験デザイン 

CD19-22.BB.z-CARについては、再発・難治性の LBCLおよび B-ALLの

成人患者を対象とした単一施設共同第 I相試験がスタンフォード大学病院

で実施され、内部審査委員会による承認と

ClinicalTrials.gov(NCT03233854)に登録されたほか、安全と試験実施のた

めにスタンフォード内部と CAR-T外部の専門家で構成される試験固有の安

全モニタリング委員会が設置され、データモニタリングはスタンフォードの施

設内データ安全モニタリング委員会が監督し、2013年のヘルシンキ宣言

(Declaration of Helsinki)に従って全患者から書面による同意が得られた。

完全な試験実施計画書は補足情報に記載されている。用量漸増期では、2

つの組織型を単一群に組み入れ、3+3デザインを用いて 3つの用量レベル

(DL1:1×106 cells kg-1、DL2:3×106 cells kg-1、DL3:1×107 cells kg-1)での組

み入れが許可された。用量漸増期では、試験実施計画書に規定された用

量を満たす製品の 80%以上が DLTと判定された。副次評価項目としては、

LBCLでは 3ヵ月時点、B-ALLでは 1ヵ月時点で臨床反応を誘発する

CD19-22.BB.z-CARの効果が認められた。副次的評価項目としては、第 2

相試験の推奨用量で 15例が組み入れられた後、無益性解析が実施され

た。LBCLでは無益性は 3ヵ月時点の ORRが 33%以下、B-ALLでは無益

性は 1ヵ月時点の ORRが 40%以下と定義された。探索的目的は、CD19-

22.BB.z-CAR投与後の CD19-22-および/または CD22-再発率、CD19-

22.BB.z-CAR投与後の CD19-22-BB.z-CAR投与時の ORRが 33%以下で

あった。 

18 患者の登録および適格性 



白血球除去療法に適格とされた患者は、2ライン以上の治療後に再発また

は治療抵抗性を示した LBCLまたは B-ALLの 18歳以上であった。該当す

る場合は、以前の自家 HCTまたは同種 HCTが 1ラインの治療として考慮

された。以前の治療の一部としてアントラサイクリンおよび抗 CD 20モノクロ

ーナル抗体の投与を受けていた LBCLを有する患者が適格とされた。

Richter型を含む形質転換した indolentリンパ腫は適格とされた。PET/CT

による測定が必要とされた。B-ALLについては、形態的病変(髄外病変を

含む)またはMRDが検出でき、かつ骨髄芽球が 5%未満であることが条件

とされた。以前の抗 CD19標的療法(以前の CAR Tを含む)については、以

前の CARの発現が末梢血中の T細胞の 5%未満であれば許可された。白

血球除去療法時に以前の全身療法から 2週間以上または 5半減期のいず

れか短い期間が経過しており、以前の毒性が全て安定しているかまたはグ

レード 1以下に回復している必要がある。十分な骨髄機能は、血球減少が

基礎疾患としての白血病/リンパ腫によるものと考えられる場合を除き、必要

とされた。すなわち、好中球絶対数が 750µL以上、血小板数が 50000µL以

上、リンパ球絶対数が 150µL以上であり、かつ以前の全身療法から 2週間

以上または 5半減期のいずれか短い期間が経過している必要がある。ま

た、以前の毒性が全て安定しているかまたはグレード 1以下に回復してい

る必要がある。十分な臓器機能は、クレアチニンが 2 mg/mL以上、コントロ

ール不良の細菌、ウイルスまたは真菌感染症または抗生物質の静脈内投

与を必要とする感染症が認められた場合、臨床的に有意な ECG所見が認

められない場合、臨床的に有意な胸水貯留が認められない場合、ベースラ

イン時の酸素飽和度が 92%以上である場合と定義された。適切な臓器機

能は、クレアチニンが 2 mg/mL以上、コントロール不良の細菌、ウイルスま

たは真菌感染症または抗生物質の静脈内投与を必要とする 1.5 

白血球アフェレーシス後は、治験責任医師の判断でブリッジング療法が許

可され、注入前 5日目から 3日目にかけて、フルダラビン 30 mg/m 2とシク

ロホスファミド 500 mg/m 2から成るコンディショニング化学療法薬が投与さ

れた。2017年 9月 12日から 2019年 11月 19日までの間に CD19-

22.BB.z-CARの投与が開始され、2020年 6月 15日時点でデータがロック

されていた。用量漸増及び製造の実行可能性は、疾患の種類に関係なく連

続した LBCLにより決定された。用量漸増後、患者コホート及び B-ALLコ

ホートが拡大され、各コホート 15例に第 II相試験の推奨用量が投与され

た。 



19 毒性評価 

用量漸増期では、CRSは Lee基準 66に基づき、神経毒性は有害事象共通

用語基準 v.4.0.3に基づき、コホート拡大期では、CRSは米国移植・細胞療

法学会(American Society for Transplantation and Cellular Therapy:ASTCT)

基準、神経毒性は ASTCT免疫エフェクター細胞関連神経毒性症候群の基

準 67に基づき、報告内容を統一するため、用量漸増群の患者は ASTCT

基準に基づき再分類された。有害事象は、治療を受けた全患者について、

疾患再発または死亡まで収集された。 

20 反応の評価 

LBCLがみられる患者と髄外病変があるが同時に骨髄病変も中枢神経系

病変もみられない B-ALL患者の反応は、ルガーノの PET/CTの基準 67を

用いて評価された。その他の B-ALL患者については、形態的に骨髄芽球

が 5%未満の場合が CR、マルチパラメータフローサイトメトリーによる骨髄

芽球の割合が 10-4%未満の場合がMRD陰性と定義された。 

21 Axi-cel患者 

2017年 12月 27日から 2020年 4月 9日までの間に、標準的な LBCLに

対して axi-celによる治療を受けた連続例の患者が同定された。臨床データ

の収集ならびに血液およびリンパ節検体の採取については、臨床アウトカ

ムに関するバイオレポジトリプロトコルに基づく同意が得られた。IHCおよび

/または定量的フローサイトメトリー用の組織検体が入手可能な患者も解析

対象とされた。このプロトコルはスタンフォード内部審査委員会(Stanford 

Internal Review Board:no.43375)の承認を受けた。臨床データはカルテのレ

ビューから後ろ向きに収集された。治療効果はルガーノ基準に従って X線

検査で評価された。 

22 CD19-22.BB.z産生 

CD19-22.BB.z製品は、7-11 d製造工程の閉鎖系自動化システム

「CliniMACS Prodigy」で製造された。本 CAR-T製造の項に記載されている



日は、いずれも製造スキーマ(拡張データ図 2)を反映したものである。凍結

した患者のアフェレーシスは、Lovo(Fresenius Kabi)で洗浄し、低用量の IL-

2で一晩静置した後、CliniMACS Prodigyに充填した。0日目にアフェレー

シスは TransAcT(Miltenyi Biotec)で T細胞を活性化する前に CD4および

CD8 T細胞を豊富に添加した。1日目に TransAcTをレンチウイルスベクタ

ーである CD19-22.BB.zで形質導入し(図 2a)、感染効率 40で T細胞を除

去した。その後、TransAcTは 3日目(新しいマトリックス)または 5日目(古い

マトリックス)に洗い出され、一連の培地交換が行われた。目標用量が達成

された 7日目、9日目または 11日目に最終製品が採取され、品質管理試

験用に採取され、凍結保存された。製剤の出荷基準は補足表 1に記載され

ている。試験期間中、静脈間時間を短縮するために、製造工程の改善を繰

り返し実施した。 

23 IHC法 

組織マイクロアレイは、診断的生検から採取したホルマリン固定パラフィン

包埋組織の 0.6 mmコアを二重に用いて構築された 68。入手可能であれ

ば、症例から追加の全組織切片が評価された。 

組織マイクロアレイ又は全切片標本を用いて、ホルマリン固定パラフィン包

埋した組織の厚さ 4 mmの切片を用いて免疫組織化学的検査を行い、

Leica BOND-III(Leica Biosystems社)を用いて自動免疫染色を行い、

CD19(クローン BT51E;希釈前マウスモノクローナル抗体;Leica Biosystems

社)及び CD22(クローン FPC1;希釈前マウスモノクローナル抗体;Leica 

Biosystems社)に対する抗体を用いてスライドを染色した。 

染色強度(0:陰性;1:弱;2:中等度;3:強)および染色された腫瘍細胞の割合(0-

100%)が独立して評価され、2名の病理医(S.Y.および Y.N.)が共同でスコア

を算出し、陽性強度に染色された腫瘍細胞の割合を乗じて Hスコア 0-300

とした。 

24 CD19-22.BB.z細胞の検出 

MD Anderson Cancer Center69で開発された抗イディオタイプ抗体を用いて

CD19-22.BB.z細胞が検出され、抗体標識キットを用いて DyLight 650(サー



モフィッシャー・サイエンティフィック)に結合された後、下流のフローサイトメト

リーで使用するために-80℃で保存された。 

25 アフェレーシス、増菌及び最終製品採取時の製造検体の表現型検

査 

本項では、図 2に示した表現型解析の方法について説明する。全ての試料

を FACS緩衝液(1×PBS,2%FCS)で洗浄し、4℃で最低 30分間染色した後、

追加洗浄を行い、フローサイトメトリー法としてMACSQuant Analyzer 

10(Miltenyi Biotec)を用いた。対照としてはMACS Compビーズキット(カタ

ログ番号 130-097-900;Miltenyi Biotec)を用いた。これらの実験に用いた抗

体を補足表 2に示す。 

26 表現型および消耗プロファイリングのためのフローサイトメトリー 

全ての試料を FACS緩衝液(1×PBS,3%FCS)で洗浄し、4℃で最低 30分間

染色した後、さらに洗浄してフローサイトメトリーを実施した。UltraComp 

eBeads(カタログ番号 01-2222-41;Invitrogen)を対照として用い、以下に示す

抗体インデックスから得たそれぞれの抗体で染色した。試料を LSRFortessa 

X-20(BD Biosciences)で泳動し、以下に示す抗体インデックスから得た抗体

を用いて染色した。 

27 消耗および T細胞サブセットの表現型検査パネル 

本項では、図 2及び図 4に示した細胞内サイトカインパネルの方法及び拡

大データ図 2に示した方法について説明する。まず、試料をパネル骨格

(CD3、CD4、CD8、CAR、バイアビリティ)で染色した後、T細胞サブセット

(CD45RA、CD45RO、CCR7、CD62L、CD95)又は消耗マーカー(CD39、

LAG3、PD-1)の 2つに分割し、全ての試料を調製し、上記と同様に洗浄し

た。この項及び前の 2つの項の分析は、FlowJo v10.5.3(FlowJo LLC)で実

施した。 

28 フローサイトメトリーによる NALM6腫瘍ライン抗原密度検査 



本項では、図 4に示した細胞内サイトカインパネルの作製方法について述

べる。全ての NALM6株を 2つに分け、CD19又は CD22抗体のいずれか

で染色し、上記と同様に調製、洗浄した。 

29 CD19-22.BB.z/CD22.BB.z産物と NALM6標的細胞との共培養 

本項では、図 4に示した細胞内サイトカインパネルの操作法について説明

する。37℃で 6-7時間培養した後、細胞をモネンシン(サーモフィッシャー・サ

イエンティフィック)および CD107aと共培養し、陽性対照としてホルボールミ

リステートアセテート/イオノマイシン(Sigma-Aldrich)条件を採用し、モネンシ

ンなし、CD107aなし、腫瘍細胞なしのいずれも陰性対照とした。共培養後、

細胞を FACS用緩衝液で洗浄し、CD3,CD4,CD8,CD69,CAR,LIVE/DEAD

および CD107aから成る細胞外抗体混液に再懸濁し、4℃で 30分間培養し

た。次に細胞を FACS用緩衝液で洗浄した後、CAR-T産物を固定・透過処

理するキット(BD Biosciences)を用いて細胞内サイトカイン染色を行い、IFN-

γおよび TNF-αから成る細胞内抗体混液に再懸濁し、4℃で一晩培養した。

翌朝、細胞を FACS用緩衝液で洗浄した後、LSRFortessa X-20上でフロー

サイトメトリーを行う。抗体の全パネルを補足表 3に示す。 

30 リアルタイム末梢血 CAR-T表現型検査 

LSR II(BD Biosciences)を用いてリアルタイムで CAR-T細胞及び CAR-B

細胞の免疫プロファイリングを行うための高次元イムノフェノタイピングフロ

ーサイトメトリーパネルがデザインされ、Cytobankで解析された。新鮮な全

血液から Ficoll(Ficoll-Paque PLUS;Sigma-Aldrich)を用いた勾配遠心法に

より PBMC(末梢血単核細胞)が分離され、2,000,000個の PBMC間が固定

化 Live/Dead aqua(Invitrogen)amine-reactive viabilityで染色された後、Fc

ブロック(TruStain FcX;BioLegend)とともに 5分間プレインキュベートされた

後、補足表 4に記載された抗体パネルを用いて室温で染色された。CD19-

22.BB.z細胞が陽性対照として用いられ、8 mLの全血液から分離された細

胞数に制限されない限り、少なくとも 106個の細胞が採取され、CAR-T細

胞の検出限界は、採取された全 PBMCの 104個に 1個と算出された。 

31 in vivo CD19-22.BB.z-CAR拡張期の qPCR法による測定 



ベースライン時および 7日目、14日目、21日目、28日目、90日目および

180日目の postCAR注入時に QIAamp DNA Mini Kit(カタログ番号

51306;QIAGEN)を用いて全血(2×106-5×106 PBMC)から DNAを抽出した。

CARの存在は、補足表 5に示したプライマーおよびプローブ配列を用いた

qPCRにより測定された。標準曲線には、部分 CD19-22.BB.z配列と部分ア

ルブミン配列を含むカスタムミニ遺伝子プラスミド(Integrated DNA 

Technologies)を設計し、5×106～5×100コピーの範囲で 10倍段階希釈した

プラスミドが標準曲線に含まれていた。各時点のプラスミドと患者の DNAを

3回測定したところ、5μLの DNA(合計 50 ng)、100 nMの順方向および逆

方向アルブミンプライマー(または 100 nMの順方向および 200 nMの逆方

向 CD19-22.BB.zプライマー)、10μLの TaqMan Fast Universal PCR Master 

Mix(2×)に懸濁した 150 nMのプローブ、No AmpErase UNGまたは同等物

(サーモフィッシャー・サイエンティフィック)および 5μLの TE緩衝液(カタログ

番号 AM9935;Invitrogen)が含まれていた。Bio-Rad CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection Systemを用いて qPCRを行ったところ、1反応当たり

20μLの精度で R2>0.99、-3.38>傾き>-3.71、効率>86%であった。 

32 32-plexサイトカインの IsoPlexis 

CD19-22.BB.zまたは CD22.BB.z産物をマイクロビーズ(Miltenyi Biotec)を

用いて磁気的に選択し、CD4+および CD8+集団を NALM6-double 

knockout,NALM6-CD19または NALM6-CD22と 1:2の比率(T細胞:腫瘍)

で 20時間共培養した後、培養により腫瘍細胞を除去し、残りの T細胞を

CD22-Fc-AF647で染色して CD19-22.BB.zを検出した。続いて、30000個の

生細胞を 32プレックスのヒト多官能価単一細胞 IsoCodeチップ(IsoPlexis)に

導入した。試料が入手できた時点でチップを複製し、データを解析した。チッ

プし、IsoSpeakソフトウェア v.2.8.0.0(IsoPlexis)を用いてデータを解析した。

単一細胞の刺激条件、百分率および PSIの間の統計的有意性は、Mann-

Whitney U-testにより検定した。IsoLight 

33 殺腫瘍効果のある IncuCyte増殖試験 

二重特異性 CD19-22.BB.zと単一の CD19および CD22 CAR T細胞の殺

腫瘍能は、NALM6-野生型、NALM6-CD19 knockoutor NALM6-CD22ノッ

クアウトのいずれかをエフェクター:標的比 3:1で共培養することにより評価



された。全て同じドナーから採取した CD19-22.BB.z細胞は CliniMACS 

Prodigy上で培養し、CD19および CD22 CAR T細胞は小規模の平板培養

法を用いて培養した。全ての NALM6細胞株は緑色蛍光蛋白(GFP)陽性で

あり、導入されていない T細胞は模擬条件として用いた。殺腫瘍効果は、

IncuCyte System(Sartorius)を用いた GFPの経時的な減少として測定し、正

規化した。 

34 抗原密度の評価 

検体は採取から 24時間以内(平均±時間)に処理され、補足表 6に記載さ

れた抗体の組合せを用いて染色され、FACSLyricシステム(BD 

Biosciences)で分析された。CD19、CD20及び CD22の蛍光強度の中央値

は、抗原密度測定のための飽和抗体条件下で測定された。細胞当たりの結

合抗体量は、Quantibriteフィコエリトリンビーズ(BD Biosciences)及びアロフ

ィコシアニン及び Brilliant Violet 421(BD Biosciences)用のカスタム BD 

Biosciences定量ビーズ(BD Biosciences)を用いたキャリブレーションにより、

蛍光抗体比を調整した後、細胞当たりの結合抗体量が算出された。 

35 細胞フリー腫瘍 DNAの測定 

保存されたパラフィン包埋組織から腫瘍 DNAが抽出された。NGSにより、

普遍的コンセンサスプライマーを用いた IgH-VDJ、IgH-DJ及び Igκ/Igλ領

域の PCR増幅が実施され、腫瘍クローン型(Adaptive Biotechnologies

社)70が決定された。postCD19-22.BB.z-CAR注入前、0、7、14、21、56及

び 90日目に EDTA入り採血管から採取した血液から抽出した血漿中の

ctDNAが測定された。 

36 統計解析 

記述統計は、連続変数については中央値と IQRによって、カテゴリー変数

については数と百分率によって列挙され、Fisherの正確(独立)検定と

McNemarの(従属)検定はカテゴリー変数間の関連を評価し、2つのランダ

ム連続変数間の関連については Spearman相関を用いた。連続変数につい

ては、スチューデントの t検定又はWilcoxonの符号付順位検定のいずれ

かを用いて群間比較が行われた。すべての検定は両側検定であった。



CD19濃度と進行のリスクを関連付けるために、被験者数が少なかったこと

からファースのペナルティ付きロジスティック回帰を用いた。全生存期間は、

輸注から原因を問わない死亡までの期間と定義された。PFSは、輸注から

病勢進行又は原因を問わない死亡までの期間と定義され、最終追跡時に

打ち切りとされた。全生存期間及び PFSは、Kaplan-Meier法により推定さ

れた。奏効率は 95%ClopperPearson CIとともに要約された。解析は探索的

なものであり、多重比較の調整は行われなかった。使用した統計ソフトウェ

アパッケージには、R v.3.6.2及び Prism 8(GraphPad Software)が含まれてお

り、Prism 8で得られた P値は P<0.0001を下回らなかった。 

37 報告のまとめ 

研究デザインに関する詳細な情報は、本記事にリンクされた Nature 

Research Reporting Summaryに掲載されている。 

38 データの利用可能性 

生データおよび解析データの要求については、すべて責任を負う著者が照

査し、要求に知的財産権または守秘義務が課されるか否かを判断する。本

稿に含まれていない患者関連のデータについては、臨床試験の一環として

作成されたものであり、患者の秘密保持の対象となる場合がある。共有可

能なデータおよび資料については、資料提供契約に基づき公表する。図 1-

4および拡張データ図 1-7の原資料は、論文とともに提供される。CD19-22

の二重特異性 CAR配列は、2015年 3月 19日に出願された「二重特異的

抗 Cd 22-抗 Cd 19キメラ抗原受容体」という表題の特許出願(米国仮特許

出願第 62/135442号)に記載されており、アミノ酸配列は補足図 2に示され

ている。 
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49 拡張データ図 1 axi-cel後の再発のモデルに基づく予測 

あてはめたペナルティ付きロジスティック回帰モデルに基づく、治療前の所

定の CD19抗原密度に対する再発リスクの推定値。 

50 拡張データ図 2前 axi-cel抗原密度の評価 

CD19 IHC Hスコアおよび抗原密度を定量的フローサイトメトリーにより 15

名の患者で axi-cel前に測定した。これらの値のスピアマン相関を 1Gに示

す。 

51 拡張データ図 3 CONSORT図 

CD19-22-CD8.BB.z臨床試験の全体図 

52 拡張データ図 4 CD19/22 CAR T製造フローチャートと培養日数、

製造マトリックス、用量レベル、疾患別の製品内訳 

a:旧マトリックスと新マトリックスの TransAcT洗い出し時期の違いを詳述し

た製造工程図、b:培養日数により分類した輸液製剤の特性表、c:疾患コホ

ートにより分類した輸液製剤の特性表、d:採取時の旧マトリックスと新マトリ

ックスとの間の製剤膨張度の有意な差(p<0.0001,t検定、両側)。ボックスプ

ロットの中心線は中央値に対応し、ヒンジは 25パーセンタイル値及び 75パ
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ーセンタイル値に対応し、ウィスカーは最小値及び最大値を示す。e:製造マ

トリックスに基づくベクターコピー数の有意な差はない。f,g:新マトリックスを

用いて製造した CAR T細胞と旧マトリックスを用いて製造した

CD39+(p=0.012,t検定、両側)及び PD1+(p=0.0003,t検定、両側)の有意な

減少。h:CD39+及び PD1+の有意な増加並びに CD3+細胞における CD57+

の有意な減少(3試験全てにおいて p<0.0001,t検定、両側)。LAG3の発現

量に差はない。 
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53 拡張データ図 5有害事象の要約 

Grade 3以上の発現率が 5%以上の有害事象が対象とされ、CAR特異的な

毒性は発現率にかかわらず対象とされた。 

54 拡張データ図 6 ctDNAによる LBCL病のモニタリング 

ベースライン時に腫瘍検体が採取された患者については、末梢血中の細胞

フリー腫瘍 DNAによる疾患追跡を可能にするため、ドミナントクローンの有

無を評価し、投与前から疾患進行時までの所定の時点で測定を実施した。 

原データ 

55 拡張データ図 7 B-ClonoSeqによる ALLのモニタリング 

ベースライン時に腫瘍検体が採取された患者については、末梢血中の細胞

フリー腫瘍 DNAによる疾患追跡を可能にするため、ドミナントクローンの有

無を評価し、投与前から疾患進行時までの所定の時点で測定を実施した。 

原データ 

56 拡張データ図 8 in vivoでの CAR-T細胞の増殖は CD8が優勢で

あり、CAR-T産物の消耗表現型に関連する。 

a,bピーク CD19-22.フローサイトメトリー法により測定した BBZ細胞と(a)病

型及び(b)用量レベルとの比較。有意差は認められなかった。c,d.CD19-

22.BB.z AUCは点滴静注から点滴静注後 60日目まで台形法により測定さ

れた。グレード 2～4の CRS(p=0.04)及び神経毒性(p=0.03)は CD19-

22.BBZ AUCの上昇と関連していた。Wilcoxon順位和による比較 e,点滴静

注から点滴 2カ月後までの CD4及び CD8 CD19-22.BB.z細胞の台形積分

により算出した曲線下面積。CD8の AUCは CD4の AUCより大きかった

(p=1.2×10-5)。f,フローサイトメトリー法により e及び fを比較した CD4及び

CD8 CD19-22.BB.z-CARのピーク面積。CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-

CARのピーク面積。CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-CARのピーク面積。

CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-CARのピーク面積。CD4及び CD8 CD19-

22.BB.z-CARのピーク面積。CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-CARのピーク
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面積。CD4の AUCは CD4の AUCより大きかった(p=6.0×10-6)。f,フロー

サイトメトリー法により e及び fを比較した CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-

CARのピーク面積。CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-CARのピーク面積。

CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-CARのピーク面積。CD4及び CD8 CD19-

22.BB.z-CARのピーク面積。CD4及び CD4 CD19-22.BB.z-CARのピーク

面積。CD4及び CD8 CD19-22.BB.z-CARのピーク面積。CD4及び CD8 

CD19-22.1.5 5.2 10-8 1.2 10-10 
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57 拡張データ図 9 CD19-22.BB.z投与後の部位密度の変化 

a:IHC H-score pre-CD19-22.BB.z及び post progressionを用いて LBCL患

者の CD19を評価した場合のウォーターフォールプロット。CD19陽性のカッ

トオフ値は 150であった。b:IHC H-score pre-CD19-22-CD8.BB.z及び post 

progressionを用いて LBCL患者の CD22を評価した場合のウォーターフォ

ールプロット。CD22陽性のカットオフ値は 150であった。 
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58 拡張データ図 10 Incucyteによる CD19-22 scFvの機能評価ならび

に CD19-22.BB.z-CARおよび CD22-BB.z.CARのMFI,形質導入効率お

よび VCNの比較 

a:Incucyteは CD19-22、CD19、CD22またはMock T細胞との共培養後に

殺腫瘍効果を示し、CD19 scFvまたは CD22 scFvのいずれかを介して良好

に作用する(n=1ドナー、技術的 3連)b:蛍光標識した CD22分子を介して測

定した平均蛍光強度 c:CAR導入効率及びベクターコピー数 b-cについて

は、n=5 CD22-BB.z製剤、11 CD19-22.BB.z製剤。 
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65 原データ図 3 

統計的な情報源データ 

66 原データ図 4 

統計的な情報源データ 

67 元データの拡張データ図 4 
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統計的な情報源データ 
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統計的な情報源データ 
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