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アフェレーシス前日 CD3陽性細胞測定による CAR-Tリンパ球採取戦略構築

島 隆宏１）～３）＊ 石原 大輔１）＊ 仙波雄一郎１）２）５） 山中 育未１）４） 平安山知子１）２）

水野 晋一３） 國崎 祐哉２）４） 前田 高宏２）５） 赤司 浩一１）２）４）

キメラ抗原受容体（chimeric antigen receptor：CAR）-T細胞療法において，十分な細胞数の採取が重要である．
しかし前治療や原疾患によって末梢血中のリンパ球数が減少していることも多く，処理血液量の過不足が課題である．
本研究では CAR-T製造を目的としてアフェレーシスを実施した 108例を対象に，前日の末梢血 CD3陽性細胞数お
よび単核球中 CD3陽性細胞割合と，アフェレーシス産物の CD3陽性細胞数との関連を解析した．CD3陽性細胞数
の逆数を用いた単回帰モデルにより，びまん性大細胞型 B細胞リンパ腫に対する Tisagenlecleucel製造に必要な CD3
陽性細胞数（1.5×109 cells）を得るための適正な処理血液量が予測可能であった．さらに，前日末梢血単核球中 CD3
陽性細胞割合とアフェレーシス産物の CD3陽性細胞割合との間にも強い相関が認められ，アフェレーシス前日の検
査値に基づく実用的な採取戦略の構築が可能となった．本手法は CAR-T療法におけるアフェレーシス計画の個別化
と標準化を支援し得る可能性があるが，さらなる検討を要する．
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背 景
キメラ抗原受容体（chimeric antigen receptor：CAR）-

T細胞療法は，急性リンパ性白血病，悪性リンパ腫，
多発性骨髄腫などの難治性造血器悪性腫瘍に対する革
新的治療法として近年急速に普及している１）２）．CAR-
T細胞製造において，末梢血リンパ球のアフェレーシ
スが初期ステップとして必要であり，その後 CD3陽性
細胞の選択と刺激，CAR遺伝子の導入，in vitroでの拡
大培養が行われる３）．このアフェレーシスは製剤製造の
第一段階であり，CAR-T療法の成否を左右する極めて
重要なプロセスである３）４）．
CAR-T療法の対象患者は化学療法や原疾患により正

常リンパ球数が著しく減少していることが多い５）．特に
Tisagenlecleucel（Tisa-cel）では，所定量の CD3陽性
細胞採取が製造要件である６）．適切な処理血液量やアフェ
レーシス時間の決定にはアフェレーシス中に得られる
アフェレーシス産物の CD3陽性細胞数の実測が理想で
あるが，Flow cytometry（FCM）解析には人的資源と

1～2時間の時間を要し，リアルタイムでの判断は困難
である．また，患者の状態に応じた適切な処理量を事
前に見積もるための明確な指標は確立されておらず，
採取施設の経験に依存した計画立案を余儀なくされて
いる．その結果，過剰な採取または目標量に満たない
採取が行われるリスクを伴う．
これらの課題を解決すべく，我々は過去にアフェレー
シス前日の末梢血 CD3陽性細胞数とアフェレーシス産
物の CD3陽性細胞数との相関を報告したが，28症例と
症例数が少なく，実用的な活用にはさらなる検証が必
要であった７）．そこで本研究では，九州大学病院におけ
る 108例のアフェレーシス症例データをもとにアフェ
レーシス前日の検査値から必要処理量を予測する実用
的な推定式を構築した．

対象と方法
1．対象患者
2019年 10月から 2023年 9月の間に九州大学病院に
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Table　1　患者背景

年齢（歳），中央値（範囲） 60（18 ～ 76）
性別，男性/女性 65/43
体重（kg），中央値（範囲） 60.9（41.2 ～ 106.0）
原疾患

びまん性大細胞型B細胞リンパ腫 85
急性リンパ性白血病  8

多発性骨髄腫 11
その他の B細胞リンパ腫  4

CAR-T 製剤
Tisagen lecleucel 77

Axicabtagene ciloleucel 20
Idecabtagene vicleucel 11

末梢血データ（アフェレーシス前日）
白血球数（/μl），中央値（範囲） 4,020（1,100 ～ 20,600）

ヘモグロビン（g/dl），中央値（範囲） 9.6（6.6 ～ 14.8）
ヘマトクリット（%），中央値（範囲） 28.8（20.9 ～ 33.75）
血小板数（万/μl），中央値（範囲） 13.2（1.9 ～ 88.0）

CD3 陽性リンパ球数（/μl），中央値（範囲） 676（121 ～ 3,136）

おいて保険診療の CAR-T療法目的でアフェレーシスを
施行された 183例のうち，アフェレーシス前日の CD3
陽性細胞数が FCMにより測定・記録されていたのは
155例であった．小児は通常成人と比して採取効率が低
く，血液処理量も大きく異なる．また Lisocabtagene
maraleucel（Liso-cel）は血漿採取量が総産物量に加わ
るため，他の CAR-T採取と処理過程が異なる．従って
本研究では全 155例のうち，小児症例と Liso-celを行っ
た計 47例を除外した 108例を解析対象とした．患者背
景，血算，CD3陽性細胞数，処理血液量，アフェレー
シス時間，アフェレーシス産物の CD3陽性細胞数を電
子カルテより抽出した．本研究は九州大学病院臨床研
究審査委員会の承認（22102-03/23311-00/24205）を得
て実施した．
2．アフェレーシス方法
全症例でアフェレーシスは Spectra Optia（Terumo
BCT）を用い，連続式単核球採取（CMNC）モードを
使用して実施された．採血流量は患者毎に 70～80ml /
分の一定速度で行い，採取ポンプ流量は全例 1.2ml /
分で行った．
3．単核球領域および CD3陽性細胞の測定・解析方法
各サンプル中の単核球（mononuclear cells：MNC）領
域は，FCMにおいて forward scatter（FSC）と side
scatter（SSC）の二次元プロット上で典型的なサイズお
よび内部構造に基づき同定・ゲーティングし，その全
体における割合を算出した８）．さらにMNC領域内のCD3
陽性細胞の割合は，抗 CD3抗体を用いた染色により，
各領域内の CD3陽性イベント数から算出した．これら
の得られた割合を各サンプルの細胞数に乗ずることで
CD3陽性細胞数を算出した：CD3陽性細胞数＝白血球
数×MNC領域（％）×MNC中の CD3陽性細胞割合

（％）．
4．統計解析
各因子とアフェレーシス産物の CD3陽性細胞数との

相関係数を算出し，最も高い相関を示す因子を特定し
た．加えて，びまん性大細胞型 B細胞リンパ腫（diffuse
large B-cell lymphoma：DLBCL）に 対 す る Tisa-cel
製造において一つの目標とされる CD3陽性細胞数（1.5
×109 cells）６）９）を得るために必要な処理量を，アフェレー
シス前日の CD3陽性細胞数を用いた線形回帰にて推定
した．CD3陽性細胞数が多いほど処理量が少なくて済
むという非線形性を考慮し，アフェレーシス前日 CD3
陽性細胞数 X（cells/μl）の逆数（1/X）を説明変数と
して単回帰モデルを構築し，以下の式で目的変数 Y（必
要処理量）を予測した：Y =（a/X）＋b（a：回帰係数，
b：切片）．回帰分析は Python 3.9および Scikit-learn
（v1.6.1）を用いて実施し，seaborn（v0.13.2）とmatplot-
lib（v3.10.0）により散布図および回帰曲線を可視化し
た．回帰曲線の平滑化のため，CD3陽性細胞数の昇順
にデータを並べ替え，再計算した予測値を用いた．モ
デルの適合度は決定係数（R2）により評価した．統計解
析は GraphPad Prism（v10）を用いて行い，p値が 0.05
未満を統計学的に有意とした．

結 果
1．患者背景
患者背景を Table 1に示す．年齢中央値は 60歳（範
囲：18～76歳），性別は男性 65例，女性 43例であった．
体重中央値は 60.9kg（41.2～106.0kg）であり，若年者
から高齢者，肥満患者など多様な患者が含まれていた．
疾患別の内訳は DLBCL 85例（78.7％），急性リンパ

性白血病 8例（7.4％），多発性骨髄腫 11例（10.2％），
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Fig.　1　（A）各臨床パラメータの相関　各臨床パラメーターの相関係数をヒートマップで表示した．pre_WBC：アフェレーシス
前日末梢血中の白血球数（/μl），pre_WBC_CD3%：アフェレーシス前日末梢血中のCD3 陽性細胞割合（%），pre_
WBC_#CD3：アフェレーシス前日末梢血中のCD3 陽性細胞数（/μl），pre_Lym_CD3%：アフェレーシス前日末梢血リンパ球
中のCD3 陽性細胞割合（%），pre_MNC_CD3%：アフェレーシス前日末梢血単核球分画中のCD3 陽性細胞割合（%），pro-
cessed volume：アフェレーシス処理血液量（ml），processed time：アフェレーシス時間（分），product_#WBC_ul：アフェレー
シス産物 1/μlあたりの白血球数（/μl），product_volume：アフェレーシス産物量（ml），product_#MNC：アフェレーシス産
物の単核球数，product_CD3%：アフェレーシス産物のCD3 陽性細胞割合（%），product_#CD3：アフェレーシス産物のCD3
陽性細胞総数．（B）アフェレーシス産物のCD3 陽性細胞割合とアフェレーシス前日の単核球中のCD3 陽性細胞割合の相関　
MNC：mononuclear cells．（C）アフェレーシス産物のCD3 陽性細胞総数と推定CD3 陽性細胞数の相関
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Table　2　リンパ球アフェレーシスの実際

血液量処理量（ml），中央値（範囲） 9,387（5,152 ～ 16,250）
血液処理時間（分），中央値（範囲）   162（88 ～ 252）
採取 CD3 陽性細胞数（×109 cells），中央値（範囲）  3.07（1.02 ～ 12.87）

その他の B細胞リンパ腫 4例であった．使用された製
剤は Tisa-cel 77例（71.3％），Axicabtagene ciloleucel
20例（18.5％），Idecabtagene vicleucel 11例（10.2％）
であった．アフェレーシス前日の末梢血データでは，
白血球数中央値は 4,020/μl（1,100～20,600），CD3陽性
細胞数中央値は 676/μl（121～3,136），ヘモグロビン中
央値は 9.6g/dl（6.6～14.8），血小板数中央値は 13.2
万/μl（1.9万～88.0万）であった．
2．アフェレーシスの実施内容
処理血液量の中央値は 9,387ml（5,152～16,250ml），
処理時間中央値は 162分（88～252分）であった．採取
された CD3陽性細胞総数の中央値は 3.07×109 cells（1.02
×109～12.87×109）であり，DLBCLに対する Tisa-cel
製造における目標値である 1.5×109 cellsを上回る症例
は 103例（95.4％）であった（Table 2）．
3．アフェレーシス前日 CD3測定による適切処理血液

量の予測
アフェレーシスで適正な細胞数を得るための適切処

理血液量を予測するために，まず各臨床パラメータの
相関係数を算出した（Fig. 1A）．既報７）と同様に，アフェ
レーシス前日の白血球中の CD3陽性細胞の割合および
CD3陽性細胞数と，アフェレーシス産物の CD3陽性細
胞の割合や CD3陽性細胞総数は有意な相関を示した．
中でも，アフェレーシス前日末梢血のMNCにおける
CD3陽性細胞割合とアフェレーシス産物の CD3陽性細
胞割合に正の相関（R2= 0.7073，p＜ 0.0001）を認めた
（Fig. 1A，1B）ことから「アフェレーシス産物の細胞総
数（cells）×前日のMNC中 CD3陽性細胞割合（％）」に
よりアフェレーシス産物の実際の CD3陽性細胞総数が
推定可能かを検証し，両者に良好な相関を認めた（R2

= 0.8457，p＜ 0.0001）（Fig. 1C）．
さらに同一患者内における処理血液量とアフェレー
シス産物の CD3陽性細胞数は理論上比例すると仮定し，
DLBCLに対する Tisa-cel製造における目標値のひとつ
である 1.5×109個の CD3陽性細胞を得るために必要な
処理血液量を求めた．この処理血液量（Y）とアフェレー
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Fig.　2　アフェレーシス前日の末梢血中CD3 陽性細胞数と目標CD3 陽性細胞
数獲得に必要な処理血液量の近似式
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シス前日 CD3陽性細胞数（X）の逆数との間に線形関
係が認められ，以下の推定式を得た：Y（L）= 1813.65 /
X（/μl）＋1.736．
例えばアフェレーシス前日の末梢血中 CD3陽性細胞
数が 450/μl であれば，必要処理血液量は 5.766（5,766
ml）と算出され，1分あたり 80ml の脱血速度では 72.1
分で目標に達すると推定される（Fig. 2）．

考 察
本研究は，CAR-Tリンパ球アフェレーシスの戦略的
最適化を目的として，アフェレーシス前日の末梢血中
CD3陽性細胞数およびMNC中のCD3陽性細胞割合と，
アフェレーシス産物の CD3陽性細胞数との関連を 108
例という比較的大規模なデータをもとに検討した．我々
の先行研究７）においてもアフェレーシス前のCD3陽性細
胞数と産物の CD3陽性細胞数との間に相関を示したが
症例数は限られており，より大規模な検証が求められ
ていた．本研究の意義は，実臨床に即した多様な背景
を持つ症例群を対象とし，簡便かつ高精度な処理血液
量の推定式を提示した点にある．
本推定式は，臨床現場において複数の利点を提供し
得る．第一に，処理量の事前見積りにより，アフェレー
シス時間短縮や不要な血球減少の回避が期待される．
特に高齢者，低体重者，血小板減少を伴う患者におい
ては，不要な過剰処理を避けることが極めて重要であ
る１０）．アフェレーシスの実施に際しては，途中で産物を
サンプリングし CD3陽性細胞数を測定する方法や，実
施直前の末梢血 CD3陽性細胞数を用いた評価も提案さ
れている７）１１）１２）．しかしアフェレーシス当日の朝や処理
中に複数回 FCMを行うには人的・時間的制約が伴い，
リアルタイムでの運用が困難な場合もある１３）．従って，
前日の CD3陽性細胞数に基づいて予め目標細胞数の確

保に必要な処理量を推定できれば，アフェレーシスの
実施可否を含む計画立案において大きな利点となる．
アルゴリズムの簡便さの観点からは，アフェレーシス
前日の末梢血MNC領域ではなく，末梢血全体における
CD3陽性細胞割合を用いることも考慮した．しかしア
フェレーシスは血液細胞のMNC領域を採取しており，
末梢血全体の CD3陽性細胞割合が同じ患者同士でも，
MNC領域の割合が異なれば採取される CD3陽性細胞
数は異なる．事実，アフェレーシス前日の末梢血全体
の CD3陽性細胞割合とアフェレーシス産物のCD3陽性
細胞割合との決定係数はR2=0.47と決して良好ではなかっ
た（Fig. 1A）．従って今回我々は，前日の末梢血 CD3
陽性細胞割合ではなく，MNC領域における CD3陽性
細胞割合をアフェレーシス産物の CD3陽性細胞割合と
して代用し，アフェレーシスを進めるアルゴリズムを
提唱するに至った．なお，MNC領域割合の測定は通常
の FCM検査で得られる FSCと SSCによるゲーティン
グをもとに可能であり，過剰に複雑な解析プロセスを
要しないことも利点と考える．
本研究では多様な CAR-T製剤および適応疾患を含む
症例を対象に解析を行った結果，CD3陽性細胞数の逆
数を用いた単回帰モデルによりTisa-celの製造に必要な
1.5×109個の CD3陽性細胞を得るための処理血液量を高
精度で予測可能な式を構築することができた．例えば，
CD3＝450/μl の症例においては，約 5.77l の処理により
目標細胞数が得られると推定され（Fig. 2），実際の採取
結果とも良好な一致を示した．ただし，Fig. 2に示され
るように，同一の CD3陽性細胞数であっても推定値か
ら外れる症例が存在し，これは処理流量の変動，体格
差，全身状態，あるいは前治療によるMNC割合やリン
パ球数の影響など複合的な要因が関与していると考え
られる．今後は，本予測式を前向きに検証し，実用性
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Fig.　3　アフェレーシス戦略の最適化アルゴリズム　MNC：mononuclear cells.
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および精度のさらなる向上を目指す必要がある．
加えて，アフェレーシス前日のMNC中 CD3陽性細
胞割合はアフェレーシス産物の CD3陽性細胞割合とも
強い相関を示しており（Fig. 1B），アフェレーシス産物
サンプリング検体の細胞数との組み合わせにより CD3
陽性細胞総数を推定可能であることが示唆された（Fig.
1C）．これらの知見を踏まえ，我々は Tisa-celにおける
アフェレーシス戦略の最適化アルゴリズムとして以下
を提案する（Fig. 3）：
①前日に末梢血 CD3陽性細胞数を測定
②予測式に基づき必要処理血液量を算出しアフェレー
シス開始
③処理途中で産物をサンプリングし細胞数を測定
④前日MNC中の CD3陽性細胞割合と併せて CD3
陽性細胞総数を再推定し，目標達成に向けて処理量・
時間を調整
なお，本研究には複数の限界も存在する．第一に，
単施設での後方視的解析であるため，他施設や異なる
装置・測定法において同様の精度が得られるかは不明
である．第二に，本予測式は前向きに検証されておら
ず，アフェレーシス設計に実装した際の臨床アウトカ
ムへの影響は今後の課題である．第三に，製剤製造成
績や治療転帰（奏効率，効果持続，有害事象）と CD3
採取量との関係性は本研究では未検討である．それで
もなお，本研究は前日 CD3陽性細胞数という客観的か
つ測定容易な指標を用いて，CAR-T細胞療法における

アフェレーシス計画の標準化および個別最適化に寄与
する実用的かつ汎用性の高い戦略を提示している．今
後，多施設共同での前向き検証および製剤製造成績と
の関連解析を通じて，本予測モデルの外的妥当性と臨
床的有用性をさらに高めていくことが期待される．

結 語
アフェレーシス前日の末梢血 CD3陽性細胞数および

MNC中 CD3陽性細胞割合を用いた多角的予測手法は，
CAR-T細胞療法におけるリンパ球アフェレーシス戦略
の個別最適化と標準化を推進する実用的手段となる可
能性がある．
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PRE-APHERESIS CD3-GUIDED APHERESIS STRATEGY FOR CAR-T THERAPY
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Abstract:

Lymphocyte apheresis is a critical initial step in chimeric antigen receptor (CAR) T-cell therapy. However, re-
duced peripheral blood CD3＋ cell counts due to prior treatment or underlying disease can make it difficult to deter-
mine the appropriate blood volume to process. In this retrospective study, we analyzed 108 patients who underwent
apheresis for CAR-T manufacturing. We investigated the relationship between CD3＋ cell counts and percentages in
peripheral blood on the day prior to apheresis and the number of CD3＋ cells collected in the final product. A linear re-
gression model using the inverse of the CD3＋ cell count allowed us to estimate the blood volume required to achieve
the target CD3＋ cell dose (1.5× 109 cells) for Tisagenlecleucel production in diffuse large B-cell lymphoma. We also
found a strong correlation between CD3＋ cell percentage in pre-apheresis mononuclear cells and CD3＋ cell content
in the apheresis product. These findings suggest that pre-apheresis CD3＋ cell measurement can be used to construct
a practical and individualized collection strategy, and help standardize and optimize lymphocyte harvesting in CAR-
T cell therapy.

Keywords:

CAR-T cell therapy, lymphocyte apheresis, CD3-positive cells, processing blood volume prediction
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