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研究成果の概要（和文）：末梢血単核球細胞にゾレドロン酸と免疫調節薬（レナリドミド、ポマリドミド）を添
加し、1週間培養したところ効率よくTh1様γδT細胞が誘導・増幅された。このように誘導されたTh1様γδT細
胞は、骨髄腫細胞株の自己複製能を消失させ、薬剤耐性細胞を含むside populationを減少させた。しかし骨髄
腫患者から採取した末梢血ではγδT細胞の誘導は乏しかった。また温熱療法は骨髄腫細胞および骨髄腫前駆細
胞に細胞傷害をもたらすが、温熱処理により骨髄腫細胞のHSPやULBPの発現は上昇し、またγδT細胞のDNAM-1の
発現も上昇するため、γδT細胞の骨髄腫細胞への感受性が高まることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：After PBMCs isolated from 10 normal donors were incubated for one week with 
Zol and lenalidomide (LEN) or pomalidomide (POM) in combination, γδT cells were robustly expanded 
as observed with Zol and IL-2 in combination. The expanded γδT cells expressed intracellular IFN-
γ but not Foxp3,indicating induction of Th1-like γδT cells.The expansion efficiency with Zol plus
 these IMiDs appeared to be weakerin PBMCs from a majority of patients with multiple myeloma (MM) 
than those from normal donors.Such expanded Th1-like γδT cells exerted potent cytotoxic activity 
against MM cells. Interestingly, the expanded γδT cells also markedly minimized the sizes of side 
populations in RPMI8226 and KMS-11 cells, and suppressed their clonogenic capacity. Hyperthermia 
induces MM cell death and and up-regulated the surface expression of HSP and ULBP on MM cells. These
 results suggest that hyperthermia might enhance the susceptibility of MM cells to γδT-mediated 
immunotherapy. 

研究分野： 血液内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞移植や新規治療薬の導入など
により、多発性骨髄腫の生命予後は改善され
つつあるが、骨髄腫は依然難治であり、新た
な治療戦略の開発が必要である。骨髄腫が難
治である原因として、本症に伴う免疫不全に
加え化学療法やステロイドによる免疫担当
細胞の機能の抑制が考えられる。従って、骨
髄腫を治癒にもたらすためには抗腫瘍薬に
よる腫瘍の抑制に加え、腫瘍免疫の再構築・
増強が不可欠と思われる。 
 血中や骨髄に存在する Vγ9Vδ2 T（以下
γδT）細胞は、体外でゾレドロン酸および IL-2
の添加により著明に増幅するが、このように
して誘導したヒト γδT 細胞は骨髄腫細胞に対
して特異的かつ強力な細胞傷害を発揮する
ことを報告した。一方、この抗骨髄腫活性は
骨髄微小環境内において骨髄間質細胞の共
存により減弱することも明らかとなり、その
原因の 1 つとして、骨髄間質細胞との共存に
より γδT 細胞の細胞傷害関連因子 DNAM-1
の発現が低下することを見出した。従って、
γδT 細胞を用いた抗腫瘍免疫療法の治療効果
を向上させるためには、より高い活性の γδT
細胞を十分量投与すること、腫瘍微小環境内
で抗腫瘍活性を高く維持すること、そして標
的の骨髄腫細胞の γδT 細胞への感受性を高め
ることが課題である。 
 そこで γδT 細胞の増幅法の検討を行い、NK
細胞を賦活し抗体依存性細胞障害活性
（ADCC） の増強効果が注目されている新規
抗骨髄腫薬の免疫調節薬 lenalidomide（LEN）
とゾレドロン酸とのを併用、さらに LEN と
γδT 細胞受容体（γδTCR）の新規合成リガン
ド で あ る (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl 
pyrophosphate（HMB-PP）（長崎大学、田中義
正先生より供与）を併用することにより、γδT
細胞の増幅効率を大幅に高めることに成功
した。このようにして誘導された γδT 細胞は、
増幅能が強く細胞傷害関連因子の NKG2D、
DNAM-1 などを高発現し IFN-γ を産生する
Th1 様であった。本研究では第二世代免疫調
節薬（LEN、POM）を用いた体外での効率的
な γδT 細胞の活性化および増幅法の開発と活
性維持のための治療戦略を構築する。 
 さらに我々は、腫瘍組織をターゲティング
し、T2 強調 MRI での腫瘍の局在診断が可能
な酸化鉄を含有するマルチモーダルナノ粒
子の作成に成功した。骨髄腫マウスモデルに
このナノ粒子を投与し磁場をかけると腫瘍
病変部位が特定できるとともに、酸化鉄ナノ
粒子から熱が発生するため腫瘍部位に限局

した細胞傷害を与えるという腫瘍選択的な
温熱療法を開発した。熱処理は、骨髄腫細胞
だけでなく腫瘍幹細胞を含む SP 分画にも細
胞傷害をもたらし、骨髄腫細胞に γδT 細胞に
抗原として認識される熱ショック蛋白（HSP）
の発現誘導とともに Th1様 γδT 細胞の活性を
高める NKG2D リガンドなどの発現を増強さ
せることを見い出した。従って、温熱療法を
組み合わせた Th1様 γδT 細胞による免疫療法
は、骨髄腫細胞とともに腫瘍幹細胞をも標的
としうる革新的な新規治療法としての可能
性が期待される。 
 
2．研究の目的 
(1) ゾレドロン酸と免疫調節薬（IMiDs）によ

る効率的な Th1様 γδT細胞の誘導法と共刺
激分子の制御による増幅・活性化増強法の
開発 

(2) 温熱療法による Th1 様 γδT 細胞の腫瘍前
駆細胞に対する抗腫瘍効果の誘導 

(3) 温熱療法の併用による Th1 様 γδT 細胞の
抗腫瘍活性増強効果の検討 

 
3．研究の方法 
(1) ゾレドロン酸と IMiDs による効率的な

Th1様 γδT 細胞の誘導法と共刺激分子の制
御による増幅・活性化増強法の開発 

末梢血単核球細胞にゾレドロン酸と IMiDs
（LEN, POM)を種々の濃度および投与期間で
添加培養後、γδT 細胞の機能的サブセットの
誘導・増幅効率と骨髄腫細胞株に対する細胞
傷害活性を、従来のゾレドロン酸と IL-2 によ
り誘導した γδT 細胞と比較検討する。γδT 細
胞の活性化は、IFN-γ や IL-17 の産生量および
CD25 の発現で評価し、副刺激分子として γδT
細胞の細胞障害活性に関わる DNAM-1、
LFA-1 や NKG2D および CD26 の γδT 細胞に
おける発現レベルをフローサイトメトリー
で解析する。Th1様 γδT 細胞は IFN-γ、制御性
γδT 細胞は Foxp3 の細胞内染色を行い評価す
る。骨髄腫細胞特異的障害活性は、蛍光色素
PKH26で標識した骨髄腫細胞株を γδT細胞と
共培養後、7AAD 染色を行い PKH26 陽性骨髄
腫細胞における死細胞の割合を算定し評価
する。また、γδT 細胞は非接着下では骨髄腫
細胞株をほとんど傷害しておらず、γδT 細胞
の標的細胞に対する障害活性の発現には両
者の接着が必須であったため、接着分子で細
胞障害活性に関わる DNAM-1、LFA-1 や
NKG2D などの γδT 細胞における発現レベル
の変化をフローサイトメトリーで解析する。 
(2) 温熱療法による Th1 様 γδT 細胞の腫瘍前



駆細胞に対する抗腫瘍効果の誘導 
各種骨髄腫細胞株を遠心管に入れ熱処理（39
～43℃）を加え、経時的に回収し、腫瘍前駆
細胞の特徴である自己複製能をコロニーア
ッセイで評価し、また side population（SP）
分画のサイズをフローサイトメトリーにて
解析し、熱処理による腫瘍前駆細胞への影響
を明らかにする。さらに、このような熱処理
後の骨髄腫細胞と共存培養すると、Th1様 γδT
細胞の活性が高まり、腫瘍前駆細胞をも強力
に傷害することをコロニーアッセイで評価
する。そして、このような抗腫瘍効果を増強
させる機序に関して、熱処理後の骨髄腫細胞
での γδT 細胞の抗原となる熱ショック蛋白群
の発現誘導の関与や、NKG2D ligand の ULBP 
1/2/3 や MICA/B などの細胞傷害関連因子や
ICAM-1、LFA-1 などの接着分子および PD-L1、
CD28、PVR などの副刺激因子の発現変化の
関与を検討する。また小胞体ストレスの誘導
の有無やアポトーシス関連の蛋白発現など
も評価検討する。 
(3) 温熱療法の併用による Th1 様 γδT 細胞の

抗腫瘍活性増強効果の検討 
Th1様 γδT 細胞の DNAM-1、PD-1、CD137

（4-1BB）などの共刺激分子の発現の変化を
手がかりに、対応するリガンドの発現やこれ
らの発現調節に関わる機序を検討し、骨髄間
質細胞がもたらす Th1様 γδT 細胞の活性抑制
機序の検討を進める。そして、PD-1 の阻害抗
体（AF1086）などの併用や、熱処理を加えた
骨髄腫細胞株を共存させ、骨髄間質細胞との
共培養により低下した γδT 細胞の DNAM-1
の発現や interferonγの産生が回復するか否
か、さらには抗骨髄腫活性を増強するかを検
討する。 

4．研究成果 

(1)  健常人から採取した末梢血単核球細胞
にゾレドロン酸と LEN（1 µM）もしくは POM
（0.1 or 1 µM）を添加し、1 週間培養したと
ころ、γδT 細胞が誘導され、IL-2 やゾレドロ
ン酸を用いて誘導したものより効率よく増
幅した(図 1)。一方で、骨髄腫患者から採取し
た末梢血では γδT 細胞の誘導効果は乏しく
（図 2）、特に化学療法歴のある患者からのサ
ンプルでは誘導効率は低下していた（図 3）。
γδT 細胞の機能的サブセット解析では、IL-2
を用いて誘導したものより細胞内 IFN-γ を高
発現ししており、一方で Foxp3 の発現はわず
かであり、Th1 様であった（図 4）。また細胞
傷害関連因子である DNAM-1、NKG2D や接

着分子 LFA-1 なども高発現していた（図 4）。 

 健常人の末梢血単核球から誘導された Th1

様 γδT 細胞は、KMS-11、RPMI8226、U266
などの骨髄腫細胞株や患者由来の骨髄腫細
胞に対して、E/T 比依存的に抗骨髄腫効果を
もたらした（図 5）。また γδT 細胞骨髄腫細胞
株の自己複製能をコロニーアッセイを用い
て検討したところ、RPMI8226、KMS-11 細胞
において、いずれの細胞株においてもコロニ
ー形成を著明に抑制した（図 5）。 
 さらに薬剤耐性細胞を含むと考えられる
side population（SP）分画細胞に及ぼす影響に
ついても検討を加えた。γδT 細胞と RPMI8226、
KMS-11 細胞とを共培養し、Hoechst33342 染
色を用いて、SP 分画に及ぼす影響を検討した
ところ、γδT 細胞は、骨髄腫細胞株の SP 分画
のサイズを著明に減少させた（図 5）。 
 
(2) 骨髄腫細胞株に温熱処理を加えたところ、
時間および温度依存的に細胞死が誘導され
（図 6）、また RPMI8226、KMS-11 細胞にお
いて、温度依存的にコロニー形成を著明に抑
制した（図 7）。さらに SP 分画のサイズも著
明に減少させた（図 7）。温熱処理は小胞体ス
トレス関連因子である ATF4、CHOP などとと
もに HSP60、70、90 や ULBP などの発現を誘
導し、その一方で IRF4、Pim-2、c-Myc など
の発現は低下した（図 8）。さらに温熱療法は
Pim 阻害薬（SMI-16a）や bortezomib との併
用により協調的に抗骨髄腫効果がもたらし
た。 
 
(3) γδT細胞に温熱処理を加えたところ γδT細 
胞の DNAM-1 の発現は上昇した。さらに γδT 
細胞は骨髄間質細胞と共培養した際に、 
DNAM-1 の発現は低下したが、温熱療法は、 
低下したγδT細胞のDNAM-1の発現を回復さ 
せ、抗骨髄腫活性も増強させた（図 9）。 
 
これらの結果から、ゾレドロン酸と IMiDs を
用いることで細胞傷害活性が高い Th1 様 γδT
細胞が体外で大量に増幅可能であること、さ
らに温熱療法は、骨髄腫細胞および骨髄腫前
駆細胞にも強い細胞傷害をもたらし、かつ
γδT 細胞の骨髄腫細胞に対する感受性を高め
ることが示唆された。また温熱療法は、骨髄
腫骨髄微小環境においても γδT 細胞の骨髄腫
細胞に対する抗腫瘍活性を維持できると考
えられ、難治性造血器腫瘍である骨髄腫に対
する新たな治療戦略となりうる可能性が示
唆された。 
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