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研究成果の概要（和文）：本研究は、MM（幹）細胞における免疫チェックポイント分子の発現を解析するととも
に、抗骨髄腫免疫を担当する細胞の特性を解析し、MMにおける抗腫瘍免疫機構を明らかにすることを目的とし
た。免疫抑制分子の発現は、幹細胞分画に有意に高く、初発症例よりも再発難治例により強いことを見出した。
幹細胞分画に含まれる免疫担当細胞を組織的に比較した結果、抵抗例では幹細胞集団により多くの抑制性細胞が
誘導されていた。さらに、幹細胞分画に発現する免疫チェックポイント分子は、腫瘍細胞と免疫担当細胞との共
培養において細胞障害活性を抑制したが、特定の分子ではなく、症例ごとに免疫抑止に関わる分子は異なること
が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to analyze the expression of immune checkpoint
 molecules in MM (stem) cells and to characterize the cells responsible for anti-myeloma immunity, 
and to elucidate the anti-tumor immune mechanism in MM. We found that the expression of 
immunosuppressive molecules was significantly higher in the stem cell fraction and stronger in 
relapsed refractory cases than in newly diagnosed cases. A histologic comparison of immune cells in 
the stem cell population revealed that suppressive cells were induced more in the stem cell 
population of resistant cases. In addition, immune checkpoint molecules expressed in the stem cell 
fraction suppressed cytotoxic activity in co-cultures of tumor cells and immune cells, but not 
specific molecules, indicating that molecules involved in immune suppression differ from case to 
case. These results provide a useful foundation for future therapeutic strategies targeting 
anti-myeloma immunity.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、種々がんに対して免疫チェックポイント分子を標的とした治療法が実用化されているが、骨髄腫では、抗
PD-1抗体単剤ではほとんど効果が認められていない。この一因として各免疫チェックポイント分子の発現、およ
び機能が症例ごと、さらには病期により異なっていることが明らかとなり、この成果は今後抗骨髄腫免疫を標的
とした治療戦略を構築する上で有用な基盤となる。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

 多発性骨髄腫（MM）の治療成績は、プロテアソーム阻害薬(PIs)、免疫調節薬(IMiDs)などの新

規薬剤の登場により飛躍的に改善した。しかし、MM 幹細胞は治療抵抗性であり、PCR 等の分子

レベルで微小残存病変(MRD)が検出不可能な深い寛解を達成、維持している症例においても、

多くの症例は再発する。一方で、治療中止後、ある程度の MM 細胞の残存が確認されているにも

かかわらず、病勢が進行せず再発に至らない、意義不明の単クローン性免疫グロブリン血症 

（MGUS）様の病態を呈する症例も存在する。したがって、どの程度の強度、期間で治療すべきか

については、症例により大きく異なっているが、それを判別しうる指標はない。また、このような残存

MM（幹）細胞が再発を起こす、あるいは起こさない機構として、細胞障害性T細胞(CTL)や制御性

T細胞(Treg)などの腫瘍免疫細胞の調節機構が推測されているが、その詳細は明らかではない。 

申請者らは、MM 患者骨髄の CD38+138+45-19-で定義した MM 細胞(phenotypic MM, phMC)

中に、造血幹/前駆細胞のマーカーCD34 を発現する集団が数%存在することを見出した。CD34+ 

phMCは、幹細胞活性を有する clonogenicなMM細胞であり、治療後 CD34+ phMCの頻度が増

加するとともに、CD34+ phMCの表面上に免疫チェックポイント分子である PD-L1の発現が有意に

増加することも見出した。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、初発時および治療により様々な奏効度にあるMM患者骨髄からCD34+ phMCを

分離し、シングルセルを用いた全トランスクリプトーム、メチローム解析を行い、MM 幹細胞の分子

遺伝学的特性の全貌解明を目指す。同時に種々の免疫チェックポイント分子の発現変化をスクリ

ーニングし、MM 幹細胞の抗腫瘍免疫の回避機構について検討する。また、寛解例、再発例、

MGUS 様の病態を維持している例において、CD34+ phMC におけるこれらの分子の発現を検討

することで、病態に関わる免疫チェックポイント分子も検索する。さらに CTL, NK細胞, Tregなど抗

腫瘍免疫担当細胞の数および特性を解析することで、MM 患者における抗腫瘍免疫の状態を包

括的に明らかにする。また、PIs や IMiDs などの薬剤が MM 幹細胞における免疫チェックポイント

分子の発現に及ぼす影響、およびその発現制御機構について解析を行う。これらの結果をもとに、

MM 幹細胞を標的する新規の抗腫瘍免疫療法、および免疫状態を指標とした至適治療法を開発

することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 

(1) 初発（12例）、及び治療により部分寛解、あるいは完全寛解を得ている症例（計 15例）

の骨髄から、MM幹細胞集団として phMCを分離し、CD34+ phMC, CD34- PhMCにおける

抗腫瘍免疫に関わる代表的な免疫チェックポイント分子（CD155, CD86, CD270, CD274, 

CD275, GAL9, CD137L, CD200, HLA-DR, CD319）の発現を網羅的に比較した。 

(2) 初発時の骨髄組織を用いて、CD34+ phMC の局在を免疫組織化学染色法にて評価した。ホ

ルマリン固定標本を酵素処理により抗原賦活し、骨芽細胞および類洞血管内皮細胞を各々ALP+, 

および CD31+で標識し、定義した。 

(3) 治療奏効例、治療抵抗例の骨髄組織を用い、CD34+ phMC集団に含まれる免疫担当細胞の

割合を後ろ向きに比較した。Treg および骨髄由来抑制細胞, MDSC は各々CD4+CD25+FoxP3+

および CD14-CD11b+CD33+で標識し、定義した。 

(4) CD34+ phMC と同一症例から得た樹状細胞, pDC、細胞障害性 T細胞, CTL との共培養の系

（Ref. Cancer Cell. 2009; 16: 309-23.）を用いて、各免疫チェックポイント分子の中和抗体が抗骨

髄腫免疫に及ぼす影響を解析した。 



 
４．研究成果 

CD34+ phMC, CD34- PhMCにおける抗腫瘍免疫に関わる免疫チェックポイント分子の発現を網

羅的に比較した結果、CD274 (PDL1)の他、CD155 (TIGIT), CD270 (TNFSFR14), GAL9等の抗腫

瘍免疫の抑制分子の発現が、CD34- PhMC と比較して CD34+ PhMCにおいて有意に高いことを

見出した。さらにそれぞれ初発症例よりも再発難治例により強く発現を認めた。さらに、これら分子

が抗骨髄腫免疫に果たす機能について評価するため、CD34+ phMC と同一症例から得た pDC、

CTL との共培養の系を用いて各免疫チェックポイント分子の中和抗体を添加することによる CTL

活性の変化を検討した。CTL 活性は、CTL の増殖能、培養上清へのサイトカイン放出能等で評

価し、CTL 活性に及ぼす免疫チェックポイント分子の同定を試みた。その結果、症例ごとに MM 

特異的 CD8+ CTL 活性を引き起こす中和抗体は異なり、症例ごとに免疫抑止に関わる分子は

異なることが明らかになった。 

また、初発時の骨髄組織における CD34+ phMCの局在を評価した結果、CD34+ phMCは、骨芽

細胞および類洞血管内皮細胞で構成される正常造血幹細胞, HSCニッチではなく、骨髄内で不均

一に集団を形成しながら存在していた。寛解導入による奏効と CD34+ phMC集団に含まれる免疫

担当細胞を比較した結果、治療抵抗例では、CD34+ phMC 集団に Treg や MDSC などの抑制性

の細胞がより多く誘導されており、CTLの活性を抑制していると推測された。 

さらに、いずれの免疫チェックポイント分子も、初発例よりも再発難治例、また治療ライン数が進む

ほど CD34+PhMC上により強く認めたが、治療早期に IMiDs を投与された症例では、その発現は

比較的低く、また CD34+ phMC集団への TregやMDSCの誘導も少なかった。 
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