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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫は未だ予後不良な血液悪性疾患のひとつであるが、予後

を不良にする最大の原因は抗がん剤に対する抵抗性にある。抗がん剤はリンパ腫細胞にアポト

ーシスやネクローシスなどの細胞死を誘導する目的で使用されるが、このような従来型の薬剤

とは一線を画する治療法が希求されている。そこで本研究では、アポトーシスやネクローシス

などの細胞死シグナルとクロストークしない自己融解型の細胞死、オートファジーを誘導する

治療法を試みた。オートファジーの誘導には mTOR に対する siRNA を用い、siRNA のデリバ

リーとＢ細胞リンパ腫のターゲティングには、CD19 抗体で標識した siRNA-PEG/KALA 

PECM システムを開発した。 

 

研究成果の概要（英文）：Malignant lymphoma has been one of the hematological 

malignancies of which prognosis is still poor. The most possible reason of poor-prognosis is 

the resistance against conventional chemotherapeutic reagents, which are expected to 

induce apoptotic and/or necrotic death in lymphoma cells. Therefore, novel therapy with 

unique mechanism is required. Then, we have chosen the strategy inducing autolytic cell 

death, autophagy since the signaling of autophagic cell death does not depend on the 

apoptotic and necrotic signaling. For the induction of autophagy, we have used siRNA 

against mTOR. For the delivery of siRNA and the targeting of B-cell lymphoma, we have 

developed anti-CD19-targeted siRNA-PEG/KALA PECM system.  
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１．研究開始当初の背景 

悪性リンパ腫は、リツキシマブなど画期的な

分子標的薬の普及にも関わらず、未だ予後不

良な血液悪性疾患のひとつである。臓器障害

を有する高齢者に発症した場合など、化学療

法による十分な寛解導入が困難な場合もあ

るが、患者に治癒をもたらせない最大の原因

はリンパ腫細胞の抗がん剤に対する抵抗性
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にある。この抵抗性を解除する方法が模索さ

れて久しいが、決定的な解決策は見出されて

いない。抗がん剤はリンパ腫細胞にアポトー

シスやネクローシスなどの細胞死を誘導す

る目的で使用されるが、このような従来型の

薬剤とは一線を画する治療法が希求されて

いる。 

これまで我々は、Ｔ細胞性リンパ腫細胞株

Jurkat を対象に、Fas 刺激が誘導するアポト

ーシスやネクローシスの細胞死シグナルを

解析してきた（Sato T, et al. J Immunol 

2004; Sato T, et al. J Immunol 2008）。この

刺激により ATP 産生を担うミトコンドリア

に膜透過性亢進（MPT）が誘導されるものの、

ATP が枯渇することはなく、この ATP とミ

トコンドリアに由来する活性酸素（ROS）に

よってアポトソーム形成が促進され、ミトコ

ンドリア下流のカスパーゼ群が活性化され

ると、アポトーシス細胞死が誘導される。一

方、ミトコンドリアの重篤なダメージが先行

して ATP が枯渇する場合は、ミトコンドリ

ア下流のカスパーゼ群が活性化されず、ミト

コンドリアに由来する多量な ROS によって

ライソゾーム酵素の放出がおこると、ネクロ

ーシス細胞死が誘導される。すなわち、それ

ぞれの細胞死は別個の形態学な特徴を有す

るものの、シグナル伝達では ROS やミトコ

ンドリアなど主要な経路を共有しているこ

とを明らかにしてきた。この事実は、アポト

ーシス細胞死に抵抗性を有するリンパ腫細

胞は、同時にネクローシス細胞死にも抵抗性

を示すことを示唆している。 

一方、第三の細胞死として、近年、オートフ

ァジーが着目されている。オートファジーと

は、細胞が飢餓状態に陥った際に生存を維持

する目的で自己融解する現象を指し、腫瘍細

胞が抗がん剤によって誘導される細胞死を

回避するためのメカニズムのひとつとして

機能することもある。しかしながら、このオ

ートファジーを強く誘導する事で、多発性骨

髄腫の細胞株が自己融解型の細胞死に至る

と報告された（1）。更に、オートファジーの

シグナルはAtgタンパク質群によってつかさ

どられ、アポトーシスやネクローシスのシグ

ナルとクロストークしないため、オートファ

ジー誘導型の新規抗がん剤が、従来型の抗が

ん剤に抵抗性を有するリンパ腫細胞に有効

なのではないかと期待される。 

オートファジーを誘導する標的として、現在

のところ最も確かな分子は、mTOR

（mammalian target of rapamycin）である。

この分子は抗生物質ラパマイシンによって

阻害される標的として同定された。mTOR の

活性を低下させると Atg1 や Atg13、Atg17

を介してオートファジーが誘導されるため、

急性リンパ性白血病の細胞株を対象に

mTOR 阻害剤を用いてオートファジー型細

胞死の誘導効果が検討されている（2）。また、

悪性リンパ腫細胞でも mTOR を標的とした

治療が有効なのではないかと考えられはじ

めている（3）。実際、再発・難治のマントル

細胞リンパ腫を対象とした第Ⅲ相臨床試験

では、mTOR 阻害剤テムシロリムス単剤で

22％の有効率と 12.8 ヵ月の平均生存期間が

得られた（4）。そこで今回我々は、mTOR に

対する siRNA を用いた悪性リンパ腫に対す

る治療の可能性を検討することとした。 
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２．研究の目的 

siRNA を治療に用いる場合、最大の問題点は

デリバリーにある。体内で siRNA はヌクレ

アーゼによる破壊に晒され、またそれ自体で

細胞膜を貫通することはない。しかしながら、

近年、この問題点を解決する画期的な方法、

PECM（polyelectrolyte complex micelle）シ

ステムが報告された（5）。このシステムにお

いて siRNA は、S-S 結合によりポリエチレン

グリコール（PEG）と複合体を形成し、更に

カチオニック KALA ペプチドで被覆される。

このようにして調整された

siRNA-PEG/KALA PECM は、ヌクレアーゼ

に耐性で、容易に細胞膜を貫通するという。 

一方、リンパ腫細胞に対する厳密なターゲテ

ィングが施されない限り、テムシロリムスを

用いた第Ⅲ相臨床試験で約 90％の患者に観

察された Grade 3-4 の副作用、すなわち血小

板減少や貧血および好中球減少を避けるこ

とは難しい。しかしながらこれまでわれわれ

は、このターゲティングに関し、いくつかの

有効な解決策を見出してきた。すなわち、ビ

タミンＡで修飾することによりリポソーム

を肝星細胞へ特異的に搬送できることを見

出し、この DDS（drug delivery system）を

用いた HSP47 siRNA による肝硬変治療の試

みを報告した（Sato Y, Sato T, et al. Nature 

Biotechnol 2008）。また、抗 CD19 抗体で標



識した PEG 修飾血中滞在型（ステルス）リ

ポソームが、Ｂ細胞リンパ腫の治療における

DDS として極めて有効であることを明らか

にしている（平成 19 年度基盤研究（Ｃ））。

これらのノウハウを活用し、上述した

siRNA-PEG/KALA PECMを抗CD19抗体で

標識すれば、極めて特異的なＢ細胞リンパ腫

のターゲティングになると思われる。 

補足的に説明すれば、CD20 と同様に CD19

はＢ細胞リンパ腫にあまねく発現している

が、CD20 と異なり CD19 は細胞内へインテ

グレイトされるため、本研究における標的対

象として最適である。また、リツキシマブな

どCD20を標的とした治療法に抵抗性となる

過程で、CD20 の発現が弱まったＢ細胞リン

パ腫にも有効であろうと推測される。また、

Ｂ細胞性急性リンパ性白血病への応用も期

待できる。更に、CD33 を標的とすることで

急性骨髄性白血病などにも適応拡大が可能

かもしれない。 

本研究において我々は、mTOR を標的に、抗

CD19 抗体で標識した siRNA-PEG/KALA 

PECM システムをその抑制方法に選択し、オ

ートファジー誘導型Ｂ細胞リンパ腫治療の

開発を試みる。 

《引用文献》 
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３．研究の方法 

mTOR siRNA の 3’側に付加したヘキシルア

ミンを SPDP で活性化し、これを

Biotin-PEG-SH の SH 基と S-S 結合させる。

一方、抗 CD19 抗体をビオチン化し、ストレ

プトアビジンを介して Biotin-PEG-SH のビ

オチンと結合させる。更に、この抗 CD19 抗

体標識 mTOR siRNA-PEG の mTOR siRNA

をカチオニック KALA ペプチドで被覆し、抗

CD19 抗体標識 mTOR siRNA-PEG/KALA 

PECM を完成する。これの in vitro における

mTOR 発現抑制効果を、CD19 陽性Ｂ細胞リ

ンパ腫細胞株や患者リンパ節より得たＢ細

胞リンパ腫細胞を対象として検討する。次に、

死細胞の蛍光顕微鏡観察や、抗 LC3 抗体を用

いたウエスタンブロット法で検出する

LC3-II の出現などを指標として、オートファ

ジー細胞死の誘導効果を検討する。in vivo

では抗アシアロ GM1 抗体で処理した SCID

マウス皮下にCD19陽性Ｂ細胞リンパ腫細胞

株や患者リンパ節より得たＢ細胞リンパ腫

細胞を移植し、これを対象として抗 CD19 抗

体標識 mTOR siRNA-PEG/KALA PECM の

抗腫瘍効果を検討する。 

 
４．研究成果 

（１）抗 CD19 抗体標識 mTOR 

siRNA-PEG/KALA PECM の効果（in vitro） 

まずAmbion社製の siRNA Target Finderを

用いて mTOR siRNA のデザインを行った。

複数の配列を選定して siRNA を合成し、こ

れらを各種の細胞株へ導入した。mTOR の発

現量をウエスタンブロット法で定量し、最も

有効な配列を決定した。なお、siRNA の合成

に際しては、その 3’側をヘキシルアミンで

修飾した。次に、mTOR siRNA-PEG/KALA 

PECM の抗 CD19 抗体による標識を試みた。

すなわち、mTOR siRNA 3’側のヘキシルア

ミンを SPDP で活性化、これを

Biotin-PEG-SH の SH 基と S-S 結合させ、

Biotin-PEG-mTOR siRNA を調整した。また、

抗 CD19 抗体をビオチン化し、ストレプトア

ビジンを介して Biotin-PEG-mTOR siRNA

のビオチンと結合させ、抗 CD19 抗体

-PEG-mTOR siRNA を調整した。更に、電気

的な相互作用により、陰性荷電の mTOR 

siRNA を陽性荷電の KALA ペプチドで被覆

した。そして、この抗 CD19 抗体標識 mTOR 

siRNA-PEG/KALA PECM の in vitro におけ

る効果を検討した。具体的には、まず CD19

を高発現する B 細胞リンパ腫細胞株、

Namalwa 細胞などを対象に、マウス IgG 標

識 mTOR siRNA-PEG/KALA PECM（以下

IgG-mTOR）、マウス IgG 標識 scramble 

siRNA-PEG/KALA PECM（以下

IgG-scramble）および抗 CD19 抗体標識

scramble siRNA-PEG/KALA PECM（以下

CD19-scramble）を陰性コントロールとして、

抗CD19抗体標識mTOR siRNA-PEG/KALA 

PECM（以下 CD19-mTOR）のオートファジ

ー誘導効果を確認した。オートファジー誘導

の判定は、ウエスタンブロット法による

LC3-II の検出などにより行った。 

（２）患者由来Ｂ細胞リンパ腫細胞を対象と

した検討（in vitro） 

悪性リンパ腫疑いの患者を対象として病理

学的検索を目的に通常の医療行為の範疇で

リンパ節生検が施行される際、事前に本研究

の目的と意義を文書により説明し、文書によ

り同意を受ける方法により被験者からイン

フォームド・コンセントが得て、生検された

リンパ節の一部を細切し、浮遊したリンパ腫

細胞を回収した。通常の病理学的検索により

CD19 陽性Ｂ細胞リンパ腫と診断された場合

は、そのリンパ腫細胞を対象として

CD19-mTOR のオートファジー誘導効果を



検討した。陰性コントロールには IgG-mTOR、

IgG-scramble および CD19-scramble を用い

た。細胞数の定量化は MTT 法で、細胞死の

性状は Hoechst 33342 による核染色を用い

た蛍光顕微鏡観察で、LC3-II の出現はウエス

タンブロット法で検討した。その結果、すべ

てのリンパ腫細胞で CD19-mTOR の抗腫瘍

活性を確認した。特に、通常の化学療法に不

応な症例や寛解後の再発症例などから得ら

れたリンパ腫細胞は、通常のアポトーシスや

ネクローシスなどの細胞死に抵抗性である

が、このような細胞にも CD19-mTOR は効

果的にオートファジー細胞死を誘導した。 

（３）患者由来Ｂ細胞リンパ腫細胞を対象と

した検討（in vivo） 

in vitro 実験で用いた Namalwa 細胞は

Severe Combined Immunodeficiency 

(SCID)マウスに移植可能であり、これを in 

vivo 実験に用いた。同細胞を SCID マウスの

背部皮下へ移植し、腫瘤が形成され直径 6 

mm に達した時点で、尾静脈より各種濃度の

CD19-mTOR を投与した。陰性コントロール

には、IgG-mTOR、IgG-scramble および

CD19-scramble を用いた。投与後、腫瘍径を

経時的に測定したところ、CD19-mTOR の腫

瘍増殖に対する濃度依存的な抑制効果を確

認した。 

更に、Ｂ細胞リンパ腫患者のリンパ節から採

取したリンパ腫細胞を用いて検討を進めた。

リンパ節からリンパ腫細胞を得る手順は前

述のとおりである。これらのリンパ腫細胞を、

あらかじめ抗アシアロ GM1 抗体を腹腔内投

与した SCID マウスの背部皮下へ移植した。

腫瘤が形成され直径 6 mm に達した時点で、

尾静脈より CD19-mTOR を投与した。

CD19-mTOR の投与量は、in vitro の検討結

果を参考にして決定した。陰性コントロール

には、IgG-mTOR、IgG-scramble および

CD19-scramble を用いた。投与後、腫瘍径を

経時的に測定したところ、CD19-mTOR の腫

瘍増殖に対する抑制効果を確認した。特に、

通常の化学療法に不応な症例や寛解後の再

発症例などから得られたリンパ腫細胞は、通

常のアポトーシスやネクローシスなどの細

胞死に抵抗性であると予想されるが、このよ

うな細胞にも CD19-mTOR は効果的であっ

た。 
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