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研究成果の概要（和文）：我々はレプチンの炎症性サイトカインとしての側面に着目し、レプチンがマウス骨髄微小環
境下において骨髄腫細胞の増殖に関与する可能性を示した。さらにヒト多発性骨髄腫におけるレプチンの病勢への関与
の解明を目指したが骨髄穿刺の侵襲性から困難を伴い、より容易に入手可能で臨床応用上も優れた免疫細胞ソースであ
る臍帯血の利用を模索した。我々は臍帯血から細胞傷害性T細胞(CTL)を分離培養し、ビーズ表面に免疫関連分子を結合
させた人工抗原提示細胞(aAPC)と反応させることにより、HLA拘束性に血液腫瘍抗原特異性を効率的に誘導した。この
手法は多発性骨髄腫のみならず血液悪性諸疾患の新規治療戦略となりうるものと考える。

研究成果の概要（英文）：We have focused on immunological aspect of leptin as a proinflammatory cytokine, a
nd clarified the possible role of leptin on survival of murine myeloma cells with consideration of the bon
e marrow microenvironment. We further aimed to explore the role of leptin in the pathogenesis of human mul
tiple myeloma, however difficulties associated with invasiveness of bone marrow aspiration obliged us to e
xplore clinical use of umbilical cord blood as available and prominent source of immune cells alternativel
y. We have successfully isolated and expanded cytotoxic T lymphocytes(CTLs) from umbilical cord blood, as 
well as induced their HLA-restricted hematological tumor antigen specificity using beads coated with immun
ological molecules as artificial antigen presenting cells(aAPCs). This new method could potentially be app
lied clinically as new therapeutic strategy for not only multiple myeloma but also other hematological mal
ignancies.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
多発性骨髄腫は白血病・悪性リンパ腫と並

んで三大血液悪性疾患の一角をなしている。
免疫の一翼を担う B細胞は、最終分化して形
質細胞となり、抗体と呼ばれる免疫グロブリ
ン分子を産生するようになるが、この形質細
胞が悪性化して単クローン性に増殖するこ
とによって引き起こされる難治性疾患が多
発性骨髄腫である。世界における多発性骨髄
腫の患者数は約 750,000 人(国際骨髄腫財
団)にのぼるとも推測されており、日本にお
ける多発性骨髄腫の総患者数は約 14,000 
人(平成 23年厚生労働省統計)とされている。
近年の多発性骨髄腫治療の進歩には目覚ま
しいものがあり、プロテアソーム阻害薬であ
るボルテゾミブや免疫調節薬であるサリド
マイド・レナリドミド等の新薬の登場により
治療の選択肢は大きく広がった。しかし高齢
者に多い疾患のため造血幹細胞移植の適応
も限られており、化学療法では一時的に病状
をコントロールすることはできても薬剤耐
性の進行等により寛解・根治には至らず、多
くの患者が骨融解病変の重い症状に苦しま
されているのが現状である。 
 多発性骨髄腫の病因に関しては、第 14 番
染色体上の免疫グロブリン領域の転座によ
るサイクリン D群、MAF 群、FGFR3、MMSET 等
の遺伝子の脱制御が発症と関連づけられて
いる(Hideshima T, Anderson KC, et al. 
Nature Rev. 2007;7:585-98)。また形質細胞
の分化におけるマスター制御因子とされる
転写抑制因子Blimp-1の発症への関与も報告
されている (D’Costa K, Corcoran LM, et al. 
Blood. 2009;113:5911-9)。このような遺伝
子発現制御異常等によって生じた骨髄腫細
胞が、骨髄間質細胞と相互作用することによ
ってサイトカイン分泌や表面分子発現が誘
導されて骨髄腫細胞の増殖や移動や化学療
法への耐性が促進され、さらには破骨細胞活
性化や血管新生が引き起こされる。骨髄腫細
胞の増殖を促進して病態の進展に関与する
サイトカインとしては、IL-6、IL-1β、SDF-1
α、IGF-1、BAFF、APRIL 等が報告されている
(Chauhan D, Anderson KC, et al. Int J 
Hematol. 2003;78:114-20)。このように、骨
髄腫細胞が化学療法に耐性を示して生存す
る背景には、骨髄微小環境から提供されるニ
ッチが深く関わっていることが多くの知見
から示唆されている。骨髄腫細胞及び骨髄間
質細胞の双方に作用するボルテゾミブやサ
リドマイド・レナリノミド等の新薬を組み入
れた新しい化学療法が治療効果を改善して
はいるものの、例えば多発性骨髄腫患者由来
の骨髄間質細胞が骨髄腫細胞にボルテゾミ
ブ耐性を示す NF-κB 活性を誘導したこと等
も報告されており(Markovina S, Miyamoto S, 
et al. Mol Cancer. 2010;9:176)、骨髄微小
環境のさらなる探究が、化学療法への耐性の
克服のために不可欠と考えられる。 

脂肪組織の脂肪細胞から分泌され食欲を
抑制するホルモンとして見出されたレプチ
ンは、近年になって、骨髄間質の脂肪細胞か
らも分泌され(Laharrague P, Casteilla L, 
et al. FASEB J. 1998;12:747-52)、多様な
免疫細胞を活性化させる重要な炎症性サイ
トカインの働きを併せ持つことが明らかと
なってきた(Lam QL, Lu L. Cell Mol Immunol. 
2007;4:1-13)。筆者らはこれまでにレプチン
の免疫におけるサイトカインとしての側面
に着目し、レプチンが樹状細胞において Akt
を介するシグナル経路を活性化させて機能
制御に関わっていることや(Lam QL, Lu L, et 
al. J Biol Chem. 2007;282:27587-97)、レ
プチンが NK 細胞においてアポトーシスを抑
制し分化制御に関わっていることを報告し
たが(Lo CK, Lam QL, Lu L, et al. Cell Mol 
Immunol. 2009;6:353-60)、さらに B 細胞に
おいてもレプチンが STAT3、Akt、NF-κB 経
路を活性化して Bcl-2 及びサイクリン D1 遺
伝子発現を誘導し生存を促進することを示
した(Lam QL, Lu L, et al. Proc Natl Acad 
Sci USA. 2010;107:13812-7)。このことは、
多発性骨髄腫の病態におけるレプチンの関
与の可能性を想起させるものであり、実際骨
髄腫細胞がレプチン及びレプチン受容体を
発 現 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る
(Mouzaki A,Georgakopoulos T, et al. 
Cytokine. 2009;48:203-11)。レプチンはIL-6、
IL-11、CNTF、LIF 等と同じく 4 本のα-らせ
ん構造が束になった4へリックスバンドル型
サイトカインファミリーに属し、レプチン受
容体は IL-6 型サイトカイン受容体のシグナ
ル伝達分子 gp-130 と高い相同性を有してい
る(Tartaglia LA, Tepper RI, et al. Cell. 
1995;83:1263-71)。形質細胞の分化に不可欠
な IL-6 と類似構造を持つレプチンは骨髄微
小環境において豊富に供給されており、これ
まで筆者らが明らかにしたB細胞機能に与え
る作用も鑑みると、レプチンが化学療法に耐
性を示す骨髄腫細胞の生存に関わっている
可能性は高く、新たな治療戦略の標的となり
うるものと考えられた。 
他方においては、多発性骨髄腫の新たな治

療として、細胞免疫療法も試みられている。
大阪大学では血液悪性腫瘍細胞に広く発現
している癌抗原WT1を用いたペプチドワクチ
ン療法が施行されており、多発性骨髄腫にも
適応されている(Tsuboi A, Sugiyama H, 
et.al. Int J Hematol.  2007; 86: 414-7)。
東京大学医科学研究所ではこれまで悪性黒
色腫に対する樹状細胞療法等を先駆的に行
っ て き て お り (Nagayama H, Sato K, 
Yamashita N, et al. Melanoma Res. 2003; 
13:521-30)、今後の多発性骨髄腫に対する細
胞免疫学的治療も視野に入れ、WT1 やその他
多発性骨髄腫に特異的に発現がみられるペ
プチド抗原を標的とした細胞傷害性 T 細胞
(CTL)等を利用した免疫細胞療法の開発が検
討された。なお、研究開始当初から 3年が経



過した現時点においては、多発性骨髄腫の新
規治療として WT1特異的 CTLの役割が支持さ
れるに至っており(Tyler MT, Koehne G, et al. 
Blood. 2013;121:308-317)、さらに WT1 に限
らず、多発性骨髄腫の抗原ペプチドの探索も
精力的に行われている(Bae J, Munshi NC, et 
al. Clin Cancer Res. 2012;18:4850-60)こ
とを追記しておく。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)レプチンの多発性骨髄腫の病因に及ぼす
影響の探索 
 
野生型マウス骨髄及びマウス骨髄腫細胞

株を用いて、レプチンがマウス形質細胞及び
マウス骨髄腫細胞に及ぼす作用について検
索を行う。さらに、マウス骨髄間質細胞とマ
ウス骨髄腫細胞の相互作用へのレプチンの
関与について検索を行う。 
続いて、健常人及び多発性骨髄腫患者の骨

髄サンプルを用いて、レプチンがヒト形質細
胞及びヒト骨髄腫細胞に及ぼす作用につい
て検索を行う。さらに、ヒト骨髄間質細胞と
ヒト骨髄腫細胞の相互作用へのレプチンの
関与について検索を行う。 
 
(2)臍帯血由来リンパ球からのWT1特異的CTL
の誘導 
 
ヒト凍結臍帯血より CD8陽性 Tリンパ球を

精製し、多発性骨髄腫治療に応用されうる
WT1 ペプチド特異的 CTL を効率的に誘導する
方法を開発する。 
以上のような異なる二方向からのアプロ

ーチで、多発性骨髄腫の新規免疫細胞療法に
資することを最終的な目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)レプチンの多発性骨髄腫の病因に及ぼす
影響の探索 
 
野生型マウス及びレプチン受容体を欠損

する db/dbマウスの骨髄由来形質細胞を用い
て IgG に関する ELISPOT アッセイを行った。
マウス骨髄腫細胞株 P3X 及び J558 をレプチ
ン存在下で培養し、3H-チミジンの取り込みに
よる増殖の評価を行った。野生型マウス骨髄
由来形質細胞にレプチンを作用させて、
RT-PCR法によりBlimp-1の遺伝子発現レベル
を検討した。一方で野生型マウス骨髄由来間
質細胞表面のレプチン受容体の発現を FACS
解析にて確認した。さらに野生型マウス骨髄
由来間質細胞にレプチンを作用させて、
RT-PCR 法により IL-6、BAFF、APRIL、Bcl-2、
ICAM-1 の遺伝子発現を検討した。 
以上に続き、東京大学医科学研究所附属病

院において倫理委員会の承認を得て、骨髄採
取の手続を進めたが、侵襲的な骨髄穿刺によ
って多発性骨髄腫患者のみならず対照群と
して健常人からも骨髄を採取しなければな
らない点に困難が見出され、対象検体の見直
しを行うことに方針を転換した。 
 
(2)臍帯血由来リンパ球からのWT1特異的CTL
の誘導 
 
臍帯血は異なる分化段階にある様々な幹

細胞及び前駆細胞のヘテロな集合体で未成
熟な免疫細胞を豊富に含み、その可塑性や移
植時の宿主寛容性や豊富な供給を併せて考
慮すると、臨床応用時の免疫細胞ソースとし
て優位性が高いものと考えられた。汎用性を
考慮し、日本人の約 6割が白血球型として有
している HLA-A*24:02 と、多発性骨髄腫をは
じめ血液悪性疾患で広く発現がみられる癌
抗原 WT1 を、併せて標的とした細胞免疫療法
の開発を模索した。 
HLA-A*24:02 適合凍結臍帯血を解凍後デキ

ストラン存在下で洗浄し単核球を得て、CD8
陽性 Tリンパ球を精製した。IL-7 存在下で 1
週間培養した後、IL-15 存下で HLA-A*24:02
拘束性変異型 WT1 ペプチドと抗 CD28 抗体ビ
ーズを加えて 1週間おきに抗原刺激を 2回行
った。テトラマー染色により WT1 特異的 CTL
を検出した。一方で、健常人末梢血あるいは
同一臍帯血から CD14 陽性単球由来成熟樹状
細胞をそれぞれ調製し、CD8 陽性 T リンパ球
に対して抗原刺激を行い、WT1 特異的 CTL の
誘導率に関する比較を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)レプチンの多発性骨髄腫の病因に及ぼす
影響の探索 
 
ELISPOT アッセイの結果、レプチンを野生

型マウスの骨髄由来形質細胞に作用させる
と IgG 分泌が増加したが、レプチン阻害剤と
してレプチン受容体-Fc 領域融合蛋白を添加
するとこの作用は相殺された。このことから
レプチンは IL-6 と同様に形質細胞に生存促
進作用を示すことが示唆された。なお、レプ
チン受容体を欠損する db/dbマウスの骨髄由
来形質細胞にレプチンを作用させてもこの
ような生存促進作用はみられなかった(図 1)。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



マウス骨髄腫細胞株 P3X 及び J558 をレプ
チン有無の条件下で培養し、3H-チミジンの取
り込みにより増殖を比較したところ、レプチ
ン添加により増殖の著しい促進がみられた
(図 2)。このことから、レプチンは骨髄腫細
胞に増殖促進作用を示すことが示唆された。
なお、ヒト骨髄腫細胞株 U266 についても同
等の結果が示された。 
 
図 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
野生型マウス骨髄由来形質細胞にレプチ

ンを作用させ RT-PCR にて解析したところ、
転写抑制因子Blimp-1の遺伝子発現の著しい
上昇が観察され、レプチンが形質細胞の分
化・機能に強い影響を及ぼすことが示唆され
た(図 3)。 
 
図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FACSにて野生型マウス骨髄由来CD106陽性

CD44 陽性間質細胞の解析を行ったところ、細
胞表面にレプチン受容体の発現が確認され、
骨髄間質細胞におけるレプチンの自己分泌
機構の存在も示唆された(図 4)。 
 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

野生型マウス骨髄由来間質細胞にレプチ
ンを作用させ RT-PCR にて解析したところ、B
細胞の生存や活性化に関わる重要なサイト
カインである IL-6、BAFF、APRIL や、抗アポ
トーシス蛋白 Bcl-2 や、接着分子 ICAM-1 の
遺伝子発現が用量依存的に強力に誘導され
た(図 5)。これらの結果から、レプチンが骨
髄微小環境の活性を修飾し、骨髄間質細胞と
形質細胞の相互作用に際して形質細胞の生
存を促進する可能性が示唆された。 
 
図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)臍帯血由来リンパ球からのWT1特異的CTL
の誘導 
 
凍結臍帯血由来 CD8 陽性 T 細胞に

HLA-A*24:02 拘束性変異型 WT1 ペプチドと抗
CD28 抗体ビーズを加えて抗原刺激を行った
ところ、WT1 特異的 CTL が 6～9%と高率で誘
導され、この誘導率は、健常人末梢血由来成
熟樹状細胞(図中に allo-mDC と記載)または
同一臍帯血由来成熟樹状細胞(図中に
auto-mDC と記載)を用いた抗原刺激に比して
優れていた(図 6)。本来は樹状細胞等の抗原
提示細胞の MHC class I 分子に抗原ペプチド
が提示されたものと T 細胞受容体が結合し、
さらに抗原提示細胞の共刺激分子とT細胞の
CD28 分子が結合することによって活性化さ
れた抗原特異的 CTL が誘導される。抗原ペプ
チドと抗 CD28 抗体ビーズを併せて用いて抗
原刺激を行った本法は人工抗原提示細胞
(artificial antigen presenting cell; 
aAPC)の手法の一種に含められるものと考え
られ、この現象には”bystander cell”の関
与による MHC class I 分子の提示等、なんら
かの機序の存在が想定されたが現在のとこ
ろ不明である。我々は、さらにビーズに MHC 
class I分子及びCD28分子を結合させたaAPC
を作製し、癌抗原特異的 CTL の誘導を試みて
いる。東京大学医科学研究所でもこれまでに



樹状細胞を用いた細胞免疫療法の臨床治験
が施行されてきたが、実際に臨床応用される
樹状細胞の調製には高度な無菌培養の技術
を要するため多大の費用と時間がかかり、樹
状細胞を用いずに癌抗原特異的CTLを高率に
誘導可能な手法が確立すれば画期的なもの
となる可能性がある。WT1 は血液悪性諸疾患
の他、多くの固形癌でも発現が認められるた
め、多発性骨髄腫のみならず、多くの癌種に
応用可能と考えられるが、我々はさらに他の
癌抗原ペプチドも用いて研究を進めている。 
 
図 6 
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