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研究成果の概要（和文）：末梢血単核球細胞に新規合成γδT細胞リガンド（HMB-PP）とレナリドミド（Len）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。γ
δT細胞の機能的サブセット解析では、細胞内IFN-γを高発現しており、HMB-PPとLenを用いて誘導したγδT細胞はTh1
様であった。このようにして誘導されたTh1様γδT細胞は、抗骨髄腫効果をもたらすとともに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分画細胞を減少させ、SCIDマウスにおいても骨髄腫細胞の腫瘍増
殖抑制効果を示した。

研究成果の概要（英文）：Lenalidomide (Len) was able to expand γδ T cells more robustly in combination 
with HMB-PP than Zol from PBMCs from the majority of normal donors. However, Len alone did not show any 
significant effects on γδ T cell expansion and activation, suggesting a costimulatory role of Len on 
Zol or HMB-PP-primed γδ T cells. The surface expression of LFA-1, NKG2D, DNAM-1 and TRAIL were 
up-regulated in the expanded γδ T cells. Len in combination with either Zol or HMB-PP enhanced 
intracellular IFN-γ along with the surface NKG2D, suggesting robust induction of Th1-like γδ T cells 
by Len. Importantly, γδ T cells expanded with the combinatory treatments with Len and Zol or HMB-PP 
exerted potent cytotoxic activity against multiple myeloma (MM) cells. Interestingly, the expanded γδ T 
cells markedly suppressed the colony formation in RPMI8226 and KMS-11 cells, and decreased in size their 
side populations, suggesting targeting a drug-resistant clonogenic MM cells.

研究分野：血液内科
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１．研究開始当初の背景 

多発性骨髄腫は、現行の抗腫瘍療法では治
癒の困難な造血器悪性腫瘍であり、免疫療法
などの異なった機序による新規治療法の開
発が求められている。骨髄腫に治癒がもたら
されない大きな原因として、骨髄腫細胞の生
存・増殖の場である骨髄微小環境がもたらす
骨髄腫細胞の薬剤耐性の獲得とともに NK 細
胞、細胞障害性 T 細胞や樹状細胞活性の抑制
などによる免疫監視機構からのエスケープ
が考えられる。末梢血単核球にゾレドロン酸
および IL-2 を添加し１週間培養すると体外
で γδT 細胞が活性化し 100 倍以上に増幅する。
これまでの検討により、体外増幅ヒト γδT 細
胞は短時間で骨髄腫細胞を死滅させること
より、体外増幅ヒト γδT 細胞を用いた免疫療
法は、エフェクター細胞の機能不全を併発す
る骨髄腫に有効であることを示した（Cui Q, 

et al. Int J Hematol. 2011）。しかしながら、こ
の抗骨髄腫活性は骨髄間質細胞の共存下で
は減弱することが明らかとなり、骨髄間質細
胞は腫瘍細胞の生存を直接促進させるだけ
でなく γδT 細胞の活性も抑制することにより、
γδT 細胞の抗腫瘍効果を抑制していることが
考えられた。体外で増幅させたヒト γδT 細胞
を用いた免疫療法は、主として固形癌を対象
にその臨床応用が進められているが、γδT 細
胞免疫療法の骨髄腫に対する治療効果を最
大限に誘導するためには、骨髄腫細胞の生
存・増殖の場である骨髄微小環境がもたらす
γδT 細胞の抗腫瘍活性に及ぼす影響の実態を
明らかにし、骨髄微小環境で γδT 細胞が効率
よく高い抗腫瘍活性を発揮できる治療戦略
の構築が必要である。 

 Thalidomide の誘導体である新規抗骨髄腫
薬 lenalidomide は、直接的な抗腫瘍作用とと
もにユニークな免疫調節作用を有し NK 細胞
や細胞傷害 T 細胞の活性を高め、抗腫瘍活性
や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。我々は最近、
lenalidomide とゾレドロン酸の併用により末
梢血単核細胞より γδT 細胞が効率よく活性化
され増幅することを見出した。このようにし
て誘導した γδT 細胞には接着分子 DNAX 

accessory molecule-1 (DNAM-1; CD226)が高発
現しており、DNAM-1 を介する副刺激が γδT 細
胞の骨髄腫細胞に対する細胞障害活性の発揮
に重要な関与をすることが示唆された。骨髄間
質細胞の共存下では、γδT 細胞の DNAM-1 の
発現が減少したが、lenalidomide の添加により
γδT細胞のDNAM-1の発現とともに抗骨髄腫活
性が回復・維持され、lenalidomide は γδT 細
胞の骨髄内での活性の維持に有用と考えら
れた。また、プロテアソーム阻害薬 bortezomib

は骨髄腫細胞に γδT 細胞の活性化に関与する 
HLA関連蛋白や heat shock proteinなどの発現
を亢進させるため、骨髄腫細胞の γδT 細胞に
対する感受性を高める可能性が期待出来る。さ
らに、γδT 細胞は抗体依存性細胞障害活性
(ADCC) の惹起に必要な Fcγ 受容体(CD16)を

高発現しており、我々が作成しているヒト型化抗
骨髄腫 IgG 抗体 (HM1.24; Blood. 90(8): 

3179-3186, 1997)と併用すれば γδT 細胞による
ADCC活性を誘導できると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ゾレドロン酸と新規抗骨髄腫薬
lenalidomide を併用した γδT 細胞の効率的な
増幅と抗腫瘍活性の維持増強法を開発する
ことを目的に、1) lenalidomide の免疫増強作
用を利用した γδT 細胞の増幅と抗腫瘍活性増
強法の開発と lenalidomide による γδT 細胞の
活性化の機序の検討、2) lenalidomide による
骨髄腫細胞の γδT 細胞に対する感受性の亢進
法、3) 動物モデルにおける γδT 細胞の抗骨髄
腫効果の検討 
  

３．研究の方法 

1) lenalidomide の免疫増強作用を利用した
γδT 細胞の増幅と抗腫瘍活性増強法の開発と
lenalidomide による γδT 細胞の活性化の機序
の検討 

 末 梢 血 単 核 球 に ゾ レ ド ロ ン 酸 と
lenalidomide あるいはゾレドロン酸と IL-2 を
添加培養後誘導された γδT 細胞の増幅効率と
その骨髄腫細胞株に対する細胞障害活性を
比較する。γδT 細胞の活性化は、interferon-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。骨髄腫細胞
特異的障害活性は、蛍光色素 PKH 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、ゾレドロン酸と lenalidomide

あるいはゾレドロン酸と IL-2 の添加刺激に
よる接着分子で細胞障害活性に関わる
DNAM-1、LFA-1 や NKG2D および CD26 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し、γδT 細胞の骨
髄腫細胞に対する細胞障害活性の機序を検
討する。これまでの検討で誘導した γδT 細胞
には細胞傷害性 T リンパ球や NK 細胞の活性
化に関わる接着分子である LFA-1 と DNAX 

accessory molecule-1 (DNAM-1; CD226)が高発
現していたため、これらの因子に特に着目し、
これらの中和抗体を添加による γδT 細胞の抗
骨髄腫細胞活性への影響を検討する。 

 γδT 細胞の骨髄腫骨髄微小環境に及ぼす影
響を明らかにするために、単離骨髄間質細胞
および末梢血由来単球に sRANKL および
M-CSFを添加し形成させた破骨細胞と γδT細
胞を異なる E:T 比で共培養し、これらの細胞
に対する細胞障害活性を調べる。また、免疫



抑制活性を持つ骨髄間質細胞の共存下での効
率のよい γδT 細胞の増幅、活性化維持の条件
を検討する。骨髄間質細胞存在下での末梢血
単核球にゾレドロン酸と lenalidomide あるい
はゾレドロン酸と IL-2 の末梢血単核球から
の γδT 細胞の増幅効率と骨髄腫細胞に対する
障害活性を解析する。骨髄間質細胞の共存下
での γδT 細胞の DNAM-1、LFA-1 や NKG2D

および CD26 など細胞障害活性に関わる因子
の発現を広くフローサイトメトリーで解析
する。 

2)lenalidomide による骨髄腫細胞の γδT 細胞
に対する感受性の亢進法 

 骨髄腫細胞に lenalidomide を添加後、γδT

細胞上の発現亢進する DNAM-1 のリガンド
であるポリオウイルス受容体 (PVR) や
Nectin-2、 γδT 細胞の活性化をもたらす
NKG2D リガンド、MICA や MICB など各種
HLA 関連因子やストレス関連蛋白および副
刺激分子 CD80、CD86 の発現の変化をフロー
サイトメトリーで解析する。また、
lenalidomide で前処理した骨髄腫細胞株の
γδT 細胞に対する感受性を、無処理の骨髄腫
細胞株と比較し検討する。 

 

3) 動物モデルにおける γδT 細胞の抗骨髄腫
効果の検討 

ルシフェラーゼ発現プラスミドを導入した
RPMI8226 細胞を用いて、コントロール群に
は、この RPMI8226 細胞を SCID マウスの皮
下に移植し、γδT 細胞群では、in vitro で、骨
髄腫細胞と γδT 細胞とをインキュベーターで
処理させ、SCID マウスの皮下に移植し、腫瘍
径に関しては、in vivo イメージングシステム
を用いて、解析する。γδT 細胞の投与細胞数、
投与経路は既報の固形癌動物モデルのものを
参考にするが、この点は予備検討を行いなが
ら評価する。また lenalidomide や bortezomib

などの抗骨髄腫薬を併用した動物実験に関し
ても並行して検討する。 

 

４．研究成果 
 1) 2) 末梢血単核球細胞に新規合成 γδT 細
胞リガンド (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl 

pyrophosphate（HMB-PP）と lenelidomide（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。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、HMB-PP と lenamidomide を用いて誘導
した γδT 細胞は Th1様であった。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。 
 このようにして誘導された 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。
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[RPMI 8226: 81±1（平均±SD）vs 0±0; 

KMS-11: 40±1 vs16±4 コロニー数/dish, それ
ぞれ p<0.01]。 
 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。 

γδT 細胞は骨髄間質細胞と共培養すること
で、γδT 細胞の DNAM-1 や細胞内 IFN-γ 濃度
が低下し、抗骨髄腫活性が減弱した。しかし、
Len と Zol の添加により、骨髄間質細胞存在
下においても γδT 細胞の DNAM-1 や細胞内
IFN-γ 濃度の回復とともに、抗骨髄腫活性も
回復した。 

γδT 細胞は骨髄間質細胞と共培養すること
で、γδT 細胞の DNAM-1 や細胞内 IFN-γ 濃度
が低下し、抗骨髄腫活性が減弱した。しかし、
Len と Zol の添加により、骨髄間質細胞存在
下においても γδT 細胞の DNAM-1 や細胞内
IFN-γ 濃度の回復とともに、抗骨髄腫活性も
回復した。 

 

3) ルシフェラーゼ発現プラスミドを導入し
た RPMI8226 細胞を、SCID マウスの皮下に
移植したコントロール群に比較して、γδT 細
胞で処理した(E/T=5)RPMI8226 細胞は、腫瘍
形成能が著明に抑制されていた。 

 

これらの結果から、γδT 細胞は、骨髄腫細胞
に対して、抗骨髄腫効果を示し、骨髄腫前駆
細胞にも強い細胞傷害をもたらす可能性が
示唆された。 
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