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研究成果の概要（和文）：ヒト破骨細胞にはCD26が機能的に発現し、多発性骨髄腫患者骨髄では、破骨細胞・血
管内皮細胞近傍にCD26陽性骨髄腫細胞が存在する。破骨細胞との共存により骨髄腫細胞のCD26発現は増強し、ヒ
ト化抗CD26モノクローナル抗体は、破骨前駆細胞より破骨細胞への分化を抑制するとともに、CD26陽性骨髄腫細
胞に対し、抗体依存性細胞障害活性(ADCC)及び直接的効果を通じ、抗腫瘍効果を呈する。更に、免疫調整薬と抗
CD26体投与の併用は、そのADCC活性を相乗的に増強し、抗体は、生体内でのヒト骨髄における骨髄腫細胞増殖お
よび破骨細胞形成の双方を抑制し、難治性骨髄腫の新規治療法として有用な治療戦略となりうる。

研究成果の概要（英文）：Recently, we identified CD26 expression on human osteoclasts (OCs) and 
demonstrated that humanized anti-CD26 monoclonal antibody (huCD26mAb) inhibits human OC 
differentiation. We showed that CD26 expression was present on plasma cells in the bone marrow 
tissues of multiple myeloma　(MM) patients. In vitro immunostaining studies revealed that although 
CD26 expression was low or absent on MM cell lines cultured alone, it was intensely and uniformly 
expressed on myeloma cell lines co-cultured with OCs. The augmented CD26 expression in MM cells was 
exploited to enhance anti-MM efficacy of huCD26mAb via a substantial increase in antibody-dependent 
cytotoxicity (ADCC). Moreover, huCD26mAb in combination with novel agents synergistically enhanced 
huCD26mAb induced ADCC activity against CD26+ MM cells, compared with each agent alone. huCD26mAb 
significantly reduced the MM tumor burden and OC formation in vivo. These results suggest that 
huCD26mAb could act as a therapeutic agent in MM. 

研究分野：血液内科学、腫瘍治療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫は、主に骨髄において形質細胞が単クローン性に増殖する疾患で、骨髄微小環境に依存した進展を
示し、骨髄腫細胞と破骨細胞は、密接な相互作用を営み、骨を破壊しつつ、腫瘍が進展するという悪循環を形成
する。よって、骨髄腫の治療戦略においては、腫瘍進展と共に、破骨細胞活性化による溶骨性骨破壊を制御する
治療法の確立が重要である。ヒト化抗CD26抗体は、骨髄腫において、骨髄腫細胞と破骨細胞の双方に発現する
CD26を標的とし、免疫調整薬と抗体の併用で、腫瘍進展のみならず骨髄腫の治療抵抗性の獲得を抑制することが
期待され、又、抗癌剤結合ヒト化抗CD26抗体の創薬など治療の臨床応用に繋がる点で意義がある。　

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

我々は先行研究で、ヒト破骨細胞に CD26が機能的に発現し、更に多発性骨髄腫ほかヒトがん

の溶骨性骨転移において、活性化破骨細胞に CD26 が高度に発現することを見出した。そして、

ヒト化抗 CD26 モノクローナル抗体は、ヒト破骨細胞発生過程の破骨前駆細胞分化段階に作用

し、成熟破骨細胞への分化を抑制する機序を明らかにした (Nishida, et. al. J Bone Miner Res. 29, 

2439-2455, 2014)。 

そして、我々は、多発性骨髄腫の患者骨髄において、CD26 陽性破骨細胞・血管内皮細胞近傍

に CD26陽性骨髄腫細胞が存在することを初めて見出した。骨髄腫は、主に骨髄において形質細

胞が単クローン性に増殖する造血器腫瘍で、病的骨髄微小環境において、骨髄腫細胞と破骨細胞

は、相互に増殖•活性化を促進し、溶骨性骨破壊を進行させつつ腫瘍増殖を促進するという悪循

環を形成することから、骨髄腫の治療開発では、抗腫瘍効果と骨破壊抑制効果の双方を兼ね備え

た治療の開発が重要である。更に、我々は、破骨細胞や骨髄間質細胞との共存により、骨髄腫細

胞の CD26 発現が増強する効果を見出した。 

CD26 は分子量 110kDa の膜貫通型糖蛋白で DPPIV 活性を有し、T 細胞活性化に関与する。

我々は、CD26が広汎なヒトがんに発現し、がん発症に関連し、ヒト化抗 CD26 抗体が悪性リン

パ腫、腎細胞癌、悪性中皮腫において、抗腫瘍効果があることを、既に報告してきており、一方、

骨髄腫における CD26 発現についての報告は国内外で未だない。そこで、骨髄腫の病的骨髄微小

環境、特に、破骨細胞との共存がもたらす骨髄腫細胞の生存•薬剤耐性における CD26 の役割と

機能について検討を行い、骨髄腫における新規抗体療法の開発を目指すことは、臨床上、重要な

課題であると考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、骨髄腫の病的骨髄微小環境において、破骨細胞や間質細胞との共存による骨髄腫細
胞の生存、および薬剤耐性において CD26が果たす役割と機能について解明する。そして、ヒト
化抗 CD26 抗体投与による骨髄腫に対する抗腫瘍効果及びその機序を明らかにする。更に、溶骨
性骨破壊を伴う骨髄腫モデルマウスを用いて、抗 CD26 抗体投与が腫瘍進展、骨破壊に及ぼす効
果を生体内で解析し、難治性骨髄腫における新規分子標的療法の開発を行い、臨床応用を目指す
ものである。 

 

３．研究の方法 

(1) 破骨細胞との共存が骨髄腫細胞の CD26発現におよぼす効果および機序の検討 

多発性骨髄腫患者より得られた骨髄組織を用い、CD138、CD26 免疫染色を施行し、骨髄腫細胞

の CD26発現およびその局在を調べる。次に、正常ヒト骨髄単核球に M-CSFと sRANKLを添加

し 分 化 誘 導 し た 破 骨 細 胞 を 用 い 、 14 種 の 骨 髄 腫 細 胞 株 (U266, KMM1, 

KMS11,12,18,20,21,26,27,28,34,IM9,RPMI8226, Nakadai)を各々を、破骨細胞で覆われた well に添

加し共培養を行う。72 時間後、共培養を行った細胞株、単独培養を行った細胞株、破骨細胞の

各々について、FACS、ウエスタンブロット、PCR、免疫組織化学を用い、CD26 発現を経時的に

解析する。また、各々の培養上清を得て、ELISAを用い CD26の定量解析を行う。更に、transwell

を用い破骨細胞と骨髄腫細胞の直接接触を遮断し、共培養を施行した時の骨髄腫細胞の CD26発

現について、解析を行う。そして、単独培養を行った骨髄腫細胞に骨髄微小環境で産生される液

性因子(IL-6, TNFα, APRIL, BAFF, SDF1, IGF1,VEGF)を添加した時の骨髄腫細胞の CD26 発現変

化について解析を行う。 

 

(2) ヒト化抗 CD26モノクローナル抗体の骨髄腫細胞に対する抗腫瘍効果及び機序の検討 

骨髄腫細胞株 5 種 (KMS18, KMS26, KMS27, KMS28, U266)を用い、(i)単独培養、(ii) 破骨細胞

と共培養を 72 時間行った細胞株各々について、(a) 直接学的抗腫瘍効果：抗 CD26 抗体添加を

行い、各添加濃度別に、48 時間後の骨髄腫細胞の生細胞数(%)を MTT assay を用い解析を行う。

(b) 抗体依存性細胞障害活性（ADCC）：エフェクター細胞としてヒト NK 細胞を、ターゲット細

胞として、calcein-AM でラベルした骨髄腫細胞株を用い、①E/T 比別(0.1, 1.0, 5.0, 10, 25, 50)に NK

細胞、抗体 10μg/ml 添加を行った時、②E/T 比 20 で、抗体濃度別(0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 

10μg/ml)に NK 細胞、抗体添加を行なった時、各々について、4時間経過後の培養上清の calcein-

AM の蛍光強度を測定する。(c) 補体依存性細胞障害活性（CDC）：calcein-AM でラベルした骨髄

腫細胞株を用い、補体ソースとして 50%ヒト血清を用い、抗体濃度別に抗体、補体の添加を行

い、添加 1 時間後の培養上清の calcein-AM 蛍光強度を測定する。(d) (a)-(c)のうち抗腫瘍効果が

得られた解析法を用い、各細胞株に対し、抗 CD26 抗体と各新規薬剤 Bortezomib (3nM), 

lenalidomide (0.05, 0.5μM), 又は Dexamethasone (25nM)の併用投与を行い、抗腫瘍効果を、抗体、

各薬剤単独投与と比較する。 

 



(3) 骨髄腫における、CD26 の骨髄間質細胞の発現と役割についての検討 

Calcein-AMでラベルした CD26陽性骨髄腫細胞株を間質細胞(BMSC)で覆われたプレートに添加、

isoIgG または抗 CD26 抗体を添加し、4 時間後に非接着細胞を除去し、接着細胞の蛍光強度をプ

レートリーダーを用い測定する。 

 

(4) ヒト化抗 CD26抗体投与が生体内で及ぼす抗腫瘍効果の解析 

(a) 6 週令の NOD/SCID マウス皮下に 5x10*5 個の CD26+KMS18 細胞を移植し、移植 2週後より
抗体(10mg/kg)又は PBSの腹腔内投与を 2 日おきに 2週(計 6 doses)施行する(図 5-1）。2 週後、抗
体投与群、PBS投与群のマウス間での腫瘍サイズ、重量の比較を行う。 

(b)ヒト小骨片を 6 週零の NOD/SCID マウス皮下に移植し、４週後生着を確認後、骨片内に、
KMS18 細胞 5x10*6 個を直接移植し、2 週後より抗体(200μg/day)又は PBS の腹腔内投与を 2 日
おきに週 3回 4 週にわたり(計 12dose)施行する(図 5-2)。4週後、各マウスより骨片を回収し、各
骨髄について、HE染色、CD26、TRAP 免疫染色を施行し、腫瘍細胞の局在及び、破骨細胞、骨
芽細胞の局在について解析を行う。 

 

(5) 骨髄腫細胞の薬剤抵抗性におよぼす CD26の役割の検討 

骨髄腫細胞株 14 種を用い、Hoechst33342 染色を行い、SP 分画の割合(%)を FACS を用い解析を

行う。次に、SP 細胞が存在する骨髄腫細細胞株について、破骨細胞と共培養を行い、SP 細胞、

MP 細胞の CD26発現を解析する。又、CD26陽性 SP 細胞が得られたら、E/T 比 10 で抗 CD26抗

体 (10μg/ml), lenalidomide (0.5, 5.0μM), 抗体+lenalidomide 添加を行い、24時間経過後の SP 細胞

の割合の変化を解析する。 

 

４．研究成果 

(1) 破骨細胞との共存が骨髄腫細胞の CD26発現に及ぼす効果及び機序の検討 

ヒト多発性骨髄腫骨髄患者より得られた骨髄組織において、CD26陽性破骨細胞や血管内皮細胞

の近傍に、形質細胞の集団が認められ、その中に CD138 陽性かつ CD26 陽性の形質細胞が散見

され、CD138は細胞膜と細胞質の双方が、CD26 は細胞質が陽性であった(図 1)。 

次に、FACS を用い、14 種の骨髄腫細胞株を用い、CD26 発現を調べると、いずれの細胞株も陰

性または軽度陽性にとどまった（図 2a）。一方、ヒト破骨細胞と共培養を 72 時間行った骨髄腫

細胞株では、CD26 陽性の結果が得られ(図 2b)、5 種類の細胞株を用い免疫染色を行うと、同様

の結果が得られた(図 2c)。その後、破骨細胞と共培養を行い得られたCD26陽性骨髄腫細胞株を、

再び単独培養下に戻し、48 時間後に CD26 発現を免疫染色を用い調べたところ、再び陰性とな

った(図 2c)。ウエスタンブロット、RT-qPCR、ELISA 法を用いた培養上清の CD26/DPPIV の定量

解析、いずれも、共培養を行った細胞株、その培養上清で CD26の高発現が認められた (図 2d,e,f)。 

図 1               

                                   図 2a-f 

次に、transwell を用い、骨髄腫細胞株と破骨細胞の直接接触を避け共培養を行うと、単独培養を

行なった骨髄腫細胞株の CD26 発現は、免疫染色を用いた解析で、増強が認められた(図 2g)。そ

こで、骨髄腫細胞株の CD26 発現を制御する因子の存在について、3種の細胞株(KMS18,26,28)の

単独培養を行い、骨髄腫の病的骨髄微小環境より分泌される抗アポトーシスサイトカインの添

加を行い、骨髄腫細胞株の CD26 発現変化を FACS を用い調べると、IL-6 および TNF ファミリ

ーサイトカイン添加に伴い、細胞株の CD26 発現は増強することがわかった(図 2h)。                 

図 2g,h 
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(2) ヒト化抗 CD26 モノクローナル抗体の骨髄腫細胞に対する抗腫瘍効果及び機序の検討 

骨髄腫細胞株 5 種を用い、破骨細胞との共培養により CD26 陽性骨髄腫細胞株を得て、抗 CD26

抗体投与が各細胞株の増殖・生存に及ぼす直接的な抗腫瘍効果について MTT アッセイを用い解

析を行った。すると、単独培養で得られた CD26 陰性骨髄腫細胞に抗体添加を行うと、その濃度

によらず、有意な細胞増殖抑制効果が見られなかったのに対し、CD26陽性骨髄腫細胞に抗体添

加を行うと、抗体濃度 10 μg/ml 以上(10, 50, 100μg/ml)の高濃度域を中心に、抗体濃度依存性に骨

髄腫細胞の増殖抑制効果が認められた(図 3a)。 

          図 3a 

次に、骨髄腫細胞に対する免疫学的な抗腫瘍効果（ADCC 活性、CDC 活性）について解析を行

った。a) ADCC 活性: ヒト NK 細胞と calcein-AM でラベルした CD26 陽性骨髄腫細胞 5 種を用

い、抗 CD26抗体 10 μg/ml 投与を行った時の ADCC 活性を E/T 比(0.2, 1.0, 5.0, 25, 50)別に解析し

たところ、いずれの細胞株も、E/T 比依存性に細胞障害活性は増強した(図 3b)。同様に、CD26陽

性骨髄腫細胞株を用い、NK 細胞を E/T 比 20 で添加下の細胞障害活性について、抗体濃度別に

検討を行ったところ、0.0001-10μg/ml の濃度域において、抗体濃度依存性に、ADCC 活性は増強

し、10 μg/ml の抗体濃度では、いずれの CD26 陽性骨髄腫細胞株も高度な細胞溶解を認めた(図

3c,d)。一方、CD26 陰性骨髄腫細胞株では、有意な ADCC効果は認められなかった(図 3d)。 

        

                      図 3b-d  

 

次に、既存薬剤や新規薬剤と抗 CD26 抗体の併用投与が CD26陽性骨髄腫細胞に及ぼす抗腫瘍効

果について解析を行った。CD26 陽性 KMS18, KMS26, KMS28 各々を用い、デカドロン (25 nM)、

ボルテゾミブ (3 nM)、レナリドマイド (0.5 μM)各々の薬剤を添加 24時間後に、E/T 比 20で NK

細胞、抗 CD26 抗体 (10 μg/ml)添加を行うと、デカドロン、ボルテゾミブ併用下では、抗体投与

に伴う ADCC活性は、抗体単独投与時より有意に増強を認めた(図 3e)。同様に、CD26陽性MM.1R

を用いレナリドマイド(0.05, 0.5μM)で前処理 24 時間後に、E/T 比 20 で NK 細胞、抗 CD26 抗体 

(10 μg/ml)添加を行うと、抗体投与による ADCC活性は相乗的に増強した(図 3f)。又、NK細胞を

レブラミド(0.5 μM)で前処理し 24 時間後に、CD26 陽性 MM1R に抗体添加を行うと、各単独投

与時と比較し、レブラミドの併用で抗体投与による ADCC 効果は相乗的に増強し、0.1-10μg/ml

の抗体濃度域で、抗体濃度依存性に有意な抗腫瘍効果を認めた(図 3g)。 

                   

                                    図 3e-g 

更に、補体ソースとして 50%ヒト血清を用い、calcein-AM でラベルした CD26+U266, KMS18, 26, 

28に 50%ヒト血清と抗 CD26 抗体投与を行うと、いずれの CD26 陽性骨髄腫細胞胞株も、抗体 

濃度によらず CDC活性の有意な増強は認められなかった(図 3h)。 

 

huCD26mAb 10μg/ml

Figure 3

(b)

(a)

(C)

CD26+	KMS18 CD26+	KMS26 CD26+	KMS28

mAb (μg/ml)

%
	S

p
e

ci
fi

c	
ly

si
s

CD26+	MM	cells CD26- MM	cells

%
	S

p
ec

if
ic

	ly
si

s

CD26+	U266

HuCD26mAb	induced	dose-dependent	ADCC	against	CD26+	MM	cells	but	not	against	CD26-MM	cells.

huCD26mAb
isoIgG1

HuCD26mAb	triggered	MM	cell	lysis	by	ADCC or	ADCP	

U266
KM S18
KM S26
KM S28

mAb (μg/ml)

Effect of effector to target (E/T) ratios on huCD26mAb-induced 
MM cell lysis by ADCC 

ADCC was measured by incubating 
calcein-AM labeled target CD26+ MM 
cells with NK effector cells at varying 
E/T ratios in the presence of 10μg/ml 
of huCD26mAb. 

E/T ra@os?

ADCC against CD26+ MM  cells was mediated by huCD26mAb  in the presence of NK cells 
in an E/T ratio-dependent manner.

CD26+

0.2               1.0                5.0                 25                   50 E/T ratio

Sp
ec

if
ic

 ly
si

s 
(%

)

KMS26          KMS27           KMS34           KMS18          KMS28

CD26- MM cell lines cultured alone CD26+ MM cell lines cultured with osteoclasts

Effect of humanized anti-CD26 monoclonal antibody on direct MM cell growth

HuCD26mAb had no direct effect on growth of CD26-M M cells cultured alone, but inhibited growth of 
CD26+M M cells co-cultured with osteoclasts at higher concentrations

huCD26mAbhuCD26mAb

100

80

60

40

20

0  

M
M

 c
el

l g
ro

w
th

 (
%

)

U266     KMS18     KMS26    KMS27     KMS28

100

80

60

40

20

0  

M
M

 c
el

l g
ro

w
th

 (
%

)

U266     KMS18     KMS26    KMS27    KMS28
iso IgG1 10 μg/ml     50 μg/ml    100 μg/mliso IgG1 10 μg/ml     50 μg/ml     100 μg/ml



                       図 3h 

(3) 骨髄腫における、CD26の骨髄間質細胞の発現と役割についての検討 

骨髄腫細胞株 3 種(KMS18, 26, 28)を用い、骨髄間質細胞(BMSC)と共培養を行い、48時間後の各

細胞株の CD26発現を蛍光免疫染色を用い解析したところ、いずれの細胞株も CD26 強陽性の所

見が得られた(図 4a)。次に、calcein-AM でラベルした各 CD26+骨髄腫細胞株を BMSC で覆われ

たプレートに添加し、iso IgG 又は抗 CD26抗体(0.1, 1.0, 10 μg/ml)を添加した後 4時間後に非接着

細胞を除去し、接着細胞の蛍光強度を測定すると、いずれの細胞株も抗体濃度依存性に、BMSC

との接着能は低下することがわかった (図 4b)。また、BMSC と共培養を行い得られた各 CD26

陽性骨髄腫細胞株に、E/T 比 20 で NK 細胞添加下、抗 CD26 抗体添加を行うと、細胞株の α4-

integrin (CD49d) 発現は有意に低下し、抗体添加 24 時間後には、主に高濃度域(10 μg/ml)で細胞

増殖抑制効果を認めた(図 4c,d)。以上より、骨髄腫細胞に発現する CD26 を介し、骨髄腫細胞と

BMSCの接着が維持されている可能性が示唆された。 

 

図 4a-d 

 

(4) ヒト化抗 CD26抗体投与が生体内で及ぼす抗腫瘍効果の解析： 

(a) NOD/SCID マウス皮下に CD26+KMS18 を移植し、抗体(10mg/kg)投与を合計 6 doses 行うと、 

PBS投与群と比較し、抗体投与群では、腫瘍サイズ・重量は有意に減少した（図 5a）。 

(b) ヒト骨片を NOD/SCID マウス皮下に移植し生着後、骨片内に KMS18を直接移植し、抗体投 

与(200μg/回)を合計 12dose 行った後に回収したヒト骨片について病理学的解析を行ったところ、
PBS投与群と比較し、抗体投与群では、ヒト骨髄内で増殖する CD26+KMS18、TRAP+破骨細胞
数は有意に減少し、抗体投与の効果が認められることが確認された(図 5b)。 

図 5-1     図 5-2     

図 5a,b 

(5) 骨髄腫細胞の薬剤抵抗性におよぼす CD26の役割の検討 

骨髄腫細胞株 14種を用い、Hoechst33342 染色を行い、SP 分画の割合について、FACS を用い解

析を行うと、RPMI8226, KMS11 において、1.65%、0.2%の SP 細胞を認め、破骨細胞と共培養を

行った CD26 陽性 RPMI8226、KMS11 の SP 細胞、MP 細胞はいずれも CD26 陽性であった(図

6a,b)。これらの CD26 陽性 SP 細胞に、抗 CD26 抗体 (10μg/ml)、レブラミド(5μM)、抗 CD26

抗体とレブラミドの 併用投与のいずれかを行ったところ、レブラミド単独投与では SP 細胞の

割合の減少は得られなかった(2.28%, 0.32%)(図 6b)。一方、E/T 比 10で NK 細胞、抗体投与を行

うと、SP 細胞の割合は有意に減少した(0.074%、0.12%)(図 6b)。更に、レブラミドと抗 CD26 抗

体の併用投与では、SP 細胞の割合は更に、減少が得られた(0%、0.0025%)(図 6b,c)。 

                       

図 6a-c 
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