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研究成果の概要（和文）：骨髄腫細胞に特異的に高発現している HM1.24および HM1.27を認識す

る新規モノクローナル抗体が骨髄腫細胞膜上の脂質ラフト構造の変化を引き起こし，細胞障害

を誘導することを明らかにした。これらの抗体は薬剤抵抗性の骨髄腫幹細胞にも作用し，細胞

死やコロニー形成阻害を誘導した。以上の結果から，本抗体療法は多発性骨髄腫に対する新し

いターゲティング療法として重要である可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： HM1.24 and HM1.27 are specifically overexpressed in myeloma cells 
and monoclonal antibodies specific to these antigens induced myeloma cell death by 
aggregation of lipid rafts. These antibodies mediated cell death and inhibited colony 
formation of myeloma stem cells. These results suggest that the antibody therapy targeting 
lipids rafts will be an important strategy for the treatment of multiple myeloma. 
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１．研究開始当初の背景 
 多発性骨髄腫は難治性の造血器腫瘍であ
り，治癒を目指した新しい治療戦略の開発が
求められている。近年の細胞生物学的研究の
進歩により，サイトカイン受容体や接着分子
を介した骨髄腫細胞の増殖機構が明らかに
されてきたが，個々のシグナル経路を遮断し
ても別の経路が活性化され，現在までに有効
な治療法は確立されていない。従って，これ
までの手法とは異なる新しい作用機序によ
る治療法を確立する必要がある。 

２．研究の目的 
 細胞情報伝達に関与する多くの分子が生
体膜上の脂質ラフト構造に集積しているこ
とから，我々が開発した新規モノクローナル
抗体はこの複合体に構造変化をきたすもの
と推測された。そこで，本抗体が骨髄腫細胞
の脂質ラフトやサイトカイン受容体，ならび
に細胞の増殖に及ぼす影響を明らかにし，抗
体療法の有効性を探ることを目的として本
研究を計画した。 
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３．研究の方法 
(1) 既に作製した骨髄腫特異抗体（HM1.24 抗
体と HM1.27 抗体）を用い，共焦点レーザー
顕微鏡下で抗体の反応性と脂質ラフト構造
の変化について観察した。 
(2) 細胞内アクチンやシグナル伝達分子の
変化は，蛍光標識した特異抗体を用いて免疫
染色し，共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
(3) ウエスタンブロット法により，サイトカ
イン受容体を介するシグナル伝達への影響
を検討した。 
(4) 細胞障害活性は WST-8細胞増殖試験を用
いて測定した。 
(5) 骨髄腫幹細胞は Hoechst33342で染色後，
セルソーターにより side population 分画を
ソートすることにより純化した。 
(6) 転写因子の mRNA発現は PCR法にて測定
した。 
(7) メチルセルロース培地を用いて骨髄腫
細胞のコロニー形成能を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 抗体による細胞障害 
 HM1.24 抗体と HM1.27 抗体を骨髄腫細胞株
RPMI 8226 に添加し，細胞増殖に及ぼす影響
について検討した。HM1.24抗体よりも HM1.27
抗体の方が濃度依存的により強力な細胞障
害を誘導した。そこで，以下の研究では
HM1.27 抗体について検討を進めた。 
 
(2) HM1.27抗体による脂質ラフトの構造変化 
 Alexa 488標識した HM1.27抗体を骨髄腫細
胞株 RPMI 8226 に加えた後，37℃で 60 分間
培養した。その後，サイトスピン標本を作製
し，脂質ラフトを検出する Alexa 594 標識 
cholera toxin subunit B で染色し，抗体と
脂質ラフトの局在を観察した。培養前には抗
体と脂質ラフトは共に局在していたが，60分
後には抗体は cappingにより脂質ラフトの局
在変化を引き起こした。 

 
図１ HM1.27 抗体と脂質ラフトの局在変化 
 
(3) HM1.27抗体によるサイトカインシグナル
への影響 
 HM1.27 抗体による脂質ラフト構造の変化

が明らかとなったことから，局在するサイト
カイン受容体の機能について検討を加えた。
RPMI 8226細胞を HM1.27抗体の存在下に培養
し，IL-6 や IGF-1 で刺激した後，MAPK, 
STAT3,Akt のリン酸化の有無をウエスタンブ
ロット法にて検討した。MAPK, STAT3, Akt は
HM1.27 抗体の前処理にかかわらず，サイトカ
インの添加によりリン酸化されたことから，
Ras/MAPK, Jak/STAT, PI3K/Akt のシグナル伝
達は阻害されないことが示された。 
 次に，HM1.27 抗体の処理後にサイトスピン
標本を作製し，Alexa 488 標識 phalloidin で
染色し，細胞骨格アクチンの構造変化につい
て検討した。同時に幹細胞性の維持に重要な
活性型 b-catenin の局在について Alexa568
標識特異抗体を用いて免疫染色を行ったと
ころ，HM1.27 抗体の存在下では著明なアクチ
ン凝集が誘導され，b-catenin の発現が低下
していることが明らかとなった。 
 このことから，HM1.27 抗体は骨髄腫の主な
増殖因子である IL-6 や IGF-1 の受容体を介
するシグナルは抑制しないが，脂質ラフトと
アクチンの凝集を介して Wnt/b-catenin経路
を障害することが明らかとなった。 

 
図２ HM1.27 抗体（C3B3）による活性型
b-catenin の抑制 
 
(4) HM1.27 抗体の骨髄幹細胞に及ぼす影響 
 さらに，骨髄腫幹細胞に対する HM1.27 抗
体の効果について検討した。Side population 
(SP)分画の細胞を純化し，薬剤耐性に関与す
る ABCトランスポーターの発現を検討したと
ころ，ABCG2 が高発現していた。また，薬剤
に対する感受性を main population (MP)分画
の細胞と比較したところ，SP 細胞は MP 細胞
よりも melphalan (Mel)や bortezomib (Bor)
などの抗がん剤に抵抗性を示した。しかしな
がら，HM1.27 抗体（C3B3）は MP 分画細胞と
同様に SP分画細胞にも細胞障害を誘導した。 
 このことから，HM1.27 抗体は薬剤抵抗性の
細胞分画に対しても同様の抗腫瘍効果を発



 

 

揮することが示された。 
 

図３ SP 分画と MP 分画に対する各種薬剤の
細胞障害活性 
 
(5) 骨髄腫細胞コロニー形成能に及ぼす影
響 
 RPMI 8226 細胞の SP 分画と MP 分画におけ
る骨髄腫細胞コロニー形成能を比較した。SP
分画細胞はメチルセルロース培地で 14 日間
培養後，コロニーを形成したが，MP分画細胞
にはコロニー形成は認められなかった。また，
HM1.27 抗体で前処理した後にコロニー形成
を比較したところ，抗体を添加した細胞では
コロニー形成が著明に抑制された。 
 このことから，HM1.27 は骨髄幹細胞に作用
し，腫瘍形成能を抑制することが示された。 
 
図４ 骨髄腫コロニー形成における HM1.27
抗体の抑制効果 

 
(6) 幹細胞因子の発現変化 
 骨髄幹細胞に対する HM1.27 抗体の作用機
序を解明するため，幹細胞の維持に重要な転
写因子である SOX2 や Oct3/4 の mRNA の発現
を PCR 法にて検討した。RPMI 8226 細胞を
HM1.27抗体で処理した後には，SOX2や Oct3/4
の発現が低下しており，このことが幹細胞性

の維持や細胞の生存に影響を及ぼした可能
性が示唆された。 
 以上の結果から，本抗体療法は多発性骨髄
腫に治癒をもたらす可能性を有する新しい
ターゲティング療法であり，臨床的にも意義
が大きいものと考えられた。 
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