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研究成果の概要（和文）：一見均一に見える骨髄腫細胞集団であるが、クローン性の増殖を示す

細胞は 100~100,000 個に１個しか存在しないことは 70 年代から示されていた。最近の研究か

ら骨髄腫幹細胞のマーカーは CD138-/CD19+/CD27+/CD38-であることが示されており、これはメモ

リーＢリンパ球に相当する。メモリーＢリンパ球の段階で免疫グロブリン重鎖を含む染色体転

座や高二倍体化によって骨髄腫幹細胞が生じ、形質細胞に分化した段階で微小環境との相互作

用により骨髄腫として発症する。骨髄微小環境との相互作用により細胞周期停止・抗がん剤抵

抗性（接着耐性）が獲得されるが、その責任分子が VLA-4（CD49d/CD29）であることを明らか

にした。骨髄腫幹細胞を標的とする治療により、治療成績の大いなる改善が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：Although myeloma tissues look homogenous, it has been demonstrated 
from the 70s that cells with clonogenic growth potential exist only 1 in 100 to 100,000 
myeloma cells.  Recent investigations indicate that myeloma stem cells express CD19 and 
CD27 but not CD138 and CD38, suggesting that myeloma stem cells originate from memory 
B cells.  Myeloma stem cells are generated by chromosome translocations involving the 
immunoglobulin heavy chain gene and hyperdiploidy in memory B cells, and develop into 
multiple myeloma via interaction with bone marrow microenvironment.  VLA-4 (CD49d/CD29 
heterodimer)-mediated  interaction  of  myeloma  cells  with  marrow  microenvironment 
underlies cell cycle arrest and drug resistance (cell adhesion-mediated drug resistance).  
Novel strategies targeting myeloma stem cells are expected to greatly improve the 
treatment outcome of patients with multiple myeloma.  
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１．研究開始当初の背景 
  多発性骨髄腫の予後は今日でもなお不良

で、日本骨髄腫研究会の統計によると、1990
年から2000年に登録された骨髄腫患者1,383
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名の生存期間中央値は 3.1 年で、10 年以上の
生存はわずか 2.6％であった（Shimizu, K. et 
al. Leuk. Lymphoma 45: 2465, 2004）。治療
開始当初は比較的反応は良好であるが、完全
寛解に至ることはまれで、数年後に再燃を見
ることが多い。また大量化学療法に幹細胞移
植を組み合わせても、完治に至る症例はまれ
である。このことは骨髄腫細胞の中に、抗が
ん剤に全く反応しないdormantなpopulation
すなわち骨髄腫幹細胞が存在することを示
唆している。 
  一般的に骨髄腫細胞は増殖が遅く、細胞周
期解析を行うとほとんどが G0/G1 期に停止し
ている。またアポトーシス抵抗性も有するこ
とが知られている。このような骨髄腫細胞の
特性には、骨髄間質細胞との接着が関与して
いることが明らかになっている。骨髄腫細胞
と骨髄間質細胞の相互作用は、正常造血幹細
胞とニッチの関係を連想させる。ニッチ内で
骨芽細胞から受けるシグナルは、造血幹細胞
の維持や DNA 損傷の回避に必須である。おそ
らく骨髄腫幹細胞も造血幹細胞と同様、骨髄
間質細胞とくに骨芽細胞との相互作用によ
って細胞周期停止やアポトーシス抵抗性が
賦与されているものと推測される。このこと
は薬剤耐性や晩期再発の主因と考えられ、そ
の詳細の解明は骨髄腫の治療成績向上に必
須である。 
  一方、骨髄腫幹細胞の同定には、骨髄腫組
織の階層構造に関する理解も不可欠である。
癌幹細胞が分化して癌組織全体を形成して
いるとすれば、娘細胞の分化過程をさかのぼ
ることで、癌幹細胞にアプローチできる。癌
細胞の分化過程を把握することは必ずしも
容易でないが、B リンパ系腫瘍の場合、正常
分化を分子レベルでトレースできるので、
initial hitが生じた分化段階を推定できる。
骨髄腫が由来する形質細胞は、Ｂリンパ球系
の最終分化段階に位置する。骨髄において
pro B 細胞がまず IgH 遺伝子の D 領域と J 領
域で遺伝子再構成をおこし、pre B 細胞へと
分化する。Pre B 細胞において V領域と DJ 領
域の結合がおこり、V 鎖遺伝子再構成が完了
して V鎖が発現、μ鎖と結合して細胞表面に
IgM が出現し mature B 細胞となる。Mature B
細胞は骨髄からリンパ節に移動し、germinal 
center (GC)において抗原に暴露すると VDJ
領域に somatic hypermutation（SHM）がおこ
り、１抗原に対応する特異抗体産生細胞に分
化する。この際に自己抗原に反応する細胞は
ア ポ ト ー シ ス に よ っ て 除 去 さ れ る
（selection）。このようにして特異抗体産生
能を獲得した Bリンパ球（post GC cell）は、
骨髄に移動して形質細胞に分化するが、一部
はメモリーB 細胞としてリンパ節にとどまり、
再度抗原に暴露すると増殖・分化して液性免
疫を活性化する。すなわちメモリーB 細胞は

特異免疫を維持する幹細胞の役割を担って
いるといえる。実際、メモリーB 細胞の遺伝
子発現プロフィールを解析すると、造血幹細
胞や ES 細胞に似たパターンをとっており、
自己複製に関係する遺伝子が多数発現して
いた（Luckey, C.J. et al. PNAS 103: 3304, 
2006）。 
 
２．研究の目的 
  以上の背景より骨髄腫幹細胞は、大多数の
成熟した骨髄腫細胞よりも未熟な形質を有
すると考えられ、post GC cell からメモリー
B 細胞に近い可能性が高い。本研究課題にお
いては、１）post GC cell/メモリーB細胞マ
ーカー・VLA-4 発現・薬剤耐性の３つを手が
かりとして骨髄腫幹細胞を同定し、さらに
２）骨髄腫幹細胞における細胞周期停止とア
ポトーシス抵抗性のメカニズムを解明して、
多発性骨髄腫の治療成績向上に貢献するこ
とを目的として研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
１）骨髄腫幹細胞の同定 
  一般的にがん幹細胞の同定は、特異的な表
面分子（CD34・CD133・CD44 など）ないしは
フローサイトメトリー上 side population
（SP）として検出される G0 期停止・低代謝
状態を目安としてがん組織から幹細胞に相
当する細胞を分離し、免疫不全マウスに移植
して確認するという方法が用いられている。
本研究においては、表面マーカーに加えて、
薬剤抵抗性を利用して機能的な骨髄腫幹細
胞を同定することを試みた。 
 
２）骨髄腫幹細胞の生物学的特性の解明 
  同定した骨髄腫幹細胞より mRNA を精製し、
T7 RNA polymerase にて増幅した後に DNA 
microarray にかけ、遺伝子発現を網羅的に解
析した。またタンパク質レベルでは Proteome 
Profiler ArrayTM (R&D Systems ARY003)を用
い、代表的なシグナル分子のリン酸化状態を
解析、骨髄腫細胞全体および正常形質細胞と
比較して、骨髄腫幹細胞に特異的なシグナル
伝達とその背景を解析した。 
 
４．研究成果 
１）骨髄腫幹細胞の同定 
  骨髄腫細胞の表面にはセレクチン・ファミ
リーに属する CD44（HCAM）・L-Selectin・
PSGL-1・ESL-1、ケモカイン受容体である
CD184（CXCR4）・CD138（syndecan-1）・CD22・
CD40、インテグリン・ファミリーに属する
CD11b（LFA-1）・CD18（β2-integrin）・CD29
（β1-integrin）・CD49d（α4-integrin；
VLA-4 サブユニット）・CD49e（α5-integrin；
VLA-5 サブユニット）・CD54（ICAM-1）・CD56
（NCAM）などの接着分子が発現しており、骨



髄間質細胞との相互作用に重要な役割を果
たしている。これらの中で薬剤耐性に関与す
る分子を同定するため、それぞれを特異的に
ノックダウンする siRNA/shRNA を骨髄腫細胞
に導入し、薬剤耐性に及ぼす影響を調べた。
その結果、骨髄間質細胞との接着による薬剤
耐性（接着耐性）には、CD49d/CD29 複合体す
なわち VLA-4 が関与することがわかった。
VLA-4 は急性骨髄性白血病でも薬剤耐性にお
ける役割が報告されている（Matsunaga, T. 
et  al.  Nat.Med.9:1158,2003）。また血中
VLA-4 高値の骨髄腫患者は治療抵抗性である
ことが示されている（Schmidmaier, R. et al. 
Int.J.Biol.Marker 21:218,2006）。以上から
骨髄腫幹細胞は VLA-4 を発現すると考えた。 
  一方、骨髄腫細胞の大多数は CD138 を発現
しているが、５％未満の細胞は発現を欠いて
いた。このCD138-細胞を純化して培養すると、
CD138+群に比べて旺盛なクローン性増殖を示
した。また骨髄腫細胞株から SP を分離する
と、CD138 は陰性であった。他の表面分子の
発現を比較すると、CD138-群ではＢ細胞マー
カーである CD19/CD20 の発現が観察された。
すなわち形質細胞よりも未分化な段階に位
置する細胞群と考えられた。そこで NOD/SCID
マウスへの移植を行うと、CD138 陽性細胞は
定着しなかったが、陰性細胞はマウス体内で
増殖した。CD138-細胞はほとんどが G0/G1 期
に停止しており、種々の抗がん剤に抵抗性を
示した。すなわち骨髄腫幹細胞としての要件
を満たすと考えられる。さらに接着耐性の原
因分子である CD49d が陽性で、CD138 が陰性
の分画に骨髄腫幹細胞が存在することを確
認した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１  フローサイトメトリーによる骨髄腫

幹細胞の分離 
 
  以上より CD138-/CD19+/CD49d+が骨髄腫幹
細胞のマーカーと考えられたが、骨髄腫患者
の骨髄サンプルからこのパターンを有する
細胞を分離すると CD27 を発現していた。そ
こで CD19+/CD27+細胞を純化すると、G0/G1 期

に停止しており、薬剤耐性を示し、NOD/SCID
マウスへの移植により骨髄腫を発症した。
Rasmussen らは、多発性骨髄腫患者の末梢血
中に、CD19+/CD27+/CD38-のクローナルなＢ細
胞が存在することを報告している（Leuk. 
Lymphoma 45:1413,2004）。これらは成熟骨髄
腫細胞と同一の CDR 配列を有していた。また
Pilarski らも、形質細胞性白血病において末
梢血中の芽球が CD138-/CD19+/CD20+/CD38-と
いう表面マーカーを呈した１例を報告して
いる（Exp.Hematol.30:221,2002）。この例の
末梢血芽球は NOD/SCID マウスへの移植によ
り骨髄腫を発症したが、定着した細胞は
CD138 が陽性化しており、CD138 陰性の骨髄
腫幹細胞が骨髄微小環境において分化した
と考えられる。申請者らも形質細胞性白血病
で、末梢血の異型細胞で造血前駆細胞のマー
カーである CD41 の発現が強く、骨髄におい
ては低かった症例を経験している（日本検査
血液学会雑誌 5:323,2004）。これらは骨髄腫
幹細胞の一部が末梢血中に存在している可
能性を示しており、自家幹細胞移植の際に考
慮すべきである。 
   
２）骨髄腫幹細胞の生物学的特性の解明 
  同定した骨髄腫幹細胞より mRNA を精製し、
DNA microarrayを用いて強発現している遺伝
子をスクリーニングした。その結果、ヒスト
ン脱アセチル化酵素（HDAC）の１つである
HDAC1 が骨髄腫幹細胞に強く発現しているこ
とがわかった（図２）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２  骨髄腫幹細胞における HDAC1 発現 
   
  HDAC1 は抗がん剤耐性への関与が示されて
おり、骨髄腫をより有効に治療するための分
子標的の１つと考えられる。 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