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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫の腫瘍マーカーを探索するために、血液中の熱ショック

タンパク質（Hsp72）複合体の単離・同定システムを開発した。本法は、血清の前処理を必要と

せず、短時間に血中微量タンパク質の単離を可能にした。患者血清を用いて微量タンパク質の

単離・同定を行った結果、44 種類のタンパク質を同定した。さらに株化細胞を用いた確証実験

により、4つの腫瘍マーカー候補を選抜した。 

 
研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma (MM) is a malignant disorder of the hematopoietic 
organ and it is difficult to determine stage. Therefore, the novel diagnostic markers 
with high sensitivity to staging are desired. Heat shock protein 72 (Hsp72) was reported 
to be secreted from tumor cells and elevated in the sera of MM patients. It is also known 
that secreted Hsp72 were bound with other proteins and peptides. To explore an efficient 
biomarker we attempted to isolate and identify Hsp72-complexs from the serum of the MM 
patient. Nine clones of anti-Hsp72 monoclonal antibodies were conjugated with 
NHS-activated sepharose beads, and which were named as NHq. Hsp72 complexes in the sera 
were isolated by using the batch method with NHq, followed by identification of LC/MS/MS 
analysis. 

The NHq methods identified 86 proteins in which 44 unique proteins detected in 
patients except in healthy subjects. Furthermore, a comparative analysis of 
Hsp72-complexes, which were isolated from both the conditional medium and the cell lysate 
of MM cells, was performed. Of 44 proteins detected in patients, 4 proteins were 
verificated within vitro profiling. These results suggest that the NHq method can be 
applied to discover the candidates of biomarkers for MM. 
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１．研究開始当初の背景 
多発性骨髄腫は予後不良の造血器悪性疾

患で治癒を期待できる治療法がなく、治療の
目標は患者の生活の質（QOL）を維持した長
期生存となる。よって腫瘍の悪性度や進行度

を正確に反映し、治療介入時期を決定する上
でも的確なバイオマーカーが必要とされて
いる。 
近年、シャペロン分子として機能する
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れた。この分泌型 Hsp72 は腫瘍特異抗原に結
合したまま血中に放出され、抗原提示細胞を
介して免疫系を惹起することも明らかにさ
れている。つまり、悪性腫瘍患者血清中の分
泌型 Hsp72 と結合するタンパク質の中には
腫瘍由来の抗原分子が含まれている可能性
が高いと考えられる。 
２．研究の目的 
多発性骨髄腫患者血清中の分泌型 Hsp72 

に注目し、Hsp72 と結合する分子を同定し、
骨髄腫の特性を強く反映した腫瘍マーカー
を開発することを目的とする。 
３．研究の方法 
（1） 多発性骨髄腫腫瘍マーカーの探索 
① Hsp72 アフィニティービーズを用いた血
清の精製 
血清中に含まれる Hsp72複合体を精製する

ために申請者がこれまでに作製した抗 Hsp72 
モノクローナル抗体を共有結合させた
NHS-activated Sepharose （NHｑと命名）を
作製した。多発性骨髄腫患者および健常人血
清は NHqを用いたバッチ法にてアフィニティ
ー精製した。まず、使用ビーズの量、血清量
をはじめ反応系の至適化し、精製サンプルを
SDS-PAGE で展開し銀染色を行うことで実験
系の評価を行った。健常人血清、患者血清で
差異が認められるか評価した。 
② 腫瘍マーカー候補タンパク質の同定 
①で精製したサンプルに含まれる全タン

パク質を Q-TOF 型質量分析計にてショット
ガン分析法を用いて同定した。得られた結果
の解析は ProteinPilot にて NCBI提供のヒト
データベースと照合し、Hsp72結合タンパク
質を同定した。 
③ 同定タンパク質の確認 
 血液中で同定したタンパク質が多発性骨
髄腫細胞由来であるかを検証するために多
発性骨髄腫の株化細胞（RPMI8226, 
KMS-12-PE）を用いて NHqによる精製を行い、
同様にプロテオーム解析した。血清中に見出
された Hsp72 結合分子と比較することで、腫
瘍マーカー候補分子を選抜した。 
（2） 多発性骨髄腫腫瘍マーカーの候補分子
の検証 
健常人および多発性骨髄腫患者血清を NHq

にて精製し、同定した腫瘍マーカー候補タン
パク質の発現をウェスタンブロット法にて
評価した。 
 
４．研究成果 
（1） 多発性骨髄腫腫瘍マーカーの探索 
①血清からの Hsp72結合タンパク質の精製 
血清中の Hsp72 複合体をアフィニティー

精製するために、HSP72 モノクローナル抗体
作製し、9 種類をスクリーニングにて選抜し
た。これらを NHS-activated Sepharose に結
合させ、NHｑと命名した。血清の精製を行う

ための NHqアフィニティー精製の至適条件の
検討を行い、血清からの微量タンパク質抽出
精製法を確立した。本システムは血清の前処
理を必要とせず、1 時間で血清より微量タン
パク質を単離できる画期的な方法であり、特
許申請した（特願 2011-169552 号、図 1））。 

 
健常人、患者で血中 HSP72 量に大きな変化

は認めなかった。一方で、結合分子を
SDS-PAGE にて展開し、銀染色した結果、30 kD

以下の低分子量領域のパターンが患者群で
大きく変化していることがわかった（図 2）。
同定分子をショットガン法にてプロテオー
ム解析し、同定分子を GO term の cell 
component に基づいて分類したところ、45％
が細胞内タンパク質であった。 

 

② 腫瘍マーカー候補タンパク質の同定 
本系を用いて健常人 2 名、患者 4名の血清

を用いてマーカー候補タンパク質の探索を
試みた。 86 の同定タンパク質を Gene 
Ontology を用いて生物学的プロセスに基づ
いて分類した結果、患者血清中には健常人で
は見られないタンパク質分解系分子、アポト
ーシス関連分子、リン酸化酵素、翻訳関連分
子というカテゴリーに分類される分子がみ
られた。さらに細胞周期、シグナル伝達関連
分子に分類される分子群が患者血清中で増
加していることがわかった。同定分子の大半
はこれまでに血液中での存在が報告されて
いないものであり、本法の有効性を示してい
る。さらに健常人にはなく、患者特異的に同
定される分子を 44 種類見出した。 
③ 同定タンパク質の確認 

図 1 NHqによる血中微量タンパク質の単離 

図 2 血中 Hsp72結合分子の健常人、患者間比較 



 これらのタンパク質が多発性骨髄腫由来
であることを確かめるために、多発性骨髄腫
細胞株（RPMI8226, KMS-12-PE）の細胞溶解
液及び培養上清を用いて同様に NHqによるア
フィニティー精製を行い、Hsp72 結合分子 
を質量分析により同定した。その結果、４つ
の分子が培養液中、血液中に共通して見出さ
れた。これらのタンパク質は multifunction, 
development, organization, cell cycle と
いった GO termの分子であった（表 1）。いず
れも細胞外での機能や、分泌が知られていな
い分子 
であった。本成果は腫瘍マーカー候補分子と
して特許申請した（特願 2013-45581 号）。 

 
（2） 多発性骨髄腫腫瘍マーカーの候補分子
の検証 

これらのうちの cell cycle 関連分子に着
目して更なる検証をすすめた。KMS-12-PE 株
を用いて細胞内、細胞外での本分子の発現解
析を行った結果、本分子は細胞内でフラグメ
ント化されていること、そのフラグメントが
培養上清中で HSP72と結合していることが明
らかとなった。全長のサイズの分子は培養上
清中には存在しなかった。そこで、患者血清
を NHq精製し、本抗体にてウエスタンブロッ
トしたところ、患者血清 9例中 3例で本分子
を認めた（図 3）。健常者血清中には本分子は
見いだせなかった。したがって、本分子は多
発性骨髄の有力な腫瘍マーカーとなりうる
ことが示唆された。 

 
  
以上より、従来の血清プロテオミクスの最

大の懸案事項であった血中微量タンパク質

単離に成功し、多発性骨髄腫腫瘍マーカー候
補の選抜に成功した。本課題によって得られ
た結果は単に一疾患の腫瘍マーカーの同定
に留まらず、血清プロテオミクスのブレーク
スルーになりうる点で意義深い。今後、他の
癌種を含めて、他の疾患への適用を検討して

いきたい。 
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