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研究成果の概要（和文）：近年の造血幹細胞移植術の進歩や新規薬剤の登場によっても、多発性骨髄腫 (MM)は
治癒を望める症例はごく一部に限られ、その原因の一つとしてMM細胞を供給する幹細胞が残存することが推察さ
れている。申請者はそのMM幹細胞の性状解析を続け、さらなる新たな知見を得た。MMにおける幹細胞性の維持に
はTGF-β/Smadシグナルが重要で、そのシグナルを遮断することで幹細胞性が減弱することがclonogenic 
replating assayで明らかとなった。このことからTGF-β/SmadシグナルがMM幹細胞の治療標的の一つとなること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of patients with multiple myeloma (MM) has been improved by 
the emergence of new molecular targeting agents including proteasome inhibitors and immunomodulating
 agents. Nevertheless, MM remains incurable at present because it is likely that MM stem cells are 
resistant to these targeting agents. Thus, it is important to further investigate the biology of MM 
stem cells to cure the MM patients. We have established the hypoxia-adapted MM cells (MM-HA) that 
can survive under hypoxic conditions (O2 1%) for more than six months and these MM-HA cells have 
cancer stem cell-like characters. In this project, we clarified further characters of HA-MM cells. 
HA-MM cells have significantly higher plating efficiencies in a clonogenic replating assay. 
Moreover, the inhibition of TGF-β/Smad signaling reduced plating efficiencies, suggesting that TGF-
β/Smad signal could be a novel target against MM-stem 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 (MM) に対する治療成績は、

近年の造血幹細胞移植術の進歩やボルテゾ

ミブやレナリドマイドなどの新規治療薬の

開発により急速に向上した。しかし既存の治

療法や分子標的薬によっても根治できるの

はごく一部の症例に限られる。研究代表者は

Wnt シグナル系に着目し、古典的 Wnt シグ

ナルの下流分子-catenin が MM の新規標的

分として有効であることを明らかにしてき

た(Ashihara et al. Clin Cancer Res 2009, 

Yao et al. Blood Cancer J 2011)。しかし新規

薬剤の登場によっても、治癒を望める症例は

ごく一部に限られ、その原因の一つとして

MM 細胞を供給する幹細胞が残存すること

が推察されている。MM 幹細胞に関する研究

は、他の固形腫瘍、造血器腫瘍幹細胞研究に

比して世界的にみても乏しい。表面抗原解析

による MM 幹細胞の同定研究では、CD138

陰性分画や CD19 陽性 B 細胞に MM 幹細胞

が存在すると報告されてきた (Matsui et al. 

Blood 2004, Matsui et al. Cancer Res 2008) 

が、反例も示されている (Jakubikova et al. 

Blood 2005, Hosen et al. Leukemia 2012)。

研究代表者は白血病幹細胞のように表面抗

原で幹細胞分画を分離することは不可能と

考え、別観点から MM 幹細胞同定研究を進め

ている。MM の病態の主座である骨髄微小環

境内が、酸素分圧約 50 mmHg (Harrison et 

al. BLOOD 2002, Skouby et al. Acta Med 

Scand 1976)、酸素濃度約 1%と低酸素状態に

あることに注目し、低酸素適応 MM 細胞株を

樹立し、その性状解析を行い（H23-25 年度

基盤研究 (C)“骨髄腫幹細胞ニッチの解析と

標的分子の同定”）、以下のような知見を得た。 

1) 非 致 死 量 の 放 射 線 照 射 を 施 し た

NOD/SCID マウスに MM 細胞株であ

る AMO-1 細胞を移植し、生着した MM

細 胞 の 性 状 を 解 析 し た 。 骨 端 部 

(epiphysis) の内膜直下に MM 細胞を認

め、かつ MM 細胞はピモニダゾール 

(PIM) 陽性であり、酸素分圧 10 mmHg

以下の低酸素状態にあった。 

2) 酸素濃度 1%の低酸素状態で 1 年以上の

長期間にわたり生存・増殖する低酸素環

境適応 MM (MM-HA) 細胞株を樹立し

た。これらの細胞には G0 期分画が多く、

NOD/SCID マウス移植後の増殖能力が

高く、親株（O2 20%で培養）より早期

に死に至らしめた。 

3) MM-HA 細胞における幹細胞マーカー

の発現は親株より高く、幹細胞性を有す

る。 

4) リン酸化 Smad2 の発現が高く、MM 細

胞 に お け る 幹 細 胞 性 の 維 持 に

TGF-/Smad 系シグナルの関与が示唆

された。 

 

２．研究の目的 

 新規薬剤の登場によっても治癒を望める

症例は限られている MM に対して、その原因

の一つとして MM 幹細胞の存在が考察され

る。我々が樹立した MM-HA 細胞はその MM

幹細胞様に性状を有する。本研究では MM 化

細胞維持機構を破綻させることにより、MM

幹細胞を撲滅し MM 患者に福音をもたらす

ことを最終目標として、MM-HA 細胞の更な

る正常解析と新規治療法の開発を目的とし

て研究を進めた。 

 

３．研究の方法 

1) MM-HA 細胞の性状解析 

① Limiting dilution 法による MM-HA

細胞の性状解析 

 H23-25 年度基盤研究 (C)で行った

移植よりもさらに移植細胞数を減少

させ、2 Gy 照射した NOD/SCID マ

ウスにヒト MM 細胞株 AMO-1 細胞

を経尾静脈投与し、親株 MM 細胞と

の生着率を比較した。 



② Serial transplantation 法による幹

細胞性の確認 

 親株細胞、並びに MM-HA 細胞を

移植した NOD/SCID マウスの骨髄

より MM 細胞を採り出し、CD138 抗

原を指標に MM 細胞を二次移植し、

生着率および生存期間を検討した。 

③ MM 細胞の骨髄内での接着・生存に

関わる接着因子の発現を親株の MM

細胞と MM-HA 細胞で比較検討した。 

④ MM-HA 細 胞 の 幹 細 胞 性 を 、

clonogenic replating assay を用いて検

討した。 

2) 疑似骨髄環境における MM-HA 幹細胞

の動態解析 

 骨髄での環境を模擬するために、ヒト

骨髄間質細胞由来の HS-5 細胞株との共

培養系において、Normxia（O2 20%）

および低酸素環境における細胞周期、幹

細胞マーカー発現を解析した。 

3) MM-HA 幹細胞維持分子の機能阻害に

よる治療効果解析 

 MM-HA 細胞で活性化している

TGF-/Smad シグナルを SB431542 に

て阻害し幹細胞性の変化を、clonogenic 

replating assay を用いて検討した。 

 
４．研究成果 

1) MM-HA 細胞の性状解析 

① Limiting dilution 法および serial 

transplantation法によるMM-HA細

胞の幹細胞性の確認 

 移植細胞数を 1 x 106 /mouse か

ら 8 x 103 /mouse まで希釈し、2 Gy

照射した NOD/SCID マウスに移植

し、生着率および生存期間を解析し

た。MM-HA 細胞では、より少数の

MM 細胞でも生着し宿主マウスを

死亡させた。さらに、二次移植モデ

ルにおいて MM-HA 細胞では全例

死亡したのに対し、同期間の観察期

間で親株の MM 細胞移植では 20%

しか死亡しなかった。このことから、

MM-HA 細胞は MM 幹細胞である

ことが強く示唆された。 

② MM 細胞の骨髄内での接着・生存に

関わる接着因子の発現 

 生着率の相違を明らかにするた

めに、MM 細胞に発現する接着因子

について検討した。今回検討した 3

株においては一定の変化は認めな

かったが、正所性移植モデルに用い

た AMO-1 細胞株では CD44、

CD49d および CD54 の発現増加を

強く認めた。このことから、

AMO-1-HA 細胞における生着率の

亢進は、これら 3 種の接着因子の発

現増加が関与していることが示唆

された。 

③ clonogenic replating assay を用いた

MM-HA 細胞の幹細胞性の検討 

 次に MM-HA 細胞の clonogenicity

を clonogenic replating assay により

検証した。メチルセルロース培地を

用いコロニーを作製し、10 から 11

日目にコロニー数をカウントし、播

種細胞数で除することで plating 

efficiency を算出した。また形成され

たコロニーを全て集め、PBS(-)で 3

回洗浄後再度メチルセルロース培

地を用い細胞を播種し、この操作を

3 回繰り返し、plating efficiency を親

株と HA 細胞株で比較検討した。す

べての replatingにおいてHA細胞で

の plating efficiency が高く、かつコ

ロニーあたりの平均細胞数も有意

に多かった。以上より、in vitro 系に

おいてもHA細胞の幹細胞性が証明

された。 

2) 疑似骨髄環境における MM-HA 幹細胞



の動態解析 

① 細胞周期解析 

 HS-5 細胞との共培養系において、

親株および HA 細胞ともに G0 期分

画の細胞集団が増加し、特に HA 細

胞において著明に増加した。 

② 幹細胞マーカー発現解析 

次に、幹細胞マーカーである SOX2、

OCT4、NANOG mRNA 発現を比

較検討した。興味深いことに、親株

においてはこれらの分子の発現亢

進は認めず、HA 細胞でも発現亢進

を認めたものの、G0 期分画の増加

に相当するほどの増加は認めなか

った。これらのことより、MM 細胞

においては、G0 期に留まっている

ことと幹細胞であることは同義で

ない可能性があること、さらに MM

細胞の幹細胞性維持には骨髄間質

細胞との接着よりも低酸素環境に

存在することが寄与する可能性が

高いことが示唆された。 

3) MM-HA 幹細胞維持分子の機能阻害に

よる治療効果解析 

 最後に、活性化している TGF-/Smad

経路を SB431542 にて遮断することに

よる clonogenicity の変化を replating 

assay にて検討した。TGF-/Smad 経路

を阻害することで、replating efficiency

が有意に減少した。 

 

 以上より、MM 細胞において低酸素環境は

幹細胞性の獲得維持に重要なシグナルで、そ

の一部に TGF-/Smad 経路が関与している

ことが明らかにされ、MM の治癒のため

TGF-/Smad経路が標的経路の1つであるこ

とが推察された。ただし、本検討は細胞株で

の検討であり、今後は患者検体を用いた検討、

さらに in vivo 系における検討にて検証する

必要があると考える。 
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