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研究成果の概要（和文）：新規分子標的薬の開発によっても、多発性骨髄腫 (MM)の症例において治癒が望めないのが
現状で、その原因の一つとしてMM幹細胞が残存することがあげられる。そこで本研究ではMM幹細胞の性状解析を進めた
。免疫不全マウスに移植したMM細胞が低酸素状態であることから、長期間低酸素状態で生存可能なMM（HA-MM）細胞株
を樹立した。この細胞は、幹細胞マーカーを発現し、静止期の細胞集団も多く、がん幹細胞の性状を有することが明ら
かとなった。またSmad2のリン酸化亢進を認め、TGF-β/Smadシグナル系がMM幹細胞の治療標的である可能性が示唆され
た。今後骨髄環境との関係から治療標的分子を明らかにしていく。

研究成果の概要（英文）：We investigated the characteristics of hypoxia-adapted MM (HA-MM) cells. Irradiate
d NOD/SCID mice were inoculated with AMO-1 MM cells. After 2 or 4 weeks transplantation, the inoculated MM
 cells were positive for pimonidazole. These observations suggested that MM cells are hypoxic in the BM. W
e then established HA-MM cell lines that can continue to proliferate in hypoxic conditions (1% O2) for mor
e than six months. The G0 fraction cells significantly increased in HA-MM cells compared with those in the
 parental MM cells. The survival durations of mice transplanted with HA-MM cells were significantly shorte
r than that of mice transplanted with parental MM cells. Stem cell markers such as Sox2, Oct3, and Nanog m
RNA transcripts increased in the HA-MM AMO-1 cells. Furthermore, phosphorylated Smad2 expression was incre
ased in HA-AMO-1 cells. These findings suggest that HA-MM cells possess stem cell-like characters and may 
provide a useful model to investigate the mechanism of MM stem cells.
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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。研究代表者は

-catenin に対する siRNA、および新規

Wnt/-cateninシグナル阻害剤 AV65を用い、 

-cateninがMM治療の新規分子標的となる

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。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

があげられる。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

て世界的にみても非常に乏しいが、2010 年

のアメリカ血液学会 Scientific Programで、

MM 幹細胞のセッションが初めて企画され

ており、MM幹細胞研究は今後注目されるテ

ーマである。今までの研究で明らかにされて

いるように、MM細胞の維持・増殖には特に

骨髄微小環境との関係が重要でそれらを標

的とした治療法が開発されているが、MM幹

細胞の骨髄微小環境における動態について

は解明されていない。 

 MMの増殖の主座である骨髄腔内は、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。

Wnt/-catenin 経路は幹細胞維持には極めて

重要なシグナルであるが、低酸素環境におけ

るWnt/-catenin経路は細胞種により異なる。

大腸がん細胞株では、活性化された低酸素誘

導因子 (HIF-1) により-cateninはユビキチ

ン化を受けプロテアソームにて分解され、

Wnt/-catenin 経路の下流シグナルが阻害さ

れる (Kaidi et al. Nat Cell Biol 2007)。一方、

ES 細胞や神経幹細胞では HIF-1 により

Wnt/-catenin 経 路 は 活 性 化 さ れ る 

(Mazumdar et al. Nat Cell Biol 2010)。しか

しながら、低酸素環境下の MM における

Wnt/-catenin 経路活性について今まで報告

をみていない。 

 

２．研究の目的 

 ”MM幹細胞ニッチ”、およびがん幹細胞維

持に重要なWnt/-catenin経路をはじめとす

るシグナルに注目し、MM幹細胞維持に関わ

るシグナルを同定し、MMを完治できる治療

法開発に寄与することを目的とし研究を行

った。 

 

３．研究の方法 

１）正所性MMマウスモデルによる“MM幹

細胞ニッチ”の同定 

 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する

ことで、正所性MMマウスモデルが作製され

る (移植後約 35 日で全例死亡)。このマウス

を用いて移植後初期の生着部位を確認する

とともに、ピモニダゾール染色 (Takeuchi et 

al. Cell Death Differ 2010) により低酸素状

態を検証した。 

２）低酸素環境適応（HA-）MM細胞の性状

解析 

 O2濃度 1%に設定した低酸素インキュベー

タ内でMM細胞株を培養し、HA-MM細胞株

の作製を試みた。これらHA-MM細胞と親株

を比較し、低酸素環境である骨髄内でのMM

幹細胞の性状を解析した。 

３）MM幹細胞維持機構の解析 

 低酸素状態および骨髄疑似環境における

MM 幹細胞維持のための分子機構の解明を

行った。 

 

４．研究成果 

１）正所性MMマウスモデルによる“MM幹

細胞ニッチ”の同定と低酸素環境適応（HA-）

MM細胞の性状解析 

 ヒトMM細胞株 AMO-1細胞を 2 Gy照射

した NOD/SCID マウスに経尾静脈投与し、

正所性 MM 担がんマウスを作製し、MM 細

胞の骨髄内の動態を解析した。移植後 2週間

では骨端部に生着を認め、4 週間を経過する

と骨幹部にも生着部位は広がり、主に骨内膜

直下に多くのMM細胞を認めた。これらの生

着MM細胞はピモニダゾール染色で染まり、

低酸素状態 (O2<1.3%) であることが示され

た。以上のことから、骨髄に定着したMM細



胞は低酸素状態に存在することが考えられ

た。 

 そこでヒト MM 細胞株を用いて、O2濃度

1%の低酸素環境下で長期生存できるテイン

酸素環境適応 MM (HA-MM) 細胞株を作製

した。AMO-1、OPM-2、U266、H929、IM-9

の 6株で作製を試み、すべての細胞株で 6ヶ

月以上安定して生存・増殖を続けるHA-MM

細胞株の樹立に成功した。それぞれの細胞増

殖を解析したところ、低酸素環境では細胞増

殖速度はそれぞれHA株で有意に遅く、また

doubling time（倍加時間）も有意に長かった。

これらのHA細胞株をNormoxia (20%) 下の

培養条件に戻したところ、増殖速度は

Normoxia 下での培養細胞と同等の増殖速度

に復した。次に Ki67/7-AADを用いた二重染

色による細胞周期解析では、親株である

Normoxia下での培養細胞に比して、G0期の

細胞集団が有意に増加しており、また SP 分

画の細胞集団も有意に多く認めた。 

 次に、放射線照射を施した NOD/SCID マ

ウスへの移植実験を行った。HA-MM細胞移

植マウス群は親株細胞の移植マウス群より

生存期間は有意に短く、またより少数の細胞

での定着を認めた。さらに二次移植実験にお

いても親株に比べ生着率が高かった。次に

Oct3/4、Sox2 といった幹細胞マーカーの

mRNA の発現を RT-PCR にて検討したとこ

ろ、HA-MM細胞株でそれらの発現亢進を認

めた。以上のことから、低酸素環境で長期生

存可能な MM細胞は MM幹細胞（がん幹細

胞）の性状を有することが示唆された。 

 

２）MM幹細胞維持機構の解析 

 HA-MM細胞におけるシグナル解析を行っ

た。まずMMの治療標的として有効であると

報告してきた-カテニン (Ashihara et al. 

Clin Cancer Res 2009, Yao, Ashihara ,et al. 

Clin Cancer Res, 2011.) の発現や、慢性骨髄

性白血病のHA株で治療標的分子の一つとし

て同定した Glyoxalase 1 (Takeuchi et al. 

Cell Death Differ 2010) の発現を検討した

が、いずれの分子もMM親株とHA株で発現

の差は認めなかった。次に、TGF-シグナル

に着目した。O2濃度 1%に設定した低酸素イ

ンキュベータ内で MM 細胞株 (OPM-2、

U266、IM-9)を培養し、自律的に増殖を続け

るHA-MM細胞株の作製を試み、HA-OPM-2

の樹立に成功した (HA-OPM-2 細胞の in 

vitroでの増殖スピードは、親株に比べ遅い) 。

今後、他株においても樹立を試み、TGF-シ

グナルの下流の Smad2 のリン酸化亢進を認

めた。以上のことから MM においては

TGF-/Smad シグナル系が MM 幹細胞維持

に関与することが示唆された。 
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発明者：務中達也、阿部浩久、叶井正樹、前

川 平、木村晋也、芦原英司 

権利者：株式会社島津製作所 国立大学法人 

京都大学 

種類：特許権 

番号：特願 2011-210160 

出願年月日：2011.9.27. 

国内外の別： 国内 

 

○取得状況（計 1件） 

 

名称：マイクロ反応装置を用いた細胞運動評

価システム 

発明者：務中達也、阿部浩久、叶井正樹、前

川 平、木村晋也、芦原英司、庄子習一 

権利者：株式会社島津製作所 国立大学法人

京都大学 学校法人早稲田大学 

種類：特許権 

番号：特許第 5166360号 

取得年月日：2012.12.28. 

国内外の別：国内 

 

〔その他〕 

ホームページ等 

http://labo.kyoto-phu.ac.jp/seiri/seiri-j.html 
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(2)研究分担者 
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京都大学・大学院医学研究科・助教 
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