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研究成果の概要（和文）：B細胞系、形質細胞のがん化による多発性骨髄種の病態において、骨髄腫の微小環境を構成
するマトリックスメタロプロテイナーゼ(MMP)活性の重要性が示唆されている。本研究を通じて、研究代表者らは、各
種MMPの活性化に関与する膜型MMP(MT1-MMP)が、B細胞、形質細胞分化に関与し、ストローマ由来のKit-ligandやstroma
l cell-derived factor-1、インターロイキン-7の分泌と、HIF-1発現誘導に伴うこれらの遺伝子発現を制御することを
明らかにし、多発性骨髄腫の病態形成に寄与する可能性を示唆した。また代表者らは、ヒト骨髄腫病態を再現したマウ
スモデルの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma (MM) is a B-cell malignancy characterized by the monoclonal 
proliferation of plasma cells in the bone marrow (BM). In the initial stages of disease establishment, MM 
cells reside in a hypoxic BM microenvironment. The long-term objective of this proposal is to examine the 
role of membrane type-1-matrix metalloproteinase (MT1-MMP) in the regulation of normal B cell development 
and malignant plasma cell growth in models of MM. MT1-MMP is expressed in MM cells, and cells of the MM 
microenvironment. Stroma cells produce cytokines. MT1-MMP is required for normal B cell development. 
Mechanistically we showed that MT1-MMP drives HIF-1-mediated activation of cytokines like Kit ligand, 
stromal cell-derived factor-1, and interleukin-7. Most cell line-based MM models show BM infiltration of 
MM cells. We established a novel murine model that mimics various aspects of clinical signs of MM, which 
will help to understand the interaction between malignant plasma and stroma cells.

研究分野：血液学、腫瘍学、幹細胞生物学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1)多発性骨髄腫は、骨髄中の形質細胞のがん
化増殖と血中の異常免疫グロブリンの増加、
そしてこれに伴う溶骨性変化、腎障害等の特
徴的な病態有するB細胞性の血液腫瘍性疾患
である。研究代表者らは、以前の研究で、骨
髄中の造血幹細胞動態におけるマトリック
スメタロプロテイナーゼ(MMP)、とりわけ
MMP-9の重要性を示した。代表者らは、その
後の研究で、MMP の活性が、セリンプロテ
アーゼに属するプロテアーゼの一群である
血液線維素溶解系(線溶系)によって制御され
ていることを明らかにし、さらに線溶系によ
る造血制御機構の存在を明らかにした
(Heissig et al. Cell Stem Cell 2007; Heissig 
et al. Cell 2002)。骨髄中のストローマ細胞、
また骨髄腫病変中の血管内皮細胞からは、大
量の活性型 MMP-2 が産生されることが知ら
れている(Barillé et al, Blood 1997, Vacca 
Blood et al, 2003)。膜型MMPのプロトタイ
プである MT1-MMP(MMP-14) は、間葉系幹
細胞や未熟な造血系細胞での産生が確認さ
れており、線溶系とも相互活性化機構を有し
ながら、潜在型酵素ProMMP-2を活性化し、
これらは接着分子をはじめ、造血因子、また
これらの受容体の細胞外ドメイン分泌を制
御していると考えられている。 
(2) 低酸素誘導因子HIF-1 あるいはHIF-2 は、
低酸素状態への適応に際し、赤血球産生、糖
代謝、細胞生存、そして血管新生等を制御す
る転写因子である。HIF-1は骨髄中の様々な
細胞に発現が認められるが、HIF-2は、CD68
陽性のマクロファージ、CD138陽性の骨髄腫
細胞等、発現が限定的であるとされ、その異
常な発現増加が骨髄腫の病勢進展にも関与
していることが示唆されている。また骨髄腫
の初期は、骨髄腫微小環境は低酸素状態にあ
るとされているが、病勢の進展に伴い、遺伝
子異常に伴った低酸素状態と関連性のない
HIF 発現増加、転写亢進、c-Myc の異常発現
等の病態を誘導していることが示唆されて
いる。  
 
２．研究の目的 
MT1-MMPは、細胞表面で基質の限定分解にあ
たる金属要求性蛋白分解酵素の一種で、近年、
がん増殖過程に伴う異常血管新生において、
血管内皮細胞あるいは周皮細胞の動態制御因
子として機能していることが示唆されている。
多発性骨髄腫の腫瘍細胞は、近年こうした異
常血管新生と、これを含めた骨髄中での至適
微小環境(ニッチ)を形成を伴い、血管新生因子
や接着分子、各種炎症性サイトカイン、ケモ
カインを介して、骨髄ストローマ細胞、骨芽
細胞、破骨細胞の他骨髄中の構造蛋白とのシ
グナル相互作用を展開し 、増殖、そして骨髄
腫に特異的な病態形成にも寄与することが解
ってきている。本研究では、多発性骨髄腫の
増殖、またその病態形成過程におけMT1-MMP

の機能解明を主目的とし、その活性制御と骨
髄腫病勢との関連性、またその臨床的意義を
探ることまでをその範疇とする。 
 
３．研究の方法  
① 正常造血機構におけるMT1-MMPの機能解
析 
MT1-MMP遺伝子欠損マウスとその野生型に
ついて、骨髄造血の状況、特にB細胞系の分化、
形質細胞数に注目してフローサイトメーター
等による解析を進める。またこれに伴う造血
因子、サイトカイン、ケモカイン、各種MMP
の血中濃度、及び活性等を測定する。またさ
らにこれらのマウスから、造血系、血管内皮
系、線維芽細胞系—ストローマ細胞を分離採
取し、一定時間培養の後、その上清中の
MT1-MMP活性と炎症性サイトカイン、ケモカ
イン等をザイモグラフィー、RT-PCR、酵素結
合免疫吸着法(ELISA)等により測定する 
② 多発性骨髄腫細胞とその微小環境(骨髄腫
ニッチ)の相互作用におけるMT1-MMPの機能
解析 
ヒト及びマウス多発性骨髄腫細胞株、また患
者臨床検体中の多発性骨髄腫細胞をCD138を
はじめとする細胞表面抗原やマグネティック
ビーズを使用し、分離採取し、一定量を一定
期間培養する。この培養上清中のMT1-MMP
活性と炎症性サイトカイン、ケモカイン等を
ザイモグラフィー、RT-PCR、ELISA法等によ
り測定する。さらにストローマ細胞株の 
MT1-MMPをShRNA法を用いて失活させたも
のとその対照群とを①の細胞株らとの共培養、
またはMT1-MMPの中和抗体によって活性を
抑制したものと対照群と①の細胞株らとの共
培養により腫瘍細胞増殖における微小環境中
のMT1-MMP活性の重要性について精査する。 
③ 多発性骨髄腫増殖におけるMT1-MMP活性
の重要性の解明 
多発性骨髄腫のマウスモデル、形質細胞腫瘍
モデル等を作製し、経時的に末梢血、骨髄、
脾臓他各種臓器を採取する。末梢血について
は、血球数を算定し、血漿を凍結保存する。
各種臓器については病理切片を作製し、細胞
表面抗原、各種プロテアーゼ、接着分子等に
よる免疫特殊染色を施行し、細胞構成、骨髄
腫増殖に伴う組織変化、病勢等について精査
する。また各種臓器より単核球を分離し、フ
ローサイトメーター解析を施行し、細胞構成
の推移を追う。多発性骨髄腫のマウスモデル
を作製し、経時的に採取した血漿中の各種液
性因子濃度、プロテアーゼ活性を測定する。
さらに、末梢血、骨髄、脾臓他各種臓器より
単核球を分離し、さらにソーティングするこ
とにより得られた細胞分画の培養により、液
性因子、プロテアーゼ分泌細胞を同定する。
さらに、新規のプラスミン阻害剤、MMP阻害



剤を使用し、プロテアーゼ活性制御による骨
髄腫病態への影響、有効性について精査する。 
④多発性骨髄腫の臨床検体における
MT1-MMP活性の重要性の解明 
多発性骨髄腫患者及び健常者の末梢血及び骨
髄を採取し、末梢血については、血漿を凍結
保存する。患者状況を各種検査データ、X線
写真等で掌握しつつ、骨髄組織検査による骨
髄腫増殖状況の評価、さらに血中の各種液性
因子濃度、プロテアーゼ活性を測定し、病態、
病勢との相関性を確認する。 
     
４．研究成果 
(1) 代 表 者 ら は 、 骨 髄 中 の 膜 型
MMP(MT1-MMP)が、各種細胞増殖因子のプ
ロセシング、及びこれらの遺伝子発現を制御
することによって骨髄細胞動態の起点とし
て機能していることを明らかにした。
MT1-MMP 遺伝子欠損マウス(MT1-MMP-/-)
では、有意な汎血球減少を呈しており、二週
間から三週間で全てのマウスが死亡するこ
とが判明した。また、こうした汎血球減少は、
主に成熟障害が原因となっており、B細胞系
では、MT1-MMP-/-の末梢血中で B 細胞は有
意に減少しているのに対し、骨髄では、割合
として late (B220+CD43-)B 細胞よりも early 
(B220+CD43-)B 細胞が有意に保持されている
という結果を得ている。 
 
 
 
 
 
 
   

Figure1: from Nishida, Blood 2012 
 

 
 
 
 

Figure 2: from Nishida, Blood 2012 
 

(2) 多発性骨髄種細胞の動態に関与するとさ
れるサイトカインやケモカインの血中濃度
が正常マウスと比較して有意に低下してお
り、その原因として、第一にMT1-MMPによ
って上方制御される各種 MMP の相互活性化
によるこれら Kit-ligand (KitL)等の造血因子、
CXCL-12(SDF-1)等のケモカイン、さらにはイ
ンターロイキン 7(IL-7)等、骨髄種細胞動態制
御分子群の一部は骨髄ストローマ細胞から
の細胞外ドメイン分泌が阻害されているこ
と、さらに、MT1-MMPの細胞内ドメインに
結合している低酸素誘導因子(HIF-1)阻害物
質である FIH-1 が細胞質内に遊離し、HIF-1

活性が阻害され、骨髄種細胞動態制御分子群
の遺伝子発現自体が抑制されていることを
解明した。またこれまで、代表者らは、各種
MMP の活性化が線溶系因子プラスミンによ
って制御されていることを報告してきたが、
今回の研究で、MT1-MMP が各種 MMP の活
性を上方制御していることも明らかにした。 
 

 
 
 

 
 
 

      
   Figure 3. From Nishida 2012 Blood 
 
(3) 代表者らは、近交系マウスにマウス由来
の形質細胞腫、B細胞性リンパ腫を皮下ある
いは末梢血中に移植することにより、生体内
で骨髄腫細胞が増殖するプロセスを精査す
るモデルを確立した。特に形質細胞、ハイブ
リドーマB53を移植する系では免疫グロブリ
ンの産生、貧血、髄外病変、さらに致死率の
高い多発性骨髄腫に酷似した病態を認めて
いる(投稿準備中)。これらのマウス中では、
線溶系因子の動態と病勢に相関性を認めて
おり、これらのマウスに対し MMP 阻害剤と
骨髄移植を行うことで、骨髄腫の予後を改善
するというデータを得ている。このことはこ
れらの腫瘍増殖過程においても MMP の活性
が重要な役割を有していることを示唆した
ものと言えよう。さらに代表者らは、線溶
系・プラスミン阻害剤の投与が、骨髄腫と同
様の血液腫瘍であるT細胞性リンパ腫モデル
の増殖を抑制し得ることを明らかにしてい
る。今後、何らかの化学療法との併用により、
骨髄腫制圧の新たな補助療法としての基盤
形成を進めていきたいと考えている。 
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