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研究成果の要旨 

 多発性骨髄腫の分子病態としては、難治病型であるFGFR3 発現骨髄腫においては恒常的に活性化さ

れたERK1/2 によるstat3 セリン残基の燐酸化がIL-6 シグナルを増強している事、large Maf発現骨髄

腫はArk5 の転写活性化を介して組織浸潤能や飢餓耐性を獲得している事、増殖能の高いCD45 陽性未

熟骨髄腫細胞は、Lyn-PLCγ2-PKC活性化と細胞内Ca2+の増加が生じておりVDAC1 発現増強によりストレ

ス刺激で逆に細胞死を起こしやすい事を明らかにした。また恒常的な活性化NF-κBを治療標的とした

IKK阻害剤(ACHP)の有効性を示すとともに、天然物由来生理活性物質である 1’-acetoxychavicol 
acetate(ACA)がカスパーゼ活性化を介して骨髄腫細胞死を誘導する事を示した。また骨髄腫細胞由

来のVEGFに加えて破骨細胞からOPNが分泌され血管新生を促している事、骨髄腫細胞はMIP-1αや

RANKLなどの破骨細胞活性化因子のみでなくsFRP-2 などの骨芽細胞分化抑制因子を分泌している事

を見いだした。骨再生療法としてTGF-β阻害薬の骨芽細胞の石灰化促進効果を確認した。さらにボル

テゾミブ(Bor)と他剤との併用効果を検討し、Bor投与後のデキサメサゾン(Dexa)投与、BorとHDAC阻

害剤SAHAとの同時併用により相乗的効果が得られる事を示した。またJCOGリンパ腫グループと共同

でBorとDexa併用療法のコンセプトの作成を開始した。 
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研究報告 

 

１ 研究目的 

 多発性骨髄腫は形質芽細胞に由来する難治性造血器腫

瘍であり生存期間中央値は約３年半である。骨病変や腎

障害、アミロイドーシスなどを含む臨床病態は多様であ

り予後も症例により様々である。本研究班ではこれらの

不均一な病型から成る疾患の分子病態と臨床的特徴を明

らかにするとともに、それぞれの病型に適した治療法を

開発することを目的とする。 

 

 

分担研究課題 

総括と分子基盤に基づく至適治療法開発 

骨髄腫細胞のシグナル伝達異常解明と治療法開発 

骨髄腫に対する新規分子標的療法の開発 

骨破壊病変の発症機序の解明と治療法の開発 

分子標的薬物療法の併用療法に関する前臨床的検討 

Velcade 臨床試験、併用療法および初発例 

 

 

 

 

平成 17年度の具体的な研究計画は、1）染色体転座関連

遺伝子発現定量解析に基づく骨髄腫の病型分類を確立し

多施設共同臨床研究の附随研究として実施計画し臨床病

態との関連を明らかにする（飯田、全員）、2）難治性骨

髄腫の分子病態と治療標的を明らかにする（飯田、石川）、

3）骨髄腫前駆細胞における CD45 分子とその下流シグナ

ルの解析から増殖分画および静止分画にある前駆細胞に
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対する治療法を見いだす（石川）、4）NF-κB 抑制活性を

有する植物由来成分や新規サリドマイド誘導体の抗骨髄

腫効果と治療標的分子を明らかにし前臨床モデルで検証

する（木崎、飯田）、5）骨髄腫細胞の破骨細胞活性化お

よび骨芽細胞抑制機序を明らかにし溶骨病変に対する治

療法を開発する（安倍）、6）今後の骨髄腫治療の中心的

役割を成すと考えられるボルテゾミブとその他の分子標

的薬剤との至適併用療法を開発する（渡辺）。7）ボルテ

ゾミブを含む再発難治性骨髄腫（新規発症例）を対象と

した JCOG における多施設共同臨床試験のプロトコー

ル・コンセプトを作成する（大間知、渡辺、飯田）。 

 

２ 研究方法 

 1)細胞株を用いた病態解析：多発性骨髄腫細胞株およ

び遺伝子導入の可能な成熟Ｂ細胞株を用いて検討を行っ

た 。 Reverse-transcription(RT)-polymerase chain 

reaction(PCR)法、定量 PCR 法、cDNA アレイ解析などの

分子生物学的解析に加えてウェスタン解析、燐酸化抗体

を用いた燐酸化蛋白の同定、免疫沈降法などの蛋白質解

析法を用いた。また一過性もしくは安定遺伝子導入株を

用いた生物学的機能の解析やレポーター・アッセイによ

るプロモーター解析を行った。また細胞周期解析やアポ

トーシス解析、ミトコンドリア膜電位、細胞表面抗原の

発現解析には主に Flow cytometry を用いた。NF-κB 活性

の測定は主にゲルシフト法を用いて解析した。Caspase

の活性化はウェスタンブロット法を用いた。培養上清中

の VEGF, IL-6, OPN などの測定には ELISA 法を用いた。

血管新生誘導能についてはクラボウ社の血管新生キット

を用いた。また骨芽細胞はマウスの MC3T3-E1 細胞株や新

生児マウス頭蓋冠から採取した骨芽細胞を分化させて使

用した。破骨細胞形成活性には家兎骨髄培養系を用いて

検討した。また bortezomib と他剤の併用投与の効果に関

してはCalcuSynソフトウエアを用いたisoborogram解析

を使用した。 

 2）患者骨髄由来の骨髄腫細胞は患者骨髄単核細胞を抗

CD138抗体付着ビーズとAutoMACSを用いて90％以上の純

度に純化して使用した。また患者血清中の IL-6, IFN-γ

などのサイトカイン値測定は ELISA 法を用いた。 

 3）ボルテゾミブを用いた併用療法の臨床試験のコンセ

プトデザインの検討は班会議の場で議論するとともに

JCOG リンパ腫グループのメーリングリストを用いて議

論を重ねた。 

 

３ 研究成果 

 1）染色体転座関連遺伝子発現定量解析による骨髄腫の

病型分類の確立（飯田）：多発性骨髄腫の発症初期の遺伝

子異常でありこれまでにも臨床病態や化学療法に対する

反応性との相関が報告されている主要な染色体転座関連

遺伝子である CCND1, FGFR3 & MMSET, c-MAF, MAFB, c-MYC, 

MUM1 遺伝子 mRNA 発現の定量 RT-PCR 法を確立した。我々

は日常臨床の範囲で可能な検査とするために骨髄液 1mL

から抗CD138抗体ビーズを用いて患者形質細胞を90％以

上に純化しこれらの転座関連遺伝子発現検査を行うシス

テムを確立した。今後臨床研究の付随研究として行うた

めにさらなる簡素化を進めており、名古屋市立大学医学

部・遺伝子倫理審査委員会で承認を得た後、患者様より

文書による同意を得て臨床病態との関連につき検討を進

めている。 

 2）難治性骨髄腫の分子病態と治療標的の探索（飯田、

石川）：我々は 65歳以下の骨髄腫に対する標準療法とさ

れている大量 L-PAM 療法にも耐性を示すとされている

FGFR3 発現型骨髄腫および large Maf 発現型骨髄腫の分

子病態解析を行った。石川らは、FGFR3 発現型骨髄腫株

であるKMS11においてはIL-6またはFGF単独投与時には

細胞増殖は認められないが、IL-6 と同時に FGF を投与す

ると細胞増殖促進効果が認められる事に着目した。IL-6

により stat3 が燐酸化され、FGF により ERK1/2, PI3-K, 

p70S6kinase の活性化を認めた。また FGF 刺激により

MEK1/2 を介して stat3 のセリン残基が燐酸化され IL-6

による stat3 を介した c-Myc や Bcl2 の転写を促進し

KMS11 細胞の増殖を増強している事が明らかになった。

したがって FGFR3 受容体シグナルの遮断が増殖抑制に有

用である可能性を示した。また飯田は、c-Maf あるいは

MafB を発現する骨髄腫細胞株においては組織浸潤促進

因子あるいは細胞飢餓状態での細胞死を抑制するセリ

ン・スレオニンキナーゼである Ark5 の発現が認められる

事に着目した。実際に ARK5 プロモーターに２箇所存在す

るMARE配列にlarge Maf転写制御因子が直接結合しARK5

を転写制御している事を証明した。また Ark5 を発現した

骨髄腫細胞ではIGF-1投与下でAkt1の燐酸化を介してマ

トリゲル浸潤能が著明に促進されるとともにグルコース

飢餓や TRAIL を介した細胞死に耐性となることを見いだ

した。またこれらの飢餓耐性には Ark5 の上流の燐酸化酵

素である Akt と Ndr2 の両方が必要である事をＢ細胞株

P3HR-1 細胞への遺伝子導入実験を行い証明した。したが

って large Maf 発現型骨髄腫の分子標的療法として Ark5

阻害剤の開発が有望である事を示した。 

 3）骨髄腫前駆細胞における CD45 分子発現の意義（石
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川）：未熟骨髄腫細胞の内で IL-6 に反応して増殖能を有

する細胞分画は CD45 陽性であり CD45 分子とリンクした

Lyn の活性化が重要である。今回その下流にあり増殖に

結びつく細胞内シグナルとして PLC-γ2 と Ca イオンの増

加がありそれらを介して PKC の活性化が生じる事を明ら

かにした。また興味深いことにこれらの増殖の盛んな

CD45 陽性骨髄腫細胞は血清除去、紫外線、熱処理、酸化

ストレス、小胞体ストレスなどの存在で容易に細胞死を

起こす事が明らかになった。その原因を明らかにする目

的で cDNA アレイ解析を行った所、CD45 陽性細胞では

VDAC-1 の発現が増強しておりミトコンドリア膜電位の

消失が容易に誘導されることが証明された。したがって

骨髄腫の再発進展時には CD45 陽性未熟骨髄腫細胞が増

加する事が知られているが、その治療法として細胞内

ROS を上昇させるような治療薬が有用である可能性が示

された。 

 4）NF-κB 阻害活性を有する新規薬剤の抗骨髄腫効果の

検討（木崎、飯田）：飯田らは骨髄腫細胞株における NF-κB

の活性化状態を検討した結果、IκBαと p65 のセリン残基

の恒常的活性化を認めEMSA法でも恒常的なDNA結合活性

が認められた。そこで IKK 特異的阻害剤である ACHP の効

果について検討した。ACHP は IκBαと p65 の燐酸化を阻

害しNF-κB標的遺伝子発現を低下させ細胞周期の停止と

細胞死誘導効果を示した。しかし臨床的に達成できる

1μM 程度の低濃度では VEGF や IL-6 の発現は抑制された

ものの cyclinD1 やアポトーシス抑制遺伝子発現は認め

られなかった。この結果は骨髄腫細胞の細胞死誘導の目

的では IKKβの阻害だけでは十分ではなく IKKαを介した

canonical pathway の抑制も必要である事が示された。

木崎らは、天然物由来生理活性物質である NF-κB 阻害剤

である 1-acetoxychavicol acetate(ACA)には 3〜5μM 程

度で骨髄腫細胞の細胞死誘導活性があることを見いだし

た。ACA には IκB の燐酸化と分解を阻害するだけではな

く、caspase-3, 8, 9 を活性化する作用のあることが明

らかになった。またACAはNOD/SCIDマウスへのRPMI8226

細胞の異種移植マウスを用いた検討でも腫瘍の縮小効果

を有していた。現在 ACA の誘導体を作成中であり臨床応

用可能な薬剤開発を進めている。また木崎らは catechin

誘導体であるEGCGが骨髄腫細胞内ROS産生を介してミト

コンドリア膜電位を低下させ細胞死を引き起こす事、そ

してサリドマイドの構造展開により得られた誘導体

5HPP-33 に骨髄腫細胞の増殖抑制と細胞死誘導効果があ

ることを見いだした。また飯田は、抗骨髄腫効果のスク

リーニング中に CPT-11 が全ての骨髄腫細胞株に対して

低濃度で細胞死を誘導しうる事を見いだした。CPT-11 の

活性体である SN-38 も同様に有効であることを示し、そ

の有効性は正常形質細胞および骨髄腫細胞が恒常的に

topoisomerase I を発現するとともに CPT-11 の細胞内活

性化酵素である carboxyesterase-2(CE-2)を高発現して

いる事に起因している事を発見した。現在 SCID マウスを

用いた in vivo での効果について検討中である。 

 5）骨髄腫細胞の破骨細胞活性化および骨芽細胞抑制機

序の解明と新規治療法の開発（安倍）：骨髄腫の進展に血

管新生が重要であるが、骨髄内微少環境においては血管

新生促進因子として骨髄腫細胞から分泌される VEGF に

加えて骨髄腫細胞の生存・増殖を支持している破骨細胞

から産生されるオステオポンチン（OPN）も重要であるこ

とを見いだした。また VEGF, OPN で刺激された血管内皮

細胞は破骨細胞形成促進活性を有することも明らかにし

た。また骨髄腫においては骨形成が著明に抑制されてい

る。その原因としてこれまで報告されていた DKK-1 に加

えて未熟な骨髄腫細胞から分泌される secreted 

frizzled-related protein (sFRP-2)が canonical Wnt

経路を阻害して骨芽細胞の分化を抑制している事を明ら

かにした。しかし治療標的として Wnt を活性化すること

は骨髄腫細胞の増殖を引き起こす可能性が示唆されてい

る。そこで骨芽細胞の最終分化と石灰化を抑制している

事が知られている TGF-βに着目した。BMP-2 による骨芽

細胞の石灰化誘導は TGF-βにより著明に抑制される。そ

こで TGF-β受容体阻害薬である SB431542 を添加すると

骨芽細胞の石灰化が骨髄腫細胞の上清を添加していない

時のレベルまで回復する事を見いだした。さらに石灰化

の促進された骨芽細胞は骨髄腫細胞の増殖も抑制する事

が示された。すなわち BMP-2 と TGF-β受容体阻害薬の併

用療法は骨髄腫患者の骨量回復に有用である可能性が示

された。 

 6）ボルテゾミブを含む至適併用療法の開発（渡辺）：

今後の骨髄腫治療において重要な位置を占める 26S プロ

テアソーム阻害剤であるボルテゾミブ(Bor)と臨床的に

有用性が示されているデキサメサゾン（Dexa）ならびに

今後臨床に登場してくる事が期待されるヒストン脱アセ

チル化阻害剤である SAHA との至適併用療法について in 

vitro で検討した。Bor+Dexa の併用においては、同時投

与では相加効果は得られなかったが、bor 投与後 24時間

後にDexaを投与するとisoborogramでの検討で明らかな

相乗効果が得られる事が判明した。これは Dexa 感受性株、

耐性株ともに同様の結果が得られた。次に Bor+SAHA の併

用投与では、最も相乗効果が得られたのは同時投与を行
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った場合であった。また本邦での臨床治験において Bor

投与後に著しい発熱を有する症例が経験されたが、渡辺

らはこれらの患者血清中のIL-6やIFN-γが高値を示して

いた事を見いだした。そこで骨髄腫細胞株と健常者由来

の骨髄ストローマ細胞株である LP101 を共培養して Bor

を添加すると IL-6 濃度が著明に上昇することを明らか

にした。IL-6 は骨髄腫細胞株単独では上昇せず単球由来

の骨髄ストローマ細胞が Bor 投与に伴う発熱に関与して

いる事を明らかにした。 

 7）ボルテゾミブを含む再発・難治性骨髄腫を対象とし

た日本臨床腫瘍グループ（JCOG）における多施設共同臨

床試験のプロトコール・コンセプトの作成（大間知、渡

辺、飯田）：現在本邦における臨床治験を終了し適応承認

申請中であるボルテゾミブを用いた併用療法の JCOG 臨

床試験デザインについて検討した。適応承認が再発・難

治性骨髄腫となる見込みであること、そして自己輸入で

ボルテゾミブを用いた患者様において欧米では稀な重篤

な肺障害が報告されていることを鑑みて Bor+Dexa 併用

での再発・難治性骨髄腫に対する臨床第２相試験を計画

し本邦での効果と安全性を確認することとなった。現在

詳細を検討しコンセプトを作成中である。またこの臨床

試験には 1）で述べた染色体転座関連原癌遺伝子発現に

よる病型検査を取り入れて病型毎の臨床病態、Bor 反応

性、予後についても検討を進め将来の層別化治療に向け

た基礎的データを収集する予定である。 

 

４ 倫理面への配慮 

 本研究において臨床検体、すなわち患者様より末梢血、

骨髄などから腫瘍細胞の一部を研究用に御提供いただく

場合には、ヘルシンキ宣言にのっとり施設倫理委員会や

遺伝子倫理審査委員会で承認を受けた研究計画書と説明

同意文書を用いて患者様自身に対して十分な研究内容の

説明を行った後に、文書によるご本人の同意を得て行い、

研究結果については匿名化して公表し決して個人が同定

される事のないように配慮して行った。またマウスを用

いた前臨床的研究は動物愛護の精神に則り施設実験動物

研究センターでの研究計画の承認を得て行っている。ま

た JCOG 臨床試験のコンセプトは JCOG プロトコール審査

委員会での審議を経て JCOG 運営委員会での承認を経て

からフルプロトコール作成に取りかかる予定である。ま

た各施設毎の臨床試験研究計画書と説明同意文書は必ず

各施設の Institutional Review Board(IRB)での審査・

承認後に開始する事としているが、平成 17年度はまだ臨

床試験まで到達した新規治療研究は無かった。 
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