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研究成果の概要（和文）：　難治性造血器腫瘍である多発性骨髄腫において、骨髄腫細胞および骨髄腫前駆細胞
の増殖制御には、NF-κBシグナルが重要であり、骨髄腫前駆細胞では活性酸素（ROS）に対する感受性が高かっ
た。新たに見出したNF-κB阻害活性を有するTM-233は、ROSの産生を介して骨髄腫細胞および前駆細胞の増殖を
抑制し細胞死を誘導した。また、細胞周期チェックポイントキナーゼWEE-1阻害薬MK-1775は、DNA損傷を介して
骨髄腫細胞の細胞死を誘導した。
　以上より、新規NF-κB阻害薬TM-233および細胞周期チェックポイント阻害薬MK-1775は骨髄腫に対する新たな
治療薬となり得ると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma is one of the refractory hematological malignant disorder. 
It has reported that NF-κB signaling is important for the regulation of proliferation of myeloma 
cells and their stem/progenitor cells. In the present study, it has shown that the sensitivity of 
reactive oxygen species (ROS) in myeloma cells and their progenitor cells is higher than that of 
other hematological malignancies. New NF-κB inhibitor TM-233 was inhibited proliferation and 
induced cell death of myeloma cells and their progenitor cells via production of ROS in dose- and 
time-dependent manner. In addition, cell cycle checkpoint kinase WEE-1 inhibitor MK-1775 was also 
induced cell death of these cells via DNA repair process. From these results, new NF-κB inhibitor 
TM-233 and WEE-1 inhibitor MK-1775 might be possible novel therapeutic agents for the treatment of 
multiple myeloma.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
 近年、多発性骨髄腫の分子病態の解明が進
み、増殖に必須の転写因子 NF-B や骨髄間質
細胞から産生される IL-6, VEGF などの造血
因子を標的にした分子標的療法が注目され
ている。臨床的にもプロテアソーム阻害薬ボ
ルテゾミブや免疫調節薬（サリドマイド、レ
ナリドミド）が導入されたが、これらの薬剤
をもってしても難治例の約 30%にしか反応
せず、多発性骨髄腫の根治を目指した新たな
概念の治療法の開発は必須の課題である。一
方、造血幹細胞研究の進展により、骨髄腫幹
細胞あるいは前駆細胞を明らかにし、それら
を標的にした新たな治療法を開発すること
が治癒を目指すためには必要である。 
 B 細胞が終末分化した形質細胞の腫瘍化に
よる多発性骨髄腫においても骨髄腫細胞に
階層性が存在することが知られ、NOD/SCID
マウスに骨髄腫細胞を移植することで骨髄
内にクローン性に骨髄腫細胞が増殖するこ
とが明らかにされている。したがって、多発
性骨髄腫においても骨髄腫幹細胞あるいは
前駆細胞が存在すると考えられるが、その生
物学的特性などは明らかでない点も多い。
CD138 陰性細胞分画で、CD20/27 陽性メモリ
ーB 細胞の表現型を有する細胞が、クローン
性増殖と NOD/SCID マウスへ生着するとの
報告もあるが、一方で骨髄腫クローンを長期
間維持できる細胞は CD38 陽性形質細胞分画
に存在するとの報告もある。また、自己複製
能を持たない前駆細胞においても種々の遺
伝子変異により自己複製能が再活性化する
ことが知られており、分化した細胞の腫瘍で
ある多発性骨髄腫においては前駆細胞レベ
ルでの腫瘍化と考える方が妥当である。この
ように、多発性骨髄腫の源となるべき細胞に
関しては議論のあるところであり、これらを
明らかにして治療標的を明確にすることは
重要な課題である。また、研究の進んでいる
白血病幹細胞（LSC）に関しては、細胞自体
の解析に加え、それらを取り巻く骨髄微小環
境からの解析も重要である。特に、酸化スト
レスが骨髄微小環境に及ぼす影響が注目さ
れており、LSC の自己複製能の維持には活性
酸素（ROS）による制御が必須であり、酸化
ストレスにより造血幹細胞の静止期維持や
自己複製能が障害されることが知られてい
る。このような背景より、本研究においては
幹細胞生物学の研究動向と、がん幹細胞を標
的とする治療の方向性に基づき、多発性骨髄
腫の根源とも言うべき骨髄腫前駆細胞の生
物学的特性を明らかにし、それらを標的にし
た治療開発を目的とした研究を展開した。 
 
２． 研究の目的 
 高齢化社会を迎え、増加しつつある難治性
造血器腫瘍である多発性骨髄腫の治療成績
を向上させることは、臨床的に喫緊の課題で
ある。本研究は、申請者がこれまでに多くの
成果をあげてきた多発性骨髄腫に対する分

子標的治療薬の開発と ROS による白血病細
胞の細胞死研究に関する知見を基に、骨髄
腫における骨髄腫前駆細胞の生物学的特
性を明確にし、ROS を介する骨髄腫前駆細
胞を標的にした生体侵襲の少ない新たな
治療理念を確立することを目的とする。 
 多発性骨髄腫の治癒を目指し、クローナル
な増殖を示す骨髄腫細胞を供給する骨髄腫
幹細胞あるいは前駆細胞の生物学的特徴を
明らかにし、それらを標的にした革新的な治
療法を確立するために、本研究においては、
以下の点を明らかにする。 
(1) ヒト骨髄腫前駆細胞の特性を示す細胞集
団を明確に定義し、生物学的特性を明らかに
する。 
(2) ROS を介する骨髄腫前駆細胞の増殖制御
を規定するシグナル伝達経路を明らかにす
る。 
(3) 種々の生理活性物質の中で、より骨髄腫
前駆細胞に選択性の高い化合物を明らかに
する。 
(4) 候補化合物による骨髄腫細胞および前駆
細胞の細胞死誘導機構を明らかにする。 
(5) マウスモデルを用いて、in vivo における
ROS による骨髄腫前駆細胞を標的にした治
療の可能性を明らかにする。 
 以上より、生理活性物質による ROS を介す
る生体侵襲が少なく、骨髄腫前駆細胞の生物
学的特性に基づいた革新的な多発性骨髄腫
の治療法開発のための基盤形成を行うこと
が目的である。 
 
３． 研究の方法 
 本研究では、まず骨髄腫幹細胞/前駆細胞分
画を明確にし、効率よく分離する系を確立す
る。その上で、生理活性物質による ROS を
介するヒト骨髄腫幹細胞/前駆細胞を標的に
した新たな治療法開発のための基盤研究を
行う。研究計画の進め方として、 
(1) ヒト骨髄腫幹細胞/前駆細胞の特性を示す
細胞集団を明確に定義し、生物学的特性を明
らかにする。 
(2) ROS を介する骨髄腫幹細胞/前駆細胞の増
殖制御を規定するシグナル伝達経路を明ら
かにする。 
(3) 種々の生理活性物質の中で、より骨髄腫
幹細胞/前駆細胞に選択性の高い化合物を明
らかにする。 
(4) 候補化合物による骨髄腫細胞および前駆
細胞の細胞腫誘導機構を明らかにする。 
(5) マウスモデルを用いて、in vivo における
ROS による骨髄腫幹細胞/前駆細胞を標的に
した治療の可能性を明らかにする。 
 
 幹細胞/前駆細胞分画に関しては、
Hoechst33342 にて SP 分画を分離する系を確
立した。SP 分画における CD123, -catenin, 
WT-1, CD44 などの種々の既報の幹細胞マー
カーの発現を RT-PCR 法を用いて解析し、幹
細胞分画として最も重要なマーカーを明ら



かにする。その上で、SP 分画に加えて、同意
を得た骨髄腫患者より骨髄単核球を分離し、
MACS にて分離した CD138+分画より細胞株
の解析より得られた幹細胞マーカーとして
最も重要と思われる分子を発現する分画を
検討した。さらに、骨髄腫前駆細胞の特性を
明らかにするために、健常人より得た正常造
血幹細胞との遺伝子発現の比較を Affymetrix 
Human Genome U133A array を用いて解析し
た。正常造血幹細胞と 5 倍以上の発現の差が
ついた分子については、RT-PCR 法および
Western blot 法にて実際の発現を検討した。 
 種々の活性酸素種（O2

-, H2O2, •OH, 1O2, 
HOCl, NO, 脂質ペルオキシラジカル等）を
測定し、臨床像との関係を詳細に検討する
ことで、ROS の多発性骨髄腫における病態
形成の意義について検討した。 
 さらに、骨髄腫における ROS を介するシ
グナル伝達経路を明らかにするために、 
(1) 転写因子、特にNF-κBを介するシグナル
伝達系の解析 
(2) ROSによるブルトン型チロシンキナーゼ 
(BTK)活性化に関する検討を予定した。 
 
４． 研究成果 
平成 27 年度 
 本研究は、生体侵襲の少ない生理活性物質
などを用いて ROS を介するヒト骨髄腫幹細
胞/前駆細胞を標的にした新たな治療法を開
発し、多発性骨髄腫の治療成績向上の基盤と
なることを目的として行われた。 
 これまでに、われわれは新たな NF-B 阻
害活性を有する化合物TM-233を東南アジア
に自生する植物の根茎より抽出した
1’-acetoxychavicol acetate (ACA)を構造展開
することで合成した。平成 27 年度はヒト多
発性骨髄腫細胞株および患者細胞より SP 分
画あるいは CD138 陽性分画より骨髄腫前駆
細胞を分離、精製し、TM-233 および
Wnt/-catenin, NF-B, JAK/STAT などのシ
グナル伝達阻害物質の骨髄腫細胞および前
駆細胞に及ぼす影響について検討した。骨髄
腫前駆細胞として分離した分画に存在する
細胞群の生物学的特性を明らかにするため
に、マルチカラーフローサイトメトリーを用
いた表面抗原の詳細な解析と網羅的遺伝子
発現解析による正常幹細胞との相違につい
ての検討を行った。 
 本研究においては、最終的に生理活性物質
を中心とした新たな骨髄腫治療の候補とな
る化合物を探索することも目的とするため、
骨髄腫細胞の増殖に必須のシグナルを阻害
した際の骨髄腫細胞の動態解析と ROS との
関連にも注目し、その候補化合物を明らかに
した。また、臨床的には大きな問題となって
いるプロテアソーム阻害薬ボルテゾミブ耐
性のメカニズムの一端とTM-233による耐性
克服の可能性について明らかにした。さらに、
T-LAK cell-originated protein kinase 
(TOPK)を特異的に阻害することにより、ボ

ルテゾミブ感受性骨髄腫細胞のみならず耐
性細胞の増殖を抑制し、細胞死を誘導するこ
とを明らかにした。興味深いことに、TOPK
阻害薬は骨髄腫治療に大きな貢献を果たし
ている免疫調節薬レナリドミド耐性細胞に
対しても低濃度でその細胞死を誘導するこ
とを明らかにした。 
 
平成 28 年度 
 平成 28 年度は、昨年度の続きわれわれが
開発した NF-κB 阻害活性を有する TM-233
と細胞周期チェックポイントキナーゼ
WEE-1 阻害薬を用いて、ROS を介する骨髄
腫細胞および骨髄腫前駆細胞に対する効果
の詳細な検討を行った。 
 TM-233は骨髄腫細胞においてNF-κB p65
に直接結合し NF-κB 活性を阻害することを
明らかにした。TM-233 は ROS の産生を介
して p65 に結合するとともに、プロテアソー
ム阻害薬ボルテゾミブ耐性骨髄腫細胞の増
殖を抑制し、細胞死を誘導した。さらに、骨
髄腫前駆細胞に対しても同様の機序により、
その増殖を抑制した。これらの結果より、
TM-233 の新たな骨髄腫治療薬としての可能
性が示された。 
 また、細胞周期チェックポイントキナーゼ
WEE-1 阻害薬 MK-1775 は、骨髄腫細胞の増
殖抑制効果を示した。MK-1775 は、BCL-２
の発現を抑制し、caspase3 を活性化した。さ
らに、H2AX の発現を増加することにより、
WEE-1 阻害は、骨髄腫細胞における ROS を
介する直接的な DNA 損傷効果を有するもの
と考えられた。 
 
平成 29 年度 
 平成29年度は、細胞周期チェックポイント
キナーゼWEE-1阻害剤MK-1775の骨髄腫細
胞および骨髄腫前駆細胞に対する効果とその
分子機構解析を中心に研究を進めた。
MK-1775は、骨髄腫細胞においてROSを産生
し、直接的なDNA損傷を誘導した。同時に、
MK-1775は骨髄腫細胞のmitosisを介しての
細胞死誘導も認めた。DNA損傷を誘導する
種々の薬剤とMK-1775の併用効果について
検討したところ、ヒストン脱アセチル化酵素
阻害剤とMK-1775の併用により、骨髄腫細胞
は効果的に細胞死が誘導された。さらに、
DNA修復機構に関与するRibonucleotide 
Reductase largesubunit 1 (RRM1)をノック
ダウンすることにより骨髄腫細胞はG2/M期
に細胞周期が停止し増殖が抑制され、細胞死
が誘導された。これらの事実をもとにRRM1
阻害活性を有するclofarabineにより骨髄腫細
胞の細胞死が誘導される新たな事実を見出し
た。 
 今後は、本研究により見出された骨髄腫に
対する新たな治療薬候補TM-233, TOPK阻害
薬, MK-1775およびclofarabineなどについて、
骨髄腫前駆細胞への効果と分子作用機構のよ
り詳細を検討するとともに、マウスモデルを



用いたin vivoにおける効果を検討することに
より、さらに臨床応用を目的にした研究を推
進したいと考えている。 
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