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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫（以下MM）は遺伝的背景の複雑な血液悪性腫瘍である。新規薬剤やそれ
らの併用治療が一定の治療成績の向上を達成しているが、根治には至らず難治性MMを克服できる治療法が切望さ
れている。本研究では、CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集技術を利用して、IL-6シグナル伝達経路に関わ
りをもつ細胞増殖関連分子の同定を試みた。その結果、IL-6刺激によって遺伝子発現の増加を示す新規キナーゼ
Xを同定した。キナーゼXは、MM細胞株の一部で過剰発現し細胞増殖との関連性が示唆された。以上から、キナー
ゼXはMMの悪性化へ関与している可能性が高く新規治療薬の標的分子になりえると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma (MM) is a hematopoietic malignancy with complex and/or 
different types of genetic background. Although novel therapeutic agents and their combination 
therapies are more effective than before, MM remains to be an incurable disease. Thus, development 
of novel molecular-targeted therapies is required to overcome malignant phenotype of MM. Here, the 
researcher tried to uncover the malignant mechanism of MM using CRISPR/Cas9 system. cDNA microarray 
analyses revealed that a novel interleukin-6 (IL-6)-inducible serine/threonine kinase X increased 
after IL-6 treatment in IL-6-dependent MM cell lines, ANBL-6 and FLAM-76. Both mRNA and protein 
expression of X kinase were detectable and were over-expressed in a subset of MM cell lines. 
CRISPR/Cas9-mediated gene disruption of gene X resulted in tumor suppression in MM cells. 
Collectively, these results suggest that novel IL-6-inducible kinase X might be a promising 
molecular target for MM therapy.

研究分野： 癌の分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多発性骨髄腫（Multiple myeloma、以下 MM）
は形質細胞性の血液悪性腫瘍である。本疾患
は、同種造血幹細胞移植の有効性が示されて
いない。ゆえに、化学療法とその治療効果は
患者の予後を左右する極めて重要な因子で
ある。実際、MMの臨床症状は多彩であり治療
やその効果の予測は難しい。新規治療薬であ
るプロテアソーム阻害剤、免疫調節剤、ヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤の適用によっ
て治療選択の幅は広がったものの、完全寛解
に至る例は依然として少ない。また、多剤併
用療法は重篤な副作用のリスクが高く生活
の質を脅かす。この MM 治療における最大の
障壁は、MM の悪性化と薬剤耐性化である。し
かしながら、発症期から薬剤耐性化までに観
察される様々な異常の中で、MMの悪性化に真
に重要な因子は未だに明らかとなっていな
い。発症初期には、免疫グロブリン遺伝子座
における染色体転座、染色体 13 番における
ゲノム欠失、高 2 倍体、TP53 や NRAS 遺伝
子変異が観察される。さらに、進行期には
Interleukin-6（IL-6）と骨髄微小環境との
相互作用や薬剤ストレス応答の関与が示唆
されている 1)（図１）。 

図 1 骨髄腫の悪性化・薬剤耐性機構 2) 
 
 
 
 
 
 
 

MM の発症は、形質芽球のクローン進化によ
って成立するが、無症候性 M タンパク血症
（MGUS）、くすぶり型 MM、MM、難治性 MMへと
進展する過程において見出される染色体異
常が近年明らかにされつつある。次世代シー
ケンス（Next Generation Sequence、以下 NGS）
技術の発展により、全ゲノムまたはエクソン
領域の塩基配列が解読された結果、KRAS や
NRAS などが高頻度に変異していることが示
された 3）（図２、矢印）。しかし、悪性化との
関連はいまだ不明な点が多い。 

図 2 MM患者に見出された遺伝子変異リスト 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MM 治療の現状に目を向けると、新規薬剤の
導入によって治療成績の飛躍的な向上がみ
られており、今後も抗体医薬をはじめ様々な
新薬が上市されることが見込まれるが、再
発・難治性の MM 患者に対する根治療法は存
在しないのが現状である。分子病態に基づく
新たな治療ストラテジーが切望されている。 
臨床病態を考慮すると、MMの悪性化にはゲ

ノム異常を伴う薬剤耐性化と、髄外への進展
による形質細胞性白血病（ plasma cell 
leukemia）の発症が密接に関与する可能性が
高い。その悪性化には、MM 発症初期の増殖・
生存シグナル伝達経路とは異なる、代替経路
の利用ないしは新規経路の獲得を介した分
子機構の存在が示唆される。 
 
２．研究の目的 
 そこで今回、研究代表者は MM の分子病態
を包括的に理解するため、遺伝子機能解析に
決定的な結論を導くことのできる実験系を
採用した。すなわち、レンチウイルス
CRISPR/Cas9 システムによる遺伝子破壊ス
クリーニング法を利用し 4）（図３）、MM の悪
性化に関与する遺伝子を解明することを目
的とした。将来的には、本研究成果を基盤と
した MM の新たな診断、治療法への応用を目
指す方針とした。 

図 3 レンチウイルス CRISPR-Cas9システム 
 
 
 
 
 
 

 
以下に研究期間内に目標とした成果を記す。 
(i) MM 細胞の IL-6「依存性」から「非依存
性」への悪性転換に関わる遺伝子の探索 

（ii）IL-6 による遺伝子発現様式の解明と
MM 細胞の増殖に関連する IL-6 誘導性分子の
同定 

（iii）薬剤耐性に関わるゲノム異常領域と
責任分子の同定 

３．研究の方法 
（i）MM 細胞の IL-6「依存性」から「非依存
性」への悪性転換に関わる遺伝子の探索 
研究代表者らは、これまでにアデノ随伴ウ
イルス（AAV）ベクターによるゲノム編集シ
ステムを利用して、単一遺伝子破壊に関する
新たな方法を確立した 5）、6)。このゲノム編集
技術を利用して、BRCA1 や KRAS変異が正常体
細胞に及ぼす影響を報告した 7), 8)この手法は、
精度は高いが網羅的解析に向いているとは
言い難い。そのため、本研究では、図４に示
される CRISPR/Cas9システムによるゲノムワ
イドな遺伝子破壊スクリーニング法を採用
し、IL-6依存性の MM細胞株から IL-6 非依存
性の細胞株を作成することを試みた。 



図 4 CRISPR ライブラリーシステムによるス
クリーニングの概要 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（ii）IL-6 による遺伝子発現様式の解明と
MM 細胞の増殖に関連する IL-6 誘導性分子の
同定 

IL-6 が MM 細胞の遺伝子発現様式に与える影
響を解析し、MM 細胞の IL-6 シグナル伝達経
路を介した増殖機構に関連する分子を見出
すため、cDNA マイクロアレイ法と GSEA 解析
法を用いて網羅的遺伝子発現解析を行った。
また、同定された遺伝子の機能解析を行うた
めに、CRISPR-Cas9 システムを利用した遺伝
子破壊を試みた。 

（iii）薬剤耐性に関わるゲノム異常領域と
責任分子の同定 
免疫調節剤レナリドミドの長期曝露によ

る薬剤耐性株の樹立を行った。感受性と耐性
株のゲノム一次構造と転写産物量を比較す
るために、高密度ゲノム解析法である 400K 
array-based comparative genomic 
hybridization 法（以下 aCGH 法）と cDNA マ
イクロアレイ法を利用し解析を行った。 
 
４．研究成果 
（i）MM 細胞の IL-6「依存性」から「非依存
性」への悪性転換に関わる遺伝子の探索 
 IL-6 依存性 MM 細胞株 ANBL-6 を入手し、
CRISPR ライブラリーシステムによるスクリ
ーニングを行った。293T 細胞を用いて、ウイ
ルスを含む培養上清を作成し、これをポリエ
チレングリコールで濃縮したのちに 8μg/mL
のポリブレン存在下で ANBL-6 細胞に感染さ
せた。ピューロマイシンによる薬剤選択後に
IL-6を 0.1μg/mLから段階的に除去して増殖
の確認できた細胞を得た（ANBL-6i）。樹立し
た ANBL-6i と親株の IL-6 非存在下における
細胞生存率を MTTアッセイ法により比較した
結果、親株が増殖を示さなかった一方で
ANBL-6iは約 10％の増殖を示した。以上の結
果から、研究代表者は IL-6 依存性細胞株か
ら非依存性増殖を示す亜株を樹立すること
に成功した。代表者が知る限り、同一細胞株
から IL-6 非依存性の亜株を樹立したのはこ
れが世界で初めての事例である。樹立した細
胞株において破壊された遺伝子やシグナル
伝達経路の変化を調べるために、DNA シーケ
ンシング、cDNAマイクロアレイ法、ウエスタ
ンブロッティング法を利用して解析を行っ
ている。 

（ii）IL-6 による遺伝子発現様式の解明と
MM 細胞の増殖に関連する分子の同定 
 IL-6 依存性細胞株 ANBL-6 および FLAM-76
を用いて、IL-6によって発現が誘導される遺
伝子の同定を試みた。GSEA解析の結果、興味
深いことに抗 MM 治療薬であるプロテアソー
ム阻害剤ボルテゾミブの標的であるプロテ
アソーム関連の遺伝子セットや、NGS 解析で
最近変異が見出されているスプライソソー
ム関連遺伝子セットが、細胞周期の遺伝子セ
ットとともに有意な遺伝子発現増加を認め
た。研究代表者は、上位 20 位までの遺伝子
の中で、これまで IL-6 に誘導されるとの報
告がないキナーゼ Xに着目した。定量 PCRや
タンパク質量の解析の結果、MM 細胞株や MM
患者検体においてキナーゼ Xの発現量の増加
を確認した（図５）。そこで、MM 細胞株に対
して CRISPR/Cas9 システムによるキナーゼ X
遺伝子の破壊を試み、これに成功した。キナ
ーゼ X が高発現している KMS-11 細胞では、
in vitro および in vivo 解析の結果、キナー
ゼ Xの遺伝子破壊は細胞増殖の顕著な抑制を
示した。以上からキナーゼ X は新規 IL-6 誘
導性因子として、骨髄腫細胞の増殖と密接に
かかわる可能性が高い。 

図５ IL-6によるキナーゼ X の発現増加  

 

 

 

 

 

 

（iii）薬剤耐性に関わるゲノム異常領域と
責任分子の同定 
MM 細胞株 U266を用いて、MM 治療薬サリド

マイド誘導体レナリドミド（以下 LEN）の薬
剤耐性株の作成に着手した。U266細胞に、長
期の LEN 曝露を行い、徐々に濃度を増加させ
10μM の LEN 存在下で増殖可能な薬剤耐性株
を樹立した。ゲノム一次構造と転写産物量を
比較するために、高密度ゲノム解析法である
aCGH 法と cDNA マイクロアレイ法を利用し解
析を行った結果、耐性株において三箇所の染
色体領域において微細な欠損を認めた。また
cDNAマイクロアレイの解析から、欠損領域に
存在する遺伝子の中で発現量の低下した候
補分子を見出した。次に、候補遺伝子の破壊
が LENの感受性に与える影響を調べるために、
CRISPR/Cas9 システムによる遺伝子破壊を行
っている。さらに、MM 細胞株ならびに MM 患
者における候補遺伝子の発現や遺伝子変異
の解析を行い、MMの LEN耐性に関与する分子
機構の解明を進めている。 
 以上（i）～（iii）の結果より、本研究に
おいて MMの増殖に密接に関与する IL-6誘導
性キナーゼ Xの同定に成功した。 
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