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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫は、骨吸収の亢進と骨形成の抑制が相まって広範な骨破壊性病変を呈す
る。我々はTAK1が骨髄腫細胞において活性化していることを見出し、TAK1の阻害が腫瘍細胞の細胞死を誘導する
ことを見出した。TAK1のリン酸化は骨髄腫細胞との共培養により骨髄間質細胞にも誘導され、VCAM1を介した腫
瘍細胞との接着やIL-6、RANKLの発現を誘導した。TAK１阻害は破骨細胞形成を抑制する一方、抑制された骨芽細
胞分化を回復した。骨髄腫モデルマウスにおいて、TAK１阻害は腫瘍の伸展に加え、骨病変形成も抑制した。、
TAK1阻害は腫瘍細胞のみならず骨髄微小環境を標的とする治療薬の候補となりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma (MM) has a unique propensity to develop and expand almost 
exclusively in the bone marrow and generates destructive bone disease. We demonstrate that TGF-β
-activated kinase-1 (TAK1) is constitutively overexpressed and phosphorylated in MM cells, and that 
TAK1 inhibition induce apoptosis in MM cells. TAK1 phosphorylation was also induced along with 
upregulation of VCAM-1 in bone marrow stromal cells (BMSCs) in cocultures with MM cells, which 
facilitated MM cell-BMSC adhesion while inducing IL-6 production and receptor RANKL expression by 
BMSCs. Furthermore, TAK1 inhibition suppressed osteoclastogenesis, and restored osteoblastic 
differentiation suppressed by MM. Treatment with the TAK1 inhibitor suppressed MM growth and 
prevented bone destruction and loss in mouse MM models. Therefore, TAK1 inhibition may be a 
therapeutic option targeting not only MM cells but also the skewed bone marrow microenvironment in 
MM.

研究分野：骨代謝
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、現在も尚重大な臨床課題として残されている腫瘍細胞と骨髄微小環境との細胞間相互作用がもたらす
薬剤耐性を克服し、骨破壊性悪性腫瘍における骨形成の回復・骨再生という患者QOLの改善に向けた新規治療法
の開発に繋がる点に特色と意義がある。TAK1は骨髄腫だけでなく他の種々の悪性腫瘍においても標的分子となり
うることが考えられ、TAK1を標的とした治療法の開発は癌全般の新規治療法の開発にも波及することが期待でき
る。TAK1の抑制は直接的に破骨細胞分化を抑制し、骨芽細胞分化を惹起させるため腫瘍性骨喪失のみならず炎症
性骨喪失、薬剤性骨喪失に対する新規骨形成療法の開発への新たな道を拓くことが予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究の学術的背景・着想に至った経緯 
口腔癌や多発性骨髄腫など悪性腫瘍による骨転移・浸潤は骨破壊を来たし患者の審美性や機
能性に多大な障害を生じ、QOLだけでなく予後を悪化させる。 
我々は、骨髄内で進行しとりわけ広範な骨破壊病変を来たす多発性骨髄腫を対象に、これまで
に骨髄腫骨髄微小環境と骨髄腫細胞との相互作用がもたらす薬剤耐性と骨破壊の機序を解明す
るために多面的な解析を行い、骨髄腫細胞が破骨細胞形成を促進し、このようにして誘導された
破骨細胞が骨破壊と腫瘍増殖をもたらし、さらに骨髄腫細胞が骨芽細胞分化を強力に抑制し骨
喪失を来すことを報告した。その研究過程で、我々は骨髄腫骨微小環境の構成細胞である破骨細
胞と骨髄間質細胞のいずれの共存によっても骨髄腫細胞で大きく発現が亢進する因子として、
腫瘍の発生や細胞の代謝などに関連のある PIM2キナーゼを同定し、PIM阻害薬が骨髄腫細胞に
著明な細胞死を誘導することを報告した。さらに興味深いことに、骨髄腫細胞との共存により骨
髄間質細胞側にも PIM2が発現誘導され、PIM2の発現亢進が骨芽細胞分化を阻害し骨形成を抑
制するだけでなく、未分化な骨髄間質細胞を蓄積させ腫瘍進展を促進させていることを見出し、
PIM2阻害薬は、骨髄腫細胞と共に骨髄腫骨微小環境を標的にした、これまでに開発されること
のなかった骨形成誘導作用を併せ持つ画期的な抗腫瘍薬の候補になることを示した。さらにこ
の研究を発展すべく、PIM2の発現誘導に関わる上流因子を探索したところセリンスレオニンキ
ナーゼである TGF-β-activated kinase 1 (TAK1)を見出した。TAK1 を阻害すると骨髄腫細胞の
PIM2 発現の誘導はほぼ消失することより、PIM2 の発現や PIM2 を介する各種作用は TAK1 に
より制御されていると考えられた。しかしながら、TAK1の骨髄腫の腫瘍増殖や骨形成の抑制に
及ぼす影響に関しては国内外で我々以外では全く検討がないことから、TAK1を標的とし骨再生
と抗腫瘍作用を発揮する治療法を開発しようという本研究課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
TAK1の骨髄腫の腫瘍の進展・治療抵抗性と骨破壊・喪失における役割を分子生物学的に明らか
にするとともに、トランスレーショナルリサーチとして TAK1を標的とすることにより、新規の
機序で腫瘍抑制を図りつつ、骨吸収抑制のみならず骨喪失部に直接作用で骨再生を誘導できる
これまでに開発されることのなかった画期的な治療法を開発し、動物モデルで実証する。さらに、
TAK1の阻害により誘導した骨再生環境が腫瘍抑制に働くという仮説のもと、骨形成環境が生み
出す腫瘍排他的ニッチを実証する。 
 
３．研究の方法 
（１）TAK1の骨芽細胞分化における分子生物学的役割の解明 
骨髄腫細胞の共存および骨髄腫における骨芽細胞分化抑制因子として報告されている因子
(DKK-1, sFRP-2, sclerostin、TNF-α、activinA、TGF-β、IL-7など)の添加による、単離骨髄間質
細胞や前骨芽細胞株 MC3T3-E1における TAK1の発現の変化を RT-PCR法およびウエスタンブ
ロッティング法を用いて解析した。骨芽細胞分化培養系を用い、TAK1 遺伝子のノックダウン、
TAK1阻害薬の添加が、Runx2、Osterix、DLX5や ATF4など骨芽細胞分化に必須の転写因子の
発現・活性化に及ぼす影響をウエスタンブロッティング法にて解析した。TAK1 阻害薬の BMP
経路に及ぼす影響をウエスタンブロッティング法にて解析した。 
（２）TAK1の破骨細胞分化における分子生物学的役割の解明 
単離マウス骨髄細胞や破骨細胞への分化誘導能を有する細胞株 RAW264.7 細胞を用い、破骨細
胞分化における TAK1の発現と、TAK1阻害薬の破骨細胞分化やその主要なシグナル経路に及ぼ
す影響を c-fos、RANK、MMP9、カテプシン K などの遺伝子発現、酒石酸抵抗性酸フォスファ
ターゼ染色を指標に評価した。 
（３）骨髄腫の腫瘍進展・薬剤耐性における TAK1の分子生物学的役割の解明と TAK1の阻害の
抗腫瘍効果の検討 
各種骨髄腫細胞株に TAK1阻害薬添加あるいは TAK1特異的 siRNAを導入し、アポトーシス誘
導活性を AnnexinV-propidium iodineの二重染色ならびにカスパーゼカスケードの活性化で評価
した。また、骨髄間質細胞の共培養を行い、腫瘍細胞を回収・生細胞数を評価し、TAK1阻害薬
の間接的な骨髄腫細胞に対する生存抑制活性を検討した。 
（４）TAK1阻害薬の骨髄腫動物モデルでの抗腫瘍作用と骨病変進展防止・骨再生作用の検討 
骨髄腫モデルは、マウスの脛骨内にマウス骨髄腫株 5TGM1を移植したモデルを用い、腫瘍の生
着を確認後、TAK1阻害薬を 20 mg/kg週 3回腹腔内投与した。経時的に IVISを用いて腫瘍範囲
の大きさの変化、腫瘍マーカー（血中 M蛋白）を測定した。最後に μCT、病理組織、骨形態計
測を行い、TAK1阻害薬の抗腫瘍活性と骨再生活性を検証した。 
 
４．研究成果 
TAK1の発現およびリン酸化を検討したところ、正常末梢血球には TAK1はほとんど発現・リン
酸化しておらず、多くの骨髄腫細胞株やCD138陽性骨髄腫患者細胞に構成的に高発現しており、
そのリン酸化も亢進していた。さらに骨髄腫細胞における TAK1の役割を検討するために、骨髄
腫細胞に TAK1阻害薬を処理すると、用量依存的に骨髄腫細胞株に細胞死を誘導した。LLZ1640-
2は骨髄腫細胞において TNF-αによる NF-κB、p38MAPK、ERKの活性化や IL-6による STAT3



の活性化などを抑制したことから、TAK1は骨髄腫細胞の増殖や生存に重要なシグナルの枢軸的
な媒介因子として作用していることが考えられた。また、骨髄腫細胞は VLA4を介して骨髄間質
細胞の VCAM-1 と接着しているが、この接着は骨髄腫細胞の生存・増殖を促進させ治療抵抗性
の獲得に重要な役割を演じている。そこで、骨髄間質細胞の VCAM-1 発現における TAK1 の役
割を検討したところ、TAK1 阻害により骨髄腫細胞および TNF-α により誘導される骨髄間質細
胞の VCAM-1の発現誘導が抑制され、骨髄腫細胞と骨髄間質細胞との接着も抑制された。また、
骨髄間質細胞から産生される IL-6は骨髄腫細胞の生存・増殖に重要な役割を担っているが、TAK1
の阻害により骨髄間質細胞からの IL-6の産生も顕著に抑制された。骨髄間質細胞からの VCAM-
1の発現や IL-6の産生誘導はそれぞれ NF-κBおよび p38 MAPK依存性であり、TAK1阻害は骨
髄間質細胞におけるそれらの経路を顕著に抑制し、骨髄間質細胞を介した腫瘍増殖を顕著に抑
制した。 
骨髄腫での破骨細胞形成における TAK1の役割について検討を行ったところ、TAK1は、無刺激
の破骨前駆細胞においては発現が低いが、骨髄腫細胞培養上清や骨髄腫骨病変にて過剰産生さ
れている RANKL や TNF-α により発現誘導され、そのリン酸化も亢進していることが明らかと
なった。また、TAK1阻害は骨髄腫培養上清や RANKLにより誘導される破骨細胞形成を抑制し、
破骨細胞形成に重要な NF-κB経路や MAPキナーゼ経路も顕著に抑制した。また、骨髄腫細胞と
の共培養における骨髄間質細胞からの RANKL産生も TAK1阻害により抑制され、TAK1阻害は
直接的に破骨細胞分化を抑制するだけでなく、骨髄間質細胞の RANKL発現を介した破骨細胞形
成も抑制することが明らかとなった。 
また、骨髄腫では骨髄腫細胞との相互作用により骨髄間質細胞からの骨芽細胞分化が抑制され
ているが、骨髄腫細胞培養上清や骨髄腫において骨芽細胞分化抑制因子として過剰産生されて
いることが報告されている IL-3、IL-7、TNF-α、TGF-βや activin Aは、いずれも骨髄間質細胞に
TAK1 のリン酸化を誘導した。さらに、TAK1 阻害は骨髄腫培養上清やこれらの抑制因子による
骨芽細胞分化の抑制を解除し、石灰化結節の形成を惹起させた。TAK1阻害による骨髄腫骨形成
抑制解除メカニズムをさらに検討するため、骨形成抑制因子である TNF-αおよび TGF-β、骨形
成促進因子である BMPのシグナル経路における TAK1の役割について検討をしたところ、前骨
芽細胞株である MC3T3-E1細胞において TNF-αによる NF-κBおよび MAPKの活性化や、TGF-
βによる Smad2/3のリン酸化は TAK1阻害により抑制された。一方、BMP-2による Smad1/5の
リン酸化は TAK1阻害により増強した。また、Smad1/5のリン酸化抑制因子である Smad6の発
現が TAK-1阻害剤前処理により低下したことから、TAK1阻害により骨形成促進性の BMP-2シ
グナルが増強し、骨形成抑制性の TGF-βおよび TNF-αシグナルが減弱することが示された。 
TAK1 阻害による骨髄腫の病変形成に対する治療効果を脛骨内骨髄腫移植によるマウス骨髄腫
モデルを用いて検討を行った。その結果、腫瘍進展が顕著に抑制され、それに伴い血中 M タン
パク濃度の増加も抑制された。さらに、骨病変の解析を行ったところ骨髄腫により誘導される骨
病変形成は LLZの投与により回復し、骨髄腫により低下した各種骨パラメータも回復した。 
 
以上の結果は、欧文誌に投稿し、令和２年４月に受理された。 
Teramachi J, et al., Haematologica. In press 
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