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研究成果の概要（和文）：難治性腫瘍である多発性骨髄腫（以下MM）は、治療成績の向上がみられるものの根治
できる治療法は無く、分子病態に基づく新たな治療戦略の構築が望まれている。代表者は、Interleukin-6に誘
導される遺伝子の網羅的解析からPBKを見出し、その発現レベルがMM患者の予後不良因子であること、PBKの喪失
がMM細胞の造腫瘍性を弱めること、PBKの発現がＭＭ細胞のアポトーシス抵抗性に密接にかかわること、PBK阻害
剤がMMの増殖を強力に阻害することを明らかにした。また、分担研究者とともにPBKノックアウトマウスの樹立
に成功した。以上より、PBKはMMの新規治療標的分子になる可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma (MM) is a complex plasma cell neoplasm, accounting for 
approximately 10% of all hematological malignancies. Novel molecular-targeted therapy based on their
 genomic abnormalities in the patients with MM is really wanted to improve their clinical outcome. 
In this study, we identified that interleukin-6 readily increases PBK expression. Kaplan-Meier 
analysis showed that the MM patients with higher expression of PBK have a significant shorter 
survival time compared with those with moderate/lower expression of PBK. Knockout of PBK 
dramatically suppressed in vivo tumor growth in MM cells. Mechanistically, loss of PBK increased the
 number of apoptotic cells with concomitant decrease in the phosphorylation level of Stat3. A novel 
PBK inhibitor OTS514 significantly decreased KMS-11-derived tumor growth. These findings highlight 
the novel oncogenic role of PBK in tumor growth of myeloma, and it might be a novel therapeutic 
target for the treatment of patients with MM.

研究分野： がんの分子生物学

キーワード： 多発性骨髄腫　分子標的薬　キナーゼ　造腫瘍性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、多発性骨髄腫（以下MM）の発症から悪性化に至る過程に関わる分子機構の解明を目指して行われた。
MMは、血液細胞の１種である形質細胞の異常が原因となって起こる。MM細胞はインターロイキン6（IL-6）によ
って生存・増殖がサポートされる。代表者はこの点に着目して、IL-6の刺激がMM細胞に与える影響を解析した結
果、リン酸化酵素PBKの発見に至った。また、PBKの遺伝子量が多いMM患者の生存率は有意に低下すること、PBK
遺伝子の欠失はMM腫瘍増殖能の低下をきたすことを発見した。本研究結果は、PBKを標的とした難治性MMに対す
る新たな分子病態を明らかとしたもので、創薬につながる可能性が高い。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）疾患の背景 
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。MMは，B細胞から終末分化した形質細胞（PC）が悪性形質転換した難治性血液腫瘍で
ある。MM は，軽度の単クローン性 PC 増多症である monoclonal gammopathy of undetermined 
significance (MGUS)，smoldering MM（くすぶり型 MM；SMM）を経て，段階的に悪性化するもの
と考えられている（図１，文献 1－2）。 
 
図 1. 想定される骨髄腫発症と進展の機序 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
asymptomatic MM（無症候性 MM）である MGUS や SMM の段階において，骨髄内に存在する MM 細胞
には hyperdiploid（高二倍体）や免疫グロブリン遺伝子－がん遺伝子間の相互染色体転座など
のジェネティックな異常が一定の頻度に見られ，これらは MM 発症につながる初期の重要なイベ
ントである（図２、文献 3－4）。 
 
図 2. MM 患者に関連する染色体転座の図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）骨髄腫とゲノム異常 



近年の次世代ゲノムシーケンス（Next generation sequence: NGS）技術の発展により，MMに見
られる平均的な遺伝子異常の数は１Megabase（Mb）当たりおよそ 1.6 個と推定された（文献 5）
MGUS や SMM を引き起こす初期のイベントに，複数のドライバー変異がパッセンジャー変異を伴
いながら蓄積し，MM へと進展していくものと思われる。また，遺伝子解析技術の目覚ましい進
展は，腫瘍内 MM細胞に見られるゲノム構造の不均一性をも明らかにした。しかしながら，再発・
難治性 MM（DRMM）の病態に関わる分子機構には不明な点が多く，DRMM の根治は難しい。したが
って，ゲノム，トランスクリプトーム，エピゲノムなどの統合的な情報と臨床病態・予後との関
連性の解析や，それに基づく細胞生物学的な基礎的研究によって MM の悪性化に関わる分子病態
を明らかにし，新たな治療戦略を構築する必要性が高まっている。 
 
（３）MM の治療 
MM の治療戦略に目を向けると，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や抗体医薬の適用によって治療選択の幅は大きく広がった。しかし，
完全寛解に至る例は依然として少なく，薬剤耐性を有する DRMM へと進展する。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（文献 6）。 
 
（４）研究開始前までの経過 
代表者は、科研費若手（B）15K19561 において、インターロイキン-6（以下 IL-6）依存性 MM 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。
代表者は、発現誘導比率が上位 20位までの遺伝子の中から、MM患者の新しい予後不良因子とし
て PDZ binding kinase を発見した。 
 
２．研究の目的 

 そこで代表者は、MM 細胞の生存・増殖経路への PBK の関与を明らかにするために、ゲノム編集
技術を用いて生化学的、分子生物学的な解析をおこなった。また、PBK に対する阻害剤を用いて、
PBK が MM の新たな治療標的になりうるのかを検討した。 
 
３．研究の方法 

（１）細胞培養 
ヒト骨髄腫細胞株（KMS-11、RPMI8226、KMM1 と FLAM-76）は国立研究開発法人 医薬基盤・健康・
栄養研究所 JCRB 細胞バンクより入手した。また、 IL-6 依存性細胞株である ANBL-6 は、Dr. 
Diane F. Jelinek 氏 (Mayo Clinic)より供与された。ANBL-6 は 20％血清、抗生物質（ペニシリ
ン・ストレプトマイシン、和光純薬）、および IL-6（5 ng/mL、R&D systems）を含む RPMI 1640
培地を用いて維持・継代した。その他の細胞株の維持・継代には、10％血清と抗生物質を含む
RPMI 1640 培地を用いた。 

（２）cDNA マイクロアレイ解析 
 IL-6 依存性の MM細胞株（ANBL-6 および FLAM-76）を用いて、IL-6 を欠乏した培地で 48 時間
培養し、その後 IL-6 を添加して０、6，12，24 時間培養した。 経時的に細胞から NucleoSpin 
RNA（TaKaRa Bio）を用いてトータル RNA を精製した。各群のトータル RNA を 200 ng ずつ用い
て、Agilent Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies Inc.)の手順どおり
に蛍光ラベル化 cRNA を作成した。このラベル化した cRNA を Whole Human Genome DNA マイクロ
アレイ 4x44K v2（Agilent Technologies）にハイブリダイゼーションした。洗浄後、専用のス
キャナーで蛍光とその強度を読み取った。 

（３）ゲノム編集 
 組み換え DNA 実験については、当大学の組換えＤＮＡ実験安全委員会において 2016 年度に承
認を得た（承認番号：１６-２-２）。Addgene 社をとおして、Dr. Feng Zhang より、pSpCas9(BB)-
2A-GFP (PX458) および lentiCRISPR v2 ベクターを入手した。CRISPR/Cas9 システムは、過去
の論文のとおりに標的配列をデザインし、ベクターを構築した（文献7－8）。 PBKに対するsingle 
guide RNA (以下 sgRNA)の候補配列は、Optimized CRISPR Design (http://crispr.mit.edu/)に
標的配列を入力し、オフターゲット作用の低い配列を選抜した。PBK の Exon-3 および Exon-5 に
対して、それぞれ 5´- GAGGCCGGGATATTTATAGT（Exon 3） 5’- CGCTATCTGAGCAGCGCTCA (Exon-
5)の sgRNA を選抜し、各プラスミドに挿入した。KMS-11 細胞に対しては、レンチウイルスを用
いて、OCI-My5 に対しては Nucleofection 法（Lonza Japan）を用いて遺伝子導入をおこなった. 
その後、シングルセルクローニング法を用いて遺伝子破壊または遺伝子改変細胞を樹立した。 

（４）ウエスタンブロット（WB）解析 
 WB 解析は従来から行ってきた方法に基づいて行った（文献 10）。細胞または腫瘍組織に対して



可溶化緩衝液（RIPA buffer, 和光純薬）を加え細胞溶解液を得た。遠心後に上清を回収しポリ
アクリルアミド電気泳動法と WB 解析をおこなった。 

（５）細胞増殖アッセイ 
 骨髄腫細胞を 1 × 104 cells/well となるように９６穴プレートに巻き込み、細胞培養をおこ
なった。 ７２時間後に、Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)試薬（SIGMA）を加え、翌
日まで３７℃でインキュベーションした.。SpectraMAX M5 分光光度計 (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA)を用いて 545 nm の吸光度を測定した。 

（６）コロニー形成能試験 
 KMS-11 細胞を 200 個/well となるように 6-well plate に巻き込み 14日間培養した。 培養後
に、グルタルアルデヒドで細胞を固定しクリスタルバイオレット（SIGMA）を用いて染色をおこ
なった。写真を撮影してコロニー数をカウントした。 

（７）アポトーシスの解析 
 骨髄腫細胞を 1 × 105 cells/well となるように６穴プレートに巻き込み、細胞培養をおこな
った。48時間後に、細胞を回収して Annexin V-FITC（MBL, Nagoya, Japan）と propidium iodide 
(PI, 10 µg/mL) を添加して室温で 10 分静置した。その後、FACSCantoII (BD, Franklin Lakes, 
NJ, USA)を用いて。解析をおこなった。 

（８）Xenograft 実験 
 雌の 6～8週齢の SCID マウス（C.B-17/lcr-scid/scidJcl mice, 日本クレア） を用いて、ヒ
ト MM 細胞株を皮下移植する異種移植(Xenograft)実験を行った。本実験は当大学動物実験委員
会への承認を得ている（2017-62）。KMS-11 または OPM-2 細胞 (2 × 107 個/マウス) をマウス
背部の皮下へ移植した。腫瘍径と体積は、定法に従って長径×（短径）2 の計算式を用いて求め
た。マウスへの苦痛軽減のために、腫瘍体積がマウス体重の１０%を超えた時点で、推奨される
手法を用いて安楽死の処置を行った。 

（９）統計解析 
 実験結果は、平均値±SE（標準語差）で表した。統計学的有意差の検定には、Student の t-
test を用いた。統計解析は、SPSS 23.0 program (SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA)と EZR
（Saitama Medical Center, Jichi Medical University, Saitama, Japan）を用いた（文献 11）。 
 
４．研究成果 
 
（１）PBK 発現と造腫瘍性について 
 cDNA マイクロアレイを用いた解析では，IL-6 刺激により，IL-6 依存性 MM 細胞株 ANBL-6 と
FLAM-76 において，PBK の遺伝子発現レベルが有意に増加した。ウエスタンブロット解析におい
ても，IL-6 非依存性 MM細胞株において PBK タンパク質を検出した（GSE115558 にてデータ公開
中）。次に，公共データベースから，MM患者の遺伝子発現データ（GSE19784, N = 290）を入手
して，MM 細胞株 KMS-11 と RPMI8226 を用いて，IL-6 signal transducer (CD130/IL6ST)の発現
が，PBK と関連するかどうかを検討した結果，PBK と CD130/IL6ST の発現の間には，大きな相関
は認められなかったが，複数のプローブで軽微な負の相関（P = 0.03, 0.049）が認められた。
次に，MM 細胞株 KMS-11 から PBK 破壊細胞（PBK-/-）を，OCI-My5 を用いて PBK の遺伝子多型
rs3779620 バリアントをノックインした PBKN107，PBKN107S 各クローンと PBK-/-クローンを樹
立した。樹立した細胞を免疫不全マウスに移植して造腫瘍性を解析した結果，KMS-11，OCI-Ly5
細胞共に野生型 PBK を発現するクローンに比べ PBK-/-クローンでは，腫瘍の増生が著しく低下し
た。PBKN107，PBKN107Sでは，PBKN107クローンの方が腫瘍体積が大きい傾向にあったが，有意差はな
かった（図 3）。 
 
図 3 Xenograft 試験（A.KMS-11 B.OCI-My5）  
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（２）PBK 発現と細胞死について 
 次に，各クローンにおける細胞死の割合を比較したところ，KMS-11 と RPMI8226 より樹立した
PBK-/-クローンにおいて，AnnexinV/PI 陽性細胞数の割合が有意に増加した。さらに，RPMI8226 と
OCI-My5 由来の PBK-/-クローンにおいて，Caspase-3/7 活性の有意な増加を認めた。 
 
（３）PBK 阻害剤の抗腫瘍効果について 
 KMS-11 を免疫不全マウスに異種移植し，PBK 阻害剤 OTS514 の抗腫瘍効果を検証した。その結
果，OTS514 の腹腔内投与によって，腫瘍体積が有意に減少した。また，治療によって軽微な体
重減少が認められたものの，対照群に比べて有意な差はなかった。以上の結果から、OTS514 は
MM の新規治療薬として有望である可能性が示唆された。 
 
図 4. OTS514 投与による抗腫瘍効果の解析（Xenograft 試験） 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
（３）PBK-KO マウスの樹立について 
 CRISPR/Cas9 法によって，受精卵に PBK 破壊の処置を施した。移植後に得られた産仔から，遺
伝子型の解析を行った結果，PBK-KO マウスを 2系統得た。PBK の発現は，正常個体では精巣に限
局される（NCBI GENE 参照）。そこで，精巣組織からタンパク質を得て，ウエスタンブロット法
を行うと，PBK に相当するシグナルが PBK-KO マウス由来の精巣では消失していた。DNA 塩基配列
の解析から，Pbk-KO マウスの Pbk 遺伝子座のゲノム欠失を確認した。驚くべきことに、樹立し
たノックアウトマウスには、目立った表現型がなく、精巣における Pbk の欠失は産仔数など繁殖
に影響を与えなかった。 
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