
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ４月 ２３日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
近年、血液腫瘍に対する化学療法や分子標的療法は目覚ましい進歩をとげたが、骨髄腫や難治
性白血病などでは、腫瘍細胞を骨髄から完全に排除することが出来ず、治癒を得ることは困難
である。その理由として、骨髄間質と腫瘍細胞の相互作用で惹起される薬剤耐性の関与が想定
されているが、その分子機構は明らかとなっていない。本研究ではWntが細胞接着や増殖を制
御することに着目し、血液腫瘍におけるWntの発現と抗癌剤耐性への関与を解析した。各種細
胞株での Wnt の発現を検討した結果、骨髄腫細胞株において Wnt3 の発現が検出され、その
発現量は骨髄腫細胞の stroma 細胞への接着性と相関していた。高接着性の骨髄腫細胞株の共
培養で Doxorubicn に対する薬剤耐性は、stroma 細胞非存在下に比し有意に上昇したが、抗
integrinβ1、Wnt inhibitorあるいはWnt3 siRNAを用いることによって解除された。これら
の結果より、骨髄腫において、Wnt3 経路は integrinβ1 依存性薬剤耐性を惹起するために重
要な役割をしており、新規治療の分子標的になる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
近年、血液腫瘍に対する化学療法や分子標的
療法は目覚ましい進歩をとげ、悪性リンパ腫
や白血病の一部に長期生存が得られる症例
が見られるようになった。しかしながら骨髄
腫においては腫瘍細胞を根絶することが困
難で、骨髄移植や近年進歩したサリドマイド

や bortezomib といった分子標的療法を併用
しても、治療抵抗性の骨髄腫患者において延
命効果は得られても、根治することは望めな
い。 
最近、この治療抵抗性に腫瘍細胞と骨髄間質
細胞の様々な相互作用が関与することが明
らかとされている。しかしながら、ヒト骨髄
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間質細胞の培養は極めて困難であり、約 20
継代程度で細胞分裂が停止してしまうこと
が、骨髄腫細胞とヒト間質細胞の相互作用を
迅速に解析していく上での妨げとなってい
る。最近、申請者らはヒト骨髄間質細胞の株
化に成功し、それらにおける遺伝子の発現を
解析した。その結果、細胞の増殖や生存にか
かわる Wnt をはじめとした様々な因子が骨
髄間質細胞に発現していること、およびそれ
らの因子が造血前駆・幹細胞に働いて、その
細胞の生存および増殖を支持することを見
出した。さらに申請者らは、樹立したヒト骨
髄間質細胞が腫瘍細胞に対する遊走性をも
ち、腫瘍に対して遊走・浸潤した後に腫瘍間
質細胞として働く可能性を見出した。これら
のことから申請者らは骨髄間質細胞が正常
造血細胞を支持するのみならず、腫瘍間質と
して働き造血腫瘍細胞の生存・増殖かかわる
可能性を想定した。実際、急性骨髄白血病に
関して解析した結果、薬剤抵抗性が integrin
α4/integrinβ1(VLA-4)の発現量で規定され、
急性骨髄白血病細胞が骨髄間質細胞から分
泌されるフィブロネクチンへ接着すること
により、抗がん剤に対する生存シグナルが惹
起されることを見出した。さらに申請者らは
これらの仕事を背景にして、根治不能な骨髄
腫細胞において骨髄間質細胞と integrin β1
の発現の関係を解析した。その結果、高接着
性骨髄腫細胞株 KMS-5, ARH-77 および
RPMI8226 と低接着性骨髄腫細胞株 MM1S
においては、骨髄間質細胞に対する接着性に
差異を認め、その接着性の強度に応じて
doxorubicin に対する間質細胞依存性薬剤耐
性（以下、Cell adhesion mediated drug 
resistance, CAM-DR）が惹起されることを
見出した。しかし、その接着性を制御してい
る機構は不明であった。 
 一方最近、Ｂリンパ球が形質細胞まで分化
する過程に Wnt シグナルが関与することが
見出され、形質細胞において Wnt のレセプ
ターである frizzledが発現していることが明
らかにされた。さらに、Wntが形質細胞や骨
髄腫細胞の遊走や間質細胞への浸潤能を亢
進させることが基礎研究で明らかにされた。   
これらのことから申請者らは Wnt シグナ

ルが骨髄腫細胞と骨髄間質細胞との相互作
用に重要な役割をもち、integrinの活性化を
介し接着性（CAM-DR）を制御する可能性を
想定した。 
 本研究では骨髄腫細胞における CAM-DR
に対する Wnt シグナルの関与を解析すると
ともに、CAM-DR を遮断する新規の分子標
的療法を開発する目的とする。 
２．研究の目的 
骨髄腫においては腫瘍細胞を根絶すること
が困難で、骨髄移植や近年進歩した分子標的
療法を併用しても、治療抵抗性の骨髄腫患者

において延命効果は得られても根治するこ
とは望めない。本研究では骨髄腫細胞におけ
るCAM-DRに対するWntシグナルの関与を
解析するとともに、CAM-DR を遮断する新
規の分子標的療法を開発する目的とする。 
３．研究の方法 
1) Wnt3-RhoA-Rho kinase シグナルを遮断す
ることによる in vitro での薬剤耐性の解除
の検討:25cm2プレートに 4x105個のヒト骨髄
間質細胞を播き 2 日間培養した後に、1x106

個の骨髄腫細胞を置き共培養する。共培養開
始時にWnt3およびWnt5A conditioned medium、
Wntシグナル阻害因子（Dkk-1あるいはFRP-1）
あるいは Rho-kinase 阻害剤を培養上清に添
加する。共培養 24 時間後に 骨髄腫治療に
使用されている doxorubicin を添加し、腫瘍
細胞の生存率をMTT アッセイを用いて検討す
る他、アポトーシス誘導効果を解析する。ま
た、細胞接着ペプチドおよび種々のシグナル
伝達阻害剤との併用効果についてもスクリ
ーニングする。 
2)骨髄腫細胞における Wnt の発現の解析:骨
髄腫細胞株として MM1S, ARK77, KMS-5 およ
び RPMI8226 における Wnt の発現を PCR およ
びウエスタンブロットにより解析する。
integrinβ鎖は、12 種のα鎖と会合し、VLA
を形成する。α鎖に関しては flowcytometry
を用いて一括スクリーニングする。    
3)骨髄腫細胞株 MM1S, ARK77, KMS-5 および
RPMI8226 を stroma 細胞に接着させた後に、
抗フィブロネクチン、抗ラミニン、抗 RGD ペ
プチドを添加し、その接着性の変化を検討す
る。また、接着性を低下させるペプチドのコ
ンビネーションおよび抗インテグリン抗体
のコンビネーションについて検討する。   
4)Rho kinase inhibitor (Fasudil)によるシ
グナル in vitro での薬剤耐性の解除の検討： 
25cm2プレートに4x105個のヒト骨髄間質細胞
を播き 2日間培養した後に、1x106個の骨髄腫
細胞を置き共培養する。共培養開始時に 10 
μMのOH-fasudilあるいは抗接着ペプチドカ
クテルを培養上清に添加する。腫瘍細胞の増
殖抑制効果はMTT アッセイを用いて検討する。   
5) in vivo における骨髄腫腫瘍モデルの作成 
骨髄腫腫瘍細胞株(KMS-5)を、NOD/SCID マウ
スに移植することで骨髄腫モデルを作成す
る。 
6)抗腫瘍効果の検討に当たっては、腫瘍量を
定量するために、KMS-5 にレトロウイルスベ
クターpRx-IRES-hrGFPを導入してGFP標識を
行う。これによりマウス骨髄内に生着した腫
瘍細胞の局在を GFP で同定することで、骨髄
腫細胞をスクリーニングする。 
４．研究成果 
平成 19 年度分  
1）今回検討した 4 種の骨髄腫細胞株すべて
において Wnt3 の発現が検出され、その発現



 

 

量は骨髄腫細胞の stroma 細胞への接着性と
相関していた。 
2）高接着性・骨髄腫細胞株のうちの 1 つで
ある ARH-77 と stroma 細胞の共培養で
Doxorubicin に対する薬剤耐性は、stroma 非
存在下に比し有意に上昇したが、抗 integrin
β1 抗体あるいは Wnt inhibitor である
sFRP-1 によって約 70％まで解除されたもの
の、抗integrinα4 抗体で解除されなかった。 
3）さらに Wnt シグナルの下流を、Rho kinase 
inhibitor Y27632 の添加により遮断すると、
CAM-DR は stroma 非存在下のレベルまで解除
された。これらの結果より、骨髄腫において、
Wnt3/RhoA 経路は integrinβ1 依存性 CAM-DR
を惹起するために不可欠な役割をしている
可能性が示唆された。今後、どの integrin
α鎖が用いられているか基礎的検討をすす
めるとともに、Fasudil など人体に投与可能
な Rho kinase inhibitor を用いる他、抗
integrin に関する検討を進める予定である。 
平成 20 年度分  
1）Fasudil などヒトに投与可能な ROCK 
inhibitor や、抗 integrin ペプチドを用いた
in vitro の検討を行うと共に in vivo の骨髄
腫動物実験モデルの確立を試みた。その結果、
Fasudil の活性型：OH-Fasudil 10 μM を作
用させることで、 doxorubicin お よび
melpharanに対するCAM-DRはほぼ完全に解除
されることが明らかとなった。 
2）抗 integrinα4, 5, 6 および抗 integrin
β1 抗体を作用させても、骨髄 stroma 細胞と
Wnt3 高発現細胞株である KMS5 および ARH77
との接着性に変化を認めなかった。ところが、
抗RGDペプチドであるGRGDSあるいはcRGDfV
で約 50％の骨髄腫細胞がストローマ細胞と
の接着性を失い、さらに、GRGDS と cRGDfV を
コンビネーションで用いると、約 90％の骨髄
腫細胞がストローマ細胞から乖離すること
が明らかとなった。さらに、GRGDS あるいは
cRGDfVペプチド存在下でdoxorubicinに対す
る CAM-DR を MTT アッセイで解析した結果、
著名に薬剤耐性が解除されることが明らか
となった。  
3）In vivo での検討を行う目的で、KMS5 細
胞を GFP発現レトロウイルスベクターを用い
てラベルし、尾静脈から静注投与したところ、
骨髄、卵巣および肝に腫瘍浸潤を形成するモ
デルが確立できた。  
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