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研究成果の概要（和文）： 

ヒト骨髄腫細胞株および患者骨髄腫細胞において、PPARが NF-B の分子に相互作用して抑制。

核内ですべての NF-B ファミリーを同定。ヒト骨髄腫細胞株において PPARのアゴニスト刺

激後、細胞の生存率は大きく減少し、PPARは細胞質内から核内移行、NF-B-DNA 結合能の

減少、さらに、PPARと NF-B(p65)との相互作用を確認。以上から、活性化 PPAR と NF-B(p65)

との相互作用の結果核内移行阻害やB 配列に結合する能力を抑制することがわかった。 

研究成果の概要（英文）： 

I indicated that PPAR could suppress constitutive nuclear factor -B (NF-B) activity by 

PPARdirectly interacted with NF-B. NF-B is a dimeric transcription factor that can be formed by 

the assembly of five diverse proteins, p50, p52, RelA (p65), RelB and c-Rel which, in combination, 

specify the dimer trancriptional activity. Although there were activated NF-B in nucleus, in primaly 

myeloma cells, all NF-B family was identified in the nucleuses. The PPAR agonist carbacyclin 

induced multiple myeloma cell apoptosis. After stimulation of carbacyclin, PPAR translocated to the 

nucleus. NF-B- DNA- binding activity was also decreased in the nucleus of myeloma cell lines. And it 

was identified PPAR associated with NF-B (RelA/ p65) . These results suggested that PPAR 

activation could prevent nucler translocation of NF-B and decrease the activity of NF-B binding the 

promoter of NF-B target genes in myeloma cell lines.  
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１．研究開始当初の背景 

Peroxisome proliferators-activated receptor 

(PPAR)は、核内レセプターであり、リガンド

依存的転写因子でもある。PPAR は抗炎症作

用や抗血管新生作用などを示し、NF- 活性

によって産生される炎症性サイトカインや

細胞の増殖因子などを減少させることも知

られている(Xin, et al J Biol Chem 2004; Welch 

JS, et al Proc Natl Acad Sci 2003.)。抗 NF-B

活性を示すものには、NF-B の上流にある活

性化因子を抑制するものもあるが、PPAR は

核内において NF-B に直接働き、抗 NF-B

活性を誘導することが可能である。これが、

抗 NF-B 活性としての PPARを注目する点で

ある。 

PPAR には 3 つのサブタイプ（PPAR , 

PPAR , PPAR）が存在し、骨髄腫細胞では

PPARが強く、PPARの弱い発現もみられた。

PPARが PPAR活性化に伴って発現が亢進さ

れることから、我々は PPARに着目した。

PPAR活性化は、骨髄腫細胞の生存抑制を示

し た (Otsuyama K, Kawano MM, et al. 

Leukemia 2007)。PPAR は生理的リガンド依

存性に活性化されることは知られているが、

その詳細はまだわかっていない。そこで、こ

れ ま で 我 々 は PPAR response element 

(PPREβ)-luciferase を作成し、その assay によ

るスクリーニングの結果、flavonoid (baicalein、

wogonin な ど ) や steroid 

(Dehydroepiandrosterone (DHEA) 、

Androstendion など)などが PPARの活性化能

を持つことを示した。中でも DHEA について

は、血清中の DEHA 量が加齢と共に減少し、

健常者に比して多発性骨髄腫患者では 4 倍以

上も少なく、骨髄腫細胞の増殖因子 IL-6 の産

生量は 2 倍以上多いことを明らかにした(Liu 

S, Otsuyama K, Kawano MM, et al. Cancer 

Res 2005.) 。さらに、DHEA は抗 NF-B 活性

を誘導し、骨髄腫細胞の生存及び増殖を抑制

することを示した。flavonoid の baicalein もま

た骨髄腫細胞の生存及び増殖を抑制し、抗

NF-B 活性を示した (Ma Z, Otsuyama K, 

Kawano MM, et al. Blood 2005.)。NF-B には

RelA(p65), RelB, c-Rel, NF-B1(p105/p50), 

NF-B2(p100/p52)のサブユニットが存在する。

ヒト骨髄腫細胞株を含め患者骨髄腫細胞で

は、NF-B 活性を NF-B インヒビターで抑制

すると細胞死を誘導する(Bharti AC, et al. 

Blood 2004.)。したがって、骨髄腫細胞に於い

て恒常的な NF-B 活性が細胞の生存・増殖に

深 く 関 わ っ て い る と 考 え ら れ て い る

(Hideshima T, Anderson KC, et al. Blood 2004.)。

抗 NF-B 活性を示すものとして、すでに報告

されているものに Glucocorticoid(GC)がある。

GC は核内レセプターである Glucocorticoid 

receptor(GR)と結合し、この活性化された GR

はNF-Bサブユニット p65と相互作用するこ

とにより、NF-B のB 配列との結合を抑制

する (Garside H et al.J Biol Chem 2004)。活性

化された PPAR もまた NF-B サブユニット

p65 と相互作用し、NF-B の活性を抑制する

ことが報告されている(Planavia A, et al, J Biol 

Chem 2005; Li Hua Wang, et al, Blood 2007 )。

さらに、多発性骨髄腫治療に用いられている

GC(Dexamethasone(Dex))に抵抗性を示す患者

骨髄腫細胞及びヒト骨髄腫細胞株 U266 に於

いて、PPARアゴニスト carbacyclin をはじめ

PPAR活性を示す低分子化合物でもその生



存･増殖を抑制した。これらのことから、我々

は抗 NF-B 活性を示す PPAR活性化の詳細

な機構を明らかにしようと考えた。 

 

２．研究の目的 

ヒト骨髄腫細胞株では、恒常的な NF-B 活性
がその生存・増殖に深く関っていることを示
唆する報告は多い。骨髄腫細胞に強く発現し
ている PPARは、核内に於いて NF-B に直
接作用し、その活性を抑制できると考えられ
る。我々が注目するこの PPARの活性化は抗
NF-B 活性を示すが、報告されている多くが
NF-Bを活性化させる刺激の系で行われてい
る(Planavia A, et al, J Biol Chem 2005; Li Hua 

Wang, et al, Blood 2007 )。PPAR活性化により
ヒト骨髄腫細胞株の生存は抑制されること
から、NF-B サブユニットとの相互作用につ
いての詳細な検討を必要とする。また、Dex

抵抗性のある骨髄腫細胞において、PPARを
活性化させるとその生存・増殖が抑制される
ことは興味深い。PPAR活性化と GR 活性化
による抗 NF-B 活性の比較は、PPAR活性化
が示す抗 NF-B 活性の作用機序の理解を深
めると考える。また、この作用機序の解明に
より、PPARを活性化し得る低分子化合物
(Otsuyama K, Kawano MM, et al. Leukemia 

2007)が骨髄腫細胞の生存を抑制するメカニ
ズムを知る手がかりとなり得る。このように、
PPAR の活性化の詳細な解析は、骨髄腫細胞
の恒常的 NF-B 活性や骨髄腫細胞の増殖・生
存の動態について新たな視点を与えるのみ
でなく、分子標的治療薬についての新しい考
えを与える基盤となると考える。 

 

３．研究の方法 

恒常的 NF-B 活性を示す NF-B サブユニッ

トが異なる細胞株と恒常的 NF-B 活性が弱

い細胞株を用いる。これにより、PPAR活性

化が細胞の生存や抗 NF-B 活性にどのよう

に作用しているか比較検討する。 

用いる細胞は、p50/p50、p50/RelB および

p50/p52 の二量体に恒常的 NF-B 活性(DNA

結合能)がみられたヒト骨髄腫細胞株(U266, 

AMO1, NOP2 など)、p65/p50 にもその活性が

みられたB細胞株(RajiとKUS)、そしてNF-B

活性が低い T 細胞株(MOLT4)である。 

carbacyclin(PPARアゴニスト) 、Dex(GR ア

ゴニスト)、あるいは PS-341 の刺激前後で、

以下のことを明らかにしながら、 活性

化による抗 NF-B 活性の作用機序を解明す

る。 

(1)用いた細胞の生存及びアポトーシス誘導

はどうか確認する。 

(2)抗 NF-B 活性(プロモーター配列(B 配列)

との DNA 結合能)を受けているか確認する

(gel shift 解析)。 

(3)抗 NF-B 活性を受けている NF-B サブユ

ニットはどれか確認する(super shift 解析)。 

(4)PPAR、PPARや GR は NF-B に直接作用

して抗 NF-B 活性を示す。したがって、

PPAR、PPAR、あるいは GR と相互作用し

ている NF-B サブユニットはどれか確認す

る (免疫沈降(IP)-Western blot 解析)。 

活性化による NF-B 標的遺伝子

(CD54, IAP1, CCND1, など)の発現は抑制さ

れているか(定量 PCR（Q-PCR）解析)。また、

PPARや GR 標的遺伝子および関連遺伝子の

発現はどうか確認する（マイクロアレイによ

る遺伝子発現プロファイリング）。 

(6)NF-B の転写を制御するコアクチベータ

ーには、p65/p50 では CBP/p300。p50 や p52

のホモダイマーには Bcl3 が必要であり、コリ

プレッサーには HDAC1 が必要である。そこ

で、抗 NF-B 活性における NF-B サブユニ

ットと相互作用しているコアクチベーター

やコリプレッサーとの親和性はどうか確認

する（IP-western blot 解析、クロマチン免疫沈

降法（ChIP 法））。 

(7)1)～6)に於いて抗 NF-B 活性が、ヒト骨髄

腫細胞株とNF-Bサブユニット p65の活性が

高い B 細胞株との間に違いが見られた場合、

NF-B サブユニット p65 をノックダウンした

B 細胞株が刺激後ヒト骨髄腫細胞株と類似性

を示すかどうか、生存および NF-B 活性を確

認する(NF-B サブユニット p65 の shRNA の

遺伝子導入)。 

現在、多発性骨髄腫の治療に Dex と PS-341

の併用が試みられているが、Dex に抵抗性を

示す骨髄腫細胞が存在する。PPAR活性化は

その抵抗性を示す骨髄腫細胞の生存抑制を

示すことから、 

(8)Dexに抵抗性を示す骨髄腫細胞株とDexに

感受性が高い骨髄腫細胞を用いて、Dex＋

PS-341あるいは carbacyclin＋PS-341刺激によ

って生存抑制に違いが見られるのかどうか

確認する。 

 

４．研究成果 

ト骨髄腫細胞株および患者骨髄腫細胞にお
いて、恒常的 NF-B 活性を PPARが NF-B

の分子に相互作用して抑制することを示す
ことができた。NF-B にはNF-B1(p105/p50)、
NF-B2(p100/p52)、RelA(p65)、c-Rel、RelB

の 5 つのファミリからなる。NF-B が活性化
状態であれば核内に存在するが、患者骨髄腫
細胞内ではすべての NF-B ファミリーを同
定することができた。ヒト骨髄腫細胞株にお
いて核内受容体である PPARのアゴニスト、
カルバサイクリンで刺激後、細胞の生存率は



大きく減少した。刺激後の PPARはウエスタ
ンブロット解析の結果、細胞質内から核内へ
移行した。また、ゲルシフトアッセイの結果、
NF-B-DNA結合能も減少していた。さらに、
免疫沈降ーウエスタンブロット解析により、
PPARと NF-B(p65)との相互作用を確認し
た。これらのことから、PPARが活性化する
ことによって、NF-B(p65)との相互作用の結
果核内移行阻害や NF-B 標的遺伝子のプロ
モーター領域のB 配列に結合する能力を抑
制することがわかった。コアクチベーターに
関しての解析を行ったが、特定することには
いたらなかった。患者骨髄腫細胞においても
同様の結果が得られた。したがって、デキサ
メサゾンなどのようなステロイドホルモン
薬に抵抗性を示す、つまり核内ホルモンレセ
プターの中でもグルココルチコイドレセプ
ターを介せない骨髄細胞において、PPARを
介することで NF-B 活性を直接抑制するも
のとして最もふさわしい分子であることが
わかった。 
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