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研究成果の概要（和文）：これまでの検討から、低酸素環境下において多発性骨髄腫細胞の細胞外小胞
（exosomes）分泌を阻害すると、HK2発現量の低下と細胞死の誘導が生じることがわかっている。本研究では、
exosomes分泌阻害によりHK2のミトコンドリアにおける抗アポトーシス機能が低下している可能性を見出した。
また、多発性骨髄腫細胞の低酸素環境におけるexosomes分泌制御メカニズムの一つとしてAkt/AS160経路を明ら
かにした。上記は多発性骨髄腫細胞の低酸素環境適応メカニズムの解明に繋がる重要な知見と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Ineffectiveness of traditional therapies against cancer stem cells (CSCs) is
 reportedly associated with the poor outcome for multiple myeloma (MM) patients. Myeloma stem cells 
reside in hypoxic bone marrow niche where maintains their stem cell property. We previously 
established MM cells experienced long-term exposure of hypoxia and characterized their enhanced stem
 cell characteristics. The hypoxia-adapted (HA) cells require exosomal secretion for their survival 
in hypoxic condition. In this study, we identified Akt/AS160 signal as a regulatory signal for the 
exosome secretion and demonstrated mitochondrial localization of hexokinase 2 with anti-apoptotic 
function which was possibly involved in survival of HA-MM cells. The study provides insights in 
design novel therapy for prevention of recurrence resulting from myeloma stem cells.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 低酸素　Exosomes　HK2　ミトコンドリア　分泌制御機構

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫（MM）の再発に関与する幹細胞性の高い集団（骨髄腫幹細胞）は、骨髄低酸素環境に存在すると言
われている。代表者は、上記骨髄腫幹細胞を低酸素環境での長期培養によって再現し、その生存に細胞外小胞
（exosomes）の分泌が関与することを見出した。さらに本課題ではその分泌制御に関わるシグナルおよび生存メ
カニズムの一部を明らかにした。本知見を基盤とする、骨髄腫幹細胞を標的とした再発を防ぐ治療法の開発が期
待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

がんは幹細胞の性質を有する少数の細胞を起源として発生するという「がん幹細胞仮
説」が提唱されて以来、がん幹細胞（CSCs）やその生育環境（CSC ニッチ）の特性につ
いては各がん種で精力的に研究されてきた。多発生骨髄腫（MM）においても既存治療
に抵抗性を示す CSCs が骨髄内に存在し、低酸素などの周辺環境により維持されること
がわかっている。しかし、MM 幹細胞の治療標的候補となりうる真のドライバー因子が
特定されていない。代表者らは、低酸素環境に適応した MM 細胞の特性を明らかにするた
めに、ヒト MM 細胞株を低酸素環境（1% O2）下にて長期間培養し、MM-HA 細胞として樹
立した。本細胞ががんの再発に関与するがん幹細胞（CSCs）の性質を示すことを報告して
いる［Biochem. Biophys. Res. Commun., 496:490-496, 2018］。 

HA-MM 株において、miRNA などを内包する細胞外小胞（exosomes）の分泌を阻害する
と細胞死が誘導されると共に、解糖系関連酵素であるヘキソキナーゼ 2（HK2）の発現が低
下した。これより、MM 幹細胞は exosome 分泌を介して自身の HK2 発現量を制御し、生存
を図る可能性が浮かび上がった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、上記仮説を基盤とした MM 幹細胞の低酸素環境適応メカニズムを明ら
かにすることである。すなわち、exosome 分泌型 miRNA（exRNA）や HK2 の抗アポトーシ
ス機能を発揮するためのミトコンドリア局在が HA-MM 細胞の生存に関与するか検証する。 
 
３．研究の方法 

（１）使用した各種阻害剤 

Exosome 分泌阻害にはその作用が既に報告されている中性スフィンゴミエリナーゼ阻害
剤（GW4869; J. Biol. Chem., 285:17442-17452, 2010）およびカルパイン阻害剤（Calpeptin; Sci. 

Rep., 5: 13006, 2015）を用いた。また、HIF-1αシグナルを誘導するために塩化コバルト（CoCl2）
を使用した。PI3K-Akt シグナルの抑制には PI3K 阻害剤（Pictilisib）を用いた。 

（２） Exosomes の単離と定量 

HA-MM またはその親株の培養上清を超遠心し、得られた 100,000g ペレットに含まれる
CD63+exosomes を ELISA 法（市販キット from Hakarel）で定量した。 

（３）ミトコンドリア局在の解析 

薬物処置した細胞サンプルから Mitochondria Isolation Kit および Dounce 型ホモジナイザ
ーを用いてミトコンドリア画分を得た後、Western blot で目的タンパク質の発現を解析した。 

（４）その他の生物学的解析 

細胞増殖試験には Cell Counting Kit-8（同仁）およびダイレクトセルカウンティング法を
用いた。細胞内の活性酸素種（ROS）の定量として、H2DCFDA（Thermo）を処置した細胞
を Flow cytometer で解析した。細胞内乳酸量は Lactate Assay Kit-WST（同仁）に従って比色
法で定量した。 
 
４．研究成果 

（１）HA-MM 株の exosome 分泌制御 

当初、遺伝子組換え操作にて exRNA の分泌制御を試行したが、遺伝子組換え株を樹立できな



かった。そこで、作用機序の異なる既知の exosome 分泌阻害剤を使用し、HA-MM 株の生物学
的応答について検討した。Calpeptin の HA-MM 株における増殖抑制効果は親株に比べて高
く、GW4869 を処置した場合と同様の傾向であった。 

また低酸素適応時の exosome 分泌制御について検討として、CoCl2 により HIF-1αシグナル
を誘導しても exosome 分泌量は変化しなかったため、低酸素適応により exosome 分泌量が
増加する細胞株と低下する細胞株の低酸素関連シグナルについて比較解析した。リン酸化
Akt およびその下流分子であるリン酸化 AS160 の発現レベルが exsosome 分泌と相関する傾
向がみられ、Pictilisib 処置により両リン酸化体を発現低下させると、exosome 分泌量が低下
した。 

（２）Exosome 分泌阻害時の HK2 のミトコンドリア局在およびその他の解糖系関連因子の解析 

GW4869 にて exosome 分泌を阻害すると、ミトコンドリア分画中の HK2 発現量が低下した。
HK2 のオートファジーへの関与が知られているが、GW4869 処置時の LC3 および p62 の発現解
析の結果からオートファジーの関与が否定された。HK2 は解糖系およびペントースリン酸経路
の律速酵素である。そこで、GW4869 処置時の細胞内乳酸量を解析したが、有意な変化はなかっ
た。また HK2 以外の解糖系関連分子のタンパク質発現にも著名な変化なかった。ペントースリ
ン酸経路の活性が低下すると、NADPH による抗酸化作用が減少し、細胞内 ROS が上昇すると
考えられたが、GW4869 処置時により細胞内 ROS は変化しなかった。 

以上より、HA-MM 株の exosome 分泌制御機構の一つとして Akt/AS160 経路を同定した。また
exosome 分泌阻害による細胞死誘導機構として、HK2 のミトコンドリア局在の低下が示唆され
た。exRNA を含む exosome 分泌による HK2 発現制御機構については不明のままであるが、MM

幹細胞の低酸素環境適応メカニズムの解明に繋がる重要な知見を提供できたと考えられる。 
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MLL-AF5q31 cells acquire BET inhibitor resistance by Brd4-regulated molecules upregulation


