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研究成果の概要（和文）：MyD88(Myeloid differentiation primary response gene 88）はNF-kBシグナル伝達
経路関連因子をコードする遺伝子で、変異が生じるとNF-kB経路が恒常的に活性化され、リンパ増殖疾患を発症
するとされている。しかし多発性骨髄腫(MM)においてMyD88がその病態生理に与える影響は不明であった。本研
究結果からMyD88遺伝子変異はMMにおいて稀であるものの、その発現亢進が有意な予後不良因子であることを明
らかにした。さらに、MyD88選択的阻害剤であるST2825がMMにおいて活性酸素種(ROS)依存的なアポトーシスを誘
導することを示した。

研究成果の概要（英文）：Myeloid differentiation factor 88 (MyD88), which is a key regulator of 
nuclear factor kappa B (NF-κB), plays an important role in tumorigenesis in lymphoid malignancies 
such as Waldenstrom’s macroglobulinemia (WM). However, its biological function in multiple myeloma 
(MM), which is a malignant plasma cell disorder like WM, remains unexplored. 
We first demonstrated that higher expression MyD88 was significantly correlated with poor survival 
in patients with MM. Interestingly, bioinformatic analysis also revealed that MyD88 gene alteration,
 which is recognized in nearly 80% of patients with WM, was extremely rare in MM. In addition, 
ST2825 suppressed cell growth followed by apoptosis. Furthermore, ST2825 induced intracellular 
reactive oxygen species (ROS) in MM cells, and N-acetyl-L-cysteine, which is known as a ROS 
scavenger, significantly decreased the number of apoptotic MM cells evoked by ST2825 treatment. In 
summary, this study provides novel treatment strategies to conquer MM.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではこれまで報告のないMMにおけるMyD88の機能解析を行い、細胞増殖や転移浸潤に及ぼす影響を明らか
にし、最終的に新規のMM治療戦略の開発を目指した。その結果として、MyD88及びその阻害剤であるST2825がMM
の新規治療戦略に繋がる可能性を示した。様々な新規治療薬の開発を以てしても未だ治癒の難しい再発難治性MM
患者の予後改善に寄与することが期待され、将来的にその他の癌腫への応用も考慮され、本研究が社会へ波及す
る効果は大きいと考えられた。

※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 
多発性骨髄腫(MM)は形質細胞の単クローン性増殖と、その産物である単クローン性免疫グロブ
リン（M 蛋白）の血清・尿中増加が特徴の悪性疾患である。本邦では人口 10 万人あたり約 5 人
の発症率で、年間死亡者数は約 4,000 人であり、全造血器腫瘍の約 10%を占めると報告されてい
る。かつてはメルファランとプレドニゾロンを併用する MP 療法が治療の中心であったが、その
後数多くの新規薬剤が開発され、治療選択肢が広がり予後の延長に寄与してきた。しかしながら、
これらの治療をもってしても MM の根治は困難であり、多くの場合再発を繰り返してやがて難治
性となる。したがって、特に再発難治(RR)例に対してより深い奏功の得られる新規治療薬の開発
は急務である。近年、MMの類縁疾患である原発性マクログロブリン血症(WM)に MyD88 L256P 遺
伝子変異が高頻度で認められることが報告された一方で、MM における MyD88 に関する研究報告
は皆無であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、MyD88 の MM における病態進展に与える影響を明らかにし、将来的には MyD88
を標的分子として治療薬開発を目指すこととした。本研究結果により、MM において MyD88 を介
した新規治療戦略開発に繋げることができれば、RRMM 患者の予後改善に寄与する可能性があり、
将来的にその他の癌腫への応用も考慮され、本研究課題の遂行が社会へ波及する効果は大きい
と考えた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、これまで知見のない MMにおける MyD88 の発現様式や病態進展に与える影響につい
て解析を行い、最終的には新規治療薬の開発を目指した。具体的な研究計画は以下に記載する。 
(1)MM における MyD88 の発現解析：申請者は in silico の解析から、MM において MyD88 の発現
が有意に亢進していることを申請時点で既に見出している。今後は、GEO 等の他のデータセット
を用いて、同様の発現亢進の有無について解析を進める。また、複数の MM の細胞株においても
同様に MyD88 の発現亢進が認められるかを、CD138 陽性細胞をコントロールに設定して、qPCR お
よび Western blot(WB)により比較検討を行う。さらに、当院で治療歴のある MMの患者検体を用
いて MyD88 の免疫染色を行い、発現亢進の有無や生命予後に与える影響を後方視的に解析する。 
(2)MM 細胞における MyD88 が細胞増殖ならびに転移浸潤に及ぼす影響とその機序の解析：siRNA
を用いて複数の MM 細胞株において MyD88 の knock down(KD)を行う(loss of function)。同時に
発現ベクターを用いて MyD88 を過剰発現させる(gain of function)。発現の変化は qPCR ならび
に WB で評価する。この発現変化が細胞増殖にどのように影響するかを解析するため、MyD88 の
KD 後に WST-1 assay を行い、cell viability を評価する。STEAP1 の KD 後に cell viability に
変化が認められた場合、その機序解析の一環として、フローサイトメトリー法を用いて、Annexin 
V 染色によりアポトーシスの有無の検出や、Propidium Iodide(PI)染色により細胞周期解析を行
う。また、遊走能や浸潤能へ与える影響を解析するため、MyD88 を KD もしくは過剰発現させた
MM 細胞株において、wound-healing/transwell invasion assay を行って評価する。さらに、
STEAP1 の KD もしくは過剰発現によって発現が亢進あるいは抑制される分子を PCR array や RNA 
seq を用いて抽出を試みる。  
(3)MyD88 の発現が薬剤感受性に及ぼす影響の解析：MyD88 を KD もしくは過剰発現させた MM 細
胞株において、すでに臨床応用されている抗腫瘍薬に対する薬剤感受性の変化を WST-1 assay で
検討する。さらに MyD88 阻害薬である ST2825 と各種抗腫瘍薬との併用効果についても同様に評
価する。相乗効果が確認できる薬剤の組み合わせを同定できた場合には、MM マウス皮下腫瘍モ
デルを用いてその治療効果を解析する。 
 
４．研究成果 
上述の研究計画に沿って、MM における MyD88 の発現様式や病態進展に与える影響について解析
を行った。具体的に得られた研究成果を以下に記載する。 
(1)MyD88 の発現亢進は MM患者において有意な予後不良因子である。 
上述のように MyD88 は WM 患者において高頻度に変異が認められることから、類縁疾患である MM
においても同様の変異を有することを予想した。cBioPortal を用いて 205 例の MM患者において
MyD88 に変異を有するかを検討した。興味深いことに予想と反して、205 例中 MyD88 に変異を有
したのはわずか 1 例のみであった。さらに、GEO のデータセット解析の結果から、症候性 MM で
は MyD88 の発現上昇が認められ、MyD88 の発現が亢進した MM 患者では全生存期間と無イベント
生存期間のいずれも有意に短縮することが示された。 
(2)MyD88 選択的阻害剤 ST2825 は濃度依存性に MM 細胞の細胞増殖を阻害する。 
MyD88 選択的阻害剤である ST2825 が MM 細胞株の増殖に与える影響に関して検討した。RPMI8226
と U266 において、ST2825 は濃度依存的な細胞増殖阻害効果を示した。続いて siRNA を用いて
MyD88 を knockdown し、同様に細胞増殖能に及ぼす影響について検討したが、control siRNA を



導入した際と比較して細胞増殖能に変化は見出されなかった。このことから ST2825 が MyD88 非
依存的に細胞増殖能低下に寄与する可能性を示した。 
(3)ST2825 は MM 細胞においてアポトーシスを誘導する。 
ST2825 により引き起こされる細胞増殖能低下の機序を明らかにするため、Annexin/7AAD 染色を
用いたフローサイトメトリー法によりアポトーシスの評価を行った。RPMI8226 と U266 におい
て、ST2825の処理により有意にアポトーシス細胞の増加が認められた。Western blotではST2825
による処理により cleaved PARP が認められ、アポトーシスの存在を裏付ける結果であった。 
(4)ST2825 は MM 細胞において活性酸素種(ROS)の発生を惹起する。 
これまで複数の抗腫瘍薬において ROS の産生による細胞毒性が報告されていることから、ST2825
により ROS の発生が惹起されるかを、フローサイトメトリー法により検討した。RPMI8226 にお
いて ST2825 処理により濃度依存的な ROS の発生が認められた。さらに、抗酸化物質である N-ア
セチルシステインにより、ST2825 処理により誘導されるアポトーシス細胞の割合が低下し、
ST2825 に起因するアポトーシスは ROS 依存的である可能性が示された。 
これらの研究結果から、ST2825 が MM の将来的な新規治療薬となる可能性を示し、現在論文投稿
中である。 
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