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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫（以下MM）は、根治不能な形質細胞性の難治性血液腫瘍疾患である。代
表者は、MMの悪性化に関わる分子病態の解明を目指し、（１）PBKノックアウトマウスの性状解析、（２）薬剤
スクリーニング、（３）1qゲノム増幅領域に位置する新規悪性化因子の機能解析から、PBKやその関連分子の治
療標的としての可能性を検証した。その結果、PBKノックアウトマウスには大きな表現型が見られないこと、PBK
は免疫調節剤の感受性を変化させること、新規悪性化因子がDNA修復能を高めることを明らかにした。以上よ
り、PBKの阻害はMMの悪性化を抑制する新たな治療薬創成へとつなが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 an incurable plasma cell hematological malignancy. 
This study is aimed to precisely elucidate the molecular pathology related to the malignant 
transformation of MM. We have identified malignant factors from the gene group induced by 
Interleukin-6, analyzed the gene functions, and attempted to identify new therapeutic agents. Here, 
we conducted drug screening, identified novel malignant factors located in the 1q genomic 
amplification region, and analyzed the properties of PBK knockout mice to verify the potential of 
PBK and related molecules as therapeutic targets. The results revealed that (1) PBK expression is 
related tothe sensitivity of immunomodulatory drug, (2) a novel malignant factor enhances DNA repair
 ability in MM cells, and (3) PBK knockout mice do not exhibit any major phenotypes. These results 
strongly suggest that inhibition of PBK may lead to the development of novel therapeutic agents that
 suppress the malignant transformation of MM.

研究分野： がんの分子生物学

キーワード： 多発性骨髄腫　悪性化　治療標的分子　細胞生物学　薬剤スクリーニング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫（Multiple myeloma、以下MM）は、形質細胞性の難治性血液悪性腫瘍である。現在の医療では、MM
の再発や悪性化を完全に抑制することは難しく、MM悪性化の克服はMM患者の更なるQOL延伸に向けた喫緊の課題
である。本研究は、遺伝子発現解析をもとにMMの悪性化に関わる分子機構の解析を試み、MMの新たな治療標的分
子PBKに関する治療応用の可能性を検証したものであり、学術的・社会的意義は極めて高い。解析の結果、PBKの
喪失は、マウスに顕著な表現型を示さない一方、一部のMM細胞に対する薬剤感受性に影響を及ぼすことから、
PBKを標的とした分子標的薬開発は有望である可能性が示唆された。

※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（Multiple myeloma、 以下 MM）は、形質細胞性の難治性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。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）などの前がん病変を経て、MM へと悪性化するものが多く、悪性度の高い形質細胞性白

血病（plasma cell leukemia）へと進展することもある（文献 1-2）。近年、免疫調節剤、プロテ

アソーム阻害剤、抗体医薬などの新規薬剤によって、MM 患者の治療成績は飛躍的に改善してい

る。しかし、MM の再発や悪性化を完全に抑制することは難しく、MM 発症と悪性化進展の克服は

MM 患者の更なる QOL 延伸に向けた喫緊の課題である。代表者は、これまでに MM の増殖因子とし

て知られる Interleukin-６（IL-6）が MM 細胞の遺伝子発現に与える影響を網羅的に解析し、上

方制御される遺伝子の中に MM 患者の予後と密接に関連する PDZ-binding kinase（PBK）を見出

した（文献 3）。その後、PBK の分子機能解析や PBK に対するキナーゼ阻害剤を用いた動物実験の

結果から、PBK は MM 細胞の造腫瘍性や細胞生存に関わる遺伝子であることが明らかとなり、MM

の新規治療標的として臨床応用が期待されている（文献 4-5）。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、MM における PBK の治療標的としての可能性を検証し、PBK を介した MM 悪性化の

分子機構を解明するために、（１）PBK ノックアウト（-KO）マウスの作出と機能性解析、（２）悪

性形質を示す PBK 高発現株とアイソジェニック PBK-KO クローンを用いた薬剤スクリーニング、

（３）PBK と同様に遺伝子発現量が MM 患者の予後と連関する、1q ゲノム増幅領域の新規遺伝子

の機能解析を行う方針とした。 

３．研究の方法 

（1）細胞培養 

 ヒト骨髄腫細胞株（KMS-11、RPMI8226、KMM1、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-は、Dr. Diane 

F. Jelinek 氏 (Mayo Clinic、USA)より供与された。ANBL-6 および FLAM-76 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）PBK-KO マウスの解析 

Pbk-KO マウス樹立のために、CRISPR-Cas9 法を用いた。マウス染色体 14 番長腕 D1 領域に位置

する Pbk のエクソン 3（5’- GAAGCTTGGCTTTGGGACTGGGG、 下線部がプロトスペーサー隣接配列）

を標的として single guide RNA (以下ガイド RNA)の配列を設計した。in vitro RNA 合成を行

い、ガイド RNA と Cas9 による DNA 切断効率を確認した後、分担研究者の武井則雄博士に依頼し

て、北海道大学医学研究院動物実験施設において Pbk-KO マウスを樹立した。その後、愛知医科

大学の動物実験委員会で実験計画の承諾を得て、同大学の動物実験施設において通常の条件で

飼育・繫殖を行った。マウス組織における Pbk 発現を解析するために、Pbk が高発現する精巣を

摘出し、免疫染色に供した。また、Pbk 発現細胞同定のため、マウス骨髄より骨髄細胞（Bone 



marrow derived cells、以下 BMDCs）を採取して、フローサイトメトリー解析を行った。 

（3）フローサイトメトリー解析 

マウス表面抗原に対する蛍光標識抗体 Lin–FITC（22-7770-72）、Ki-67-eFluor450（48-5698-80）、

CD45-eFluor450（48-0451-82）、CD11b-PE-Cy7（25-0112-81）、CD138-PE（MA523527）を Invitrogen

社から購入した。はじめに、FcR ブロッキング試薬 （ミルテニー社)で処理した BMDCs を所定の

抗体により染色した。その後、細胞膜透過処理を行い、Anti-PBK/SPK 抗体 [EPR21983 (ab236872)

を用いて細胞内染色を行った。細胞の解析には LSRFortessaX-20（BD Biosciences 社）を用い

た。 

（4）薬剤スクリーニング（MTT アッセイ） 

Selleck Chemicals 社より入手した約 500 個の化合物ライブラリーと、KMS-11、ANBL-6 を用いて

薬剤スクリーニングを行った。代表者が樹立した PBK-WT または PBK-KO KMS-11 株、PBK-WT また

は PBK-KO ANBL-6 株を 1 × 104 cells/well となるように 96 穴プレートに巻き込み、一晩静置

した。翌日、薬剤を添加し72時間のインキュベーションを行った後、Thiazolyl Blue Tetrazolium 

Bromide (MTT)試薬（SIGMA）を加えた。SpectraMAX M5 分光光度計 (Molecular Devices、 

Sunnyvale、 CA、 USA)を用いて 575 nm の吸光度を測定した。細胞生存率（%）は薬剤未添加の

ウェルの吸光度（A0）と薬剤添加した各ウェルの吸光度（AN）の割合から算出した（AN/A0×100）。 

（5）ゲノム編集 

 組み換え DNA 実験については、愛知医科大学の組換え 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、以前の報告のとおりにベクターを構築した（文献 5－

7）。 C1orf112 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（5´- 

GATGAAATGCATGGTCCATAC)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、ANBL-6 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 KO クローンを樹立した。 

（6）軟寒天培地コロニー形成能試験 

KMS-11 または ANBL-6 細胞を 1000 個/well となるように上層ゲルに混和し 6-well plate に巻

き込んだ。およそ 14 日間培養した後、MTT 試薬を加えて染色した。顕微鏡下（IX-73、Olympus

社）を用いてコロニーを撮影し体積を測定した（[長径]2×短径/2）。 

（7）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 ttest 

を用いた。統計解析は、 EZR を用いた（文献 8）。 

４．研究成果と考察 

（１）PBK-KO マウスの樹立と性状解析 

  本研究では、CRISPR-Cas9 法により Pbk-KO マウスの樹立を試みた。マウス染色体 14 番長腕

D1 領域に位置する Pbk のエクソン 3を標的として、ガイド RNA 配列を設計した（図 1A）。PCR と

シーケンスによる解析の結果、標的配列近傍に 8 塩基対の欠損を伴うフレームシフト変異（5’-

TTGGGACT）を示す個体を見出した（図 1A）。バッククロスを行った後、PBK の発現を確認するた



めに野生型とホモ欠損型の雄マウスから精巣を摘出して免疫染色に供した。結果を図 1B に示す。

野生型で見られる Pbk の発現が KO マウスで焼失していることから、Pbk-KO マウスでは Pbk の発

現が欠損していることが確認された。 

 

 

図 1. Pbk-KO マウスの樹立                図 2. Pbk 発現細胞の解析 

  

そこで、血液細胞中の Pbk 発現細胞を同定するために骨髄由来細胞を採取してフローサイトメ

トリー解析を行った。結果を図 2に示す。Lin+細胞の CD11b 陽性細胞において、Pbk 発現細胞が

多く見られた。骨髄に存在する単球・マクロファージ系の細胞が Pbk 発現細胞である可能性が示

唆された。 

（２）薬剤スクリーニングについて 

 次に、PBK-KO ヒト MM 細胞株と選択的阻害剤を含む化合物 500 個からなる化合物ライブラリー

を用いて、薬剤スクリーニングアッセイを行い、PBK 発現が薬剤感受性に及ぼす影響を解析した。

MTT アッセイの結果を図 3 に示す。PBK-KO/KMS-11 細胞では化合物 1-6 に対して感受性が低下す

る一方、PBK-KO/ANBL-6 細胞では化合物 7-12 に対して感受性が低下した（図 3A、図 3B）。以上

の結果から、Pbk 発現が薬剤感受性に及ぼす影響は細胞株によって大きく異なる可能性が示唆さ

れた。 

 

 

 



 

 

  

 

 

 

図 3. 薬剤スクリーニング結果 

（３）MM 細胞株における C1orf112 の性状解析について 

 CRISPR-Cas9 法により、KMS-11 および ANBL-6 の C1orf112 遺伝子を破壊した後、軟寒天培地を

用いたコロニー形成能試験にて造腫瘍性の解析を行った。その結果、コントロールの細胞に比し

て、C1orf112-KO 株では造腫瘍性が有意に低下した（図 4A、図 4B）。以上より、C1orf112 は MM

の造腫瘍性に関与する可能性が示唆された。 

 

図 4. MM 細胞株における造腫瘍性の解析（in vitro） 

５．結語 

 本研究によって、マウス骨髄中 Pbk 発現細胞、ヒト MM 細胞における PBK 高発現と薬剤感受性

の関連性、C1orf112 の MM 悪性化への関与が明らかとなった。今後、PBK や C1orf112 による悪性

化機構の分子機序がさらに解明されることにより、その働きを選択的に阻害する化合物の同定

ひいては新規抗骨髄腫薬の開発へと発展することが期待される。 
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