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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫の薬剤耐性には骨髄間質細胞との相互作用が重要である（接着耐性）。本研究
においては、骨髄腫細胞が産生す るcirculating microvesicle（cMV）に着目し、接着耐性における役割を解析した。
骨髄腫細胞と間質細胞を共培養し、上清 からcMVを分離した。分離したcMVよりRNAを抽出し、microRNAアレイを用いて
、含有されるmicroRNAをスクリーニング したところ、miR-155とmiR-135bが多く含まれていた。それぞれの機能解析を
行い、miR-155がプロテアソーム阻害剤の感受性を規定することを見いだした。現在、そのメカニズムに関する詳細な
検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma cells acquire the resistance to anti-cancer drugs via 
interaction with bone marrow stroma (cell adhesion-mediated drug resistance). In this study, we 
investigated the role of circulating microvescles (cMV) produced by myeloma cells in cell 
adhesion-mediated drug resistance. We isolated cMV from the co-culcture supernatant of myeloma cells and 
human bone marrow-derived stromal cells.We then extracted total RNA form cMV and subjected them to 
microRNA arrays, and found that myeloma-derived cMV was very rich in miR-155 and mir-135b. Functional 
studies revealed that the expression level of miR-155 was positively correlated with the sensitivity of 
myeloma cells to proteasome inhibitors. We are currently investigating the precise mechanisms by which 
miR-155 determines the sensitivity of myeloma cells to proteasome inhibitors.

研究分野：血液腫瘍学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 多発性骨髄腫は悪性腫瘍の中でも最も予
後が不良なものの１つである。日本骨髄腫研
究会の統計によると、1990 年から 2000 年に
登録された骨髄腫患者 1,383 名の生存期間中
央値は 3.1 年で、10 年以上の生存はわずか
2.6％であった（Shimizu,	K.	et	al.	Leuk.	
Lymphoma	45:	2465,	2004）。2000 年代に入っ
て、プロテアソーム阻害剤（ボルテゾミブ）
と免疫調節薬（サリドマイド・レナリドミド）
が導入され、治療成績は明らかに改善の傾向
にあるが、生存期間中央値は６〜７年とまだ
満足すべきレベルには達していない。	
	 多発性骨髄腫の治療成績が不良である最
大の要因は、骨髄腫細胞が抗がん剤に対して
強い抵抗性を示すことである。抗がん剤抵抗
性の原因として、骨髄間質細胞との接着によ
って誘導される G0/G1 期停止とアポトーシス
抵抗性が指摘されており、接着耐性と呼ばれ
る（Damiano,	J.S.	et	al.	Blood	93:	1658,	
1999）。また interleukin-6 や IGF-1 などの
液性因子を介する相互作用も単独で、あるい
は接着耐性を増強することで抗がん剤抵抗
性に重要な役割を果たしている。	
	 申請者らは多発性骨髄腫の治療成績の改
善を目的として、接着耐性を解除するための
方策について研究を続けている。まず骨髄腫
細胞と間質の接着に直接関与する分子を同
定するため、siRNA を用いた functional	
screening を行い、VLA-4（CD49d/CD29 複合
体）が最も重要な役割を果たしていることを
明らかにした（Oncogene	2009）。さらにボル
テゾミブがヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC）の発現を抑制し、クロマチン構造を
改変すると共に CD49d の発現を低下させ、そ
の結果、他の抗がん剤の感受性を亢進させる
ことを見いだした（Blood	2010）。ボルテゾ
ミブによる接着耐性の解除は、米国のグルー
プによっても追試報告されている（McMillin,	
D.W.	et	al.	Nat.	Med.	16:	483,	2010）。	
	 このような基礎研究の成果は臨床にトラ
ンスレートされつつあり、例えば VISTA	試験
によると、従来の標準的レジメンであるメル
ファラン＋プレドニソロン（MP）による５年
生存率が、ボルテゾミブを併用することによ
って約30％向上している（Fayers,	P.M.	et	al.	
Blood	118:	1239,	2011）。それでも５年生存
率の実数は 46％であり、さらなる改善の余地
があると言わざるを得ない。また接着耐性の
解除を目的として行われた抗 CD49d 抗体の第
Ⅱ相試験では、残念ながら期待された結果が
得られなかった（NIH 治験番号 NCT00675428）。
骨髄腫/間質相互作用に関与する液性因子に
対する中和抗体も、耐性解除への有効性は限
定的である。	
	 以上の結果は、骨髄腫細胞と間質の相互作
用に、従来示されている直接の接着および液
性因子を介する作用のほかに第３のメカニ
ズムが存在することを強く示唆する。そこで
本 研 究 に お い て は 、 circulating	

microvesicle（exosome および microvesicle）
に着目し、骨髄腫細胞と間質の相互作用とく
に抗がん剤耐性におけるその役割を明らか
にする。その上で circulating	microvesicle
を治療標的とする方策を考案し、多発性骨髄
腫の治療成績を向上させるための新たな分
子基盤を提供することを目的とする。	
	
２．研究の目的	
	 多発性骨髄腫の抗がん剤抵抗性は、ボルテ
ゾミブや接着分子・サイトカインに対する抗
体などで間質との相互作用を抑制しても完
全には解除されない。このことは、直接の接
着および液性因子を介する作用のほかに第
３のメカニズムが存在することを示唆する。
本研究は circulating	microvesicle に着目
し、骨髄腫細胞と間質の相互作用とくに抗が
ん剤耐性における役割を明らかにするもの
で、新規性・独創性の高いものである。本研
究によって骨髄腫特異的な cMV が同定され、
その抗がん剤耐性への関与が明らかになれ
ば、cMV をターゲットとする新しい治療が可
能となり、治療成績の向上に大きく貢献する
ことが期待される。	
	
３．研究の方法	
	 Circulating	microvesicle（cMV）は、細
胞膜の一部が袋状に分離・独立し、細胞から
分泌されるもので、巨核球や単球などの血液
細胞および胎盤によって産生されることが
知られている。分泌された cMV は近接する細
胞あるいは血行性に移動して遠隔部位の細
胞に取り込まれ、内部に含まれるタンパク
質・脂質・核酸が受容細胞内で作用する。正
常細胞における cMV の生理的役割にはまだ不
明の点が多いが、自然免疫やストレス応答へ
の関与が推察されている。	
	 まず間質細胞との共培養において骨髄腫
細胞が microvesicle を産生することを確認
する。その上で microvesicle に含まれる活
性化シグナル蛋白・mRNA・microRNA をスクリ
ーニングし、単独培養時の骨髄腫細胞・間質
細胞で得られる microvesicle との比較で、
相互作用に関与する含有因子を同定する。次
いで microvesicle が間質細胞にどのような
影響を及ぼしているかを解析し、その中心と
して働いている分子を同定する。さらに
microvesicle の産生および内部分子の抑制
によって骨髄腫細胞の薬剤耐性が解除され
ることを証明する。最後に臨床検体を用い、
血中 cMV 濃度と治療成績（寛解率・無病生存
率など）との逆相関を明らかにする。	
	
	 １）骨髄腫細胞の産生する circulating	
microvesicle の分離	
	 Circulating	microvesicle（cMV）には大
きく分けて exosome と microvesicle の２種
類がある。前者が 30〜100	nm、後者が 200〜
1000	nm とサイズが異なることから、ショ糖
密度勾配遠心法によって別々に分離するこ



 

 

とが可能である。	
	 本研究においては、まず骨髄腫細胞が cMV
を産生していることを確かめるため、間質細
胞との共培養を行い、培養液をショ糖密度勾
配遠心にかけて cMV を分離する。cMV の単離
は、電子顕微鏡を用い、サイズと特徴的な形
態によって確認する（下図参照）。プロテア
ソーム阻害剤や抗 VLA-4 抗体などで接着を解
除した状態での cMV 産生を再現するため、培
養は Boyden	chamber を用いて直接の接着を
避けた状態で行う。通常の共培養および骨髄
腫と間質細胞それぞれを単独で培養した上
清を同様に解析して対照とする。	
	
	 ２ ） 骨 髄 腫 細 胞 由 来 circulating	
microvesicle に含まれる分子の解析	
	 単離した cMV よりタンパク質を抽出し、
phosphoprotein	array を用いて、どのような
活性化シグナル分子が含まれているかを解
析する。また RNA を抽出し、cDNA	array およ
び microRNA	array にかけて、含有される
mRNA・miRNA のパターンを同定する。培養前
後の骨髄腫細胞および間質細胞で同様の解
析を行い、cMV に含まれる分子の由来を明ら
かにする。	
	
	 ３）骨髄腫細胞の産生する circulating	
microvesicle の間質細胞への作用の解析	
	 骨髄腫細胞由来の精製 cMV を間質細胞に作
用させ、どのような変化がおこるかを、サイ
トカイン産生能・接着分子の発現などを中心
に網羅的に解析する。とくに骨髄腫維持に関
与する interleukin-6・骨髄腫に特徴的な血
管増生に関与する VEGF・骨吸収を促進する
RANKL や DKK-1 などに注目する。	
	 以上から cMV の間質への作用が確認された
ら、cMV に含まれるどの分子によってこれら
の細胞現象が介在されるかを、siRNA による
ノックダウンで明らかにする。すなわち、骨
髄腫細胞に候補分子に対する siRNA を作用さ
せた上で cMV を精製し、間質細胞への作用が
減弱することを確かめる。	
	
	 ４ ） 骨髄腫細胞による circulating	
microvesicle 産生機構の解明	
	 cMV が産生されるメカニズムはまだ完全に
は解明されていないが、microvesicle におい
ては Ras-related	small	GTP-binding	protein
である ARF6の関与と RhoAによる ROCKと LIM	
kinase の活性化の関与が報告されている
（D’Souza-Schorey,	C.	et	al.	Genes	Dev.	
26:	1287,	2012）。一方、exosome の産生には
Ras-related	GTPase の Rab ファミリー蛋白が
必須の働きをしている（Frasa,	M.A.M.	et	al.	
Nat.	Rev.	Mol.	Cell	Biol.	13:	67,	2012）。
そこで骨髄腫細胞においてこれらの因子の
発現と活性を解析し、cMV 産生のメカニズム
を明らかにする。	
	 次いで、上記の方法で同定した関連因子の
活性を特異的阻害剤でブロックあるいは

siRNA を用いて発現を抑制し、cMV 産生の低
下を確認する。この方法を応用し、骨髄腫細
胞と間質細胞の共培養においても cMV 産生の
抑制と薬剤感受性の亢進を誘導できるかど
うかを調べる。	
	 一方、骨髄腫細胞の薬剤耐性は骨髄微小環
境における低酸素状態によって増強される
との報告がある（Chesi,	M.	et	al.	Blood	120:	
376,	2012）。この現象への cMV の関与を、通
常の酸素濃度と低濃度での産生の比較、さら
に cMV 産生を阻害することで低酸素状態での
薬剤感受性が改善されることで証明する。	
	
	 ５）骨髄腫患者末梢血中の circulating	
microvesicle の検出と治療効果との相関	
	 患者検体を用い、実際に血中に cMV が存在
するかどうかを確認する。治療前に測定した
cMV の量と治療成績（寛解率・無病生存率な
ど）との逆相関を統計的に明らかにする。	
	
４．研究成果	
	 多発性骨髄腫の薬剤耐性には骨髄間質細
胞との接着が重要である（接着耐性）。しか
しながら、プロテアソーム阻害剤や接着分
子・サイトカインに対する抗体によって接着
を阻害しても抗がん剤耐性は完全には解除
されない。本研究においては、骨髄腫細胞が
産生する circulating	microvesicle（cMV）
に着目し、間質の相互作用とくに薬剤耐性に
おけるその役割とメカニズムを明らかにす
る。その上で circ	ulating	microvesicle を
治療標的とする方策を考案し、多発性骨髄腫
の治療成績を向上させるための新たな分子
基盤を提供することを目的とした。	
	 骨髄腫細胞と間質細胞の直接の接触・接触
なしの共培養・骨髄腫単独での培養の３つの
条件で培養を行い、それぞれの上清	からの c	
MV の分離システムを確立した。分離した cMV
より RNA を抽出し、RT-PCR アレイを用いて、
含有される microRNA をスクリーニング	した。	
その結果、骨髄腫由来の cMV には miR-155 と
miR-135b が多く含まれていることが明らか
となった。それぞれについて機能解析を行い、
miR-155 がプロテアソーム阻害剤の感受性を
規定することを見いだした。現在、そのメカ
ニズムに関する詳細な検討を進めている。	
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