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研究成果の概要（和文）：　がんニッチを介したNotchシグナル活性化の多発性骨髄腫細胞増殖及び薬剤抵抗性
獲得における分子メカニズムとして、ニッチによって誘導されるJagged1-Notchシグナリング活性化がPKCを活性
化し、続いてMARCKSをリン酸化することで骨髄腫細胞の生存とボルテゾミブ耐性誘導に関わっていることを初め
て見出した。また、多発性骨髄腫細胞とニッチの間で特異的に起こっている相互作用を解析するために、異種移
植モデルのインタラクトーム解析を行い、ボルテゾミブ耐性に関与すると思われる9つの相互作用を同定した。
その候補の中のSEMA3A-NRP1のボルテゾミブ感受性における作用について現在解析中である。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated for the first time that niche-induced Jagged1-Notch 
signaling activates PKC, subsequently phosphorylates MARCKS, and finally leads to the proliferation,
 survival and acquired resistance to bortezomib in multiple myeloma cells. as a molecular mechanism 
of Notch signaling activation through cancer niche. In addition, in order to analyze the 
interactions that occur specifically between multiple myeloma cells and niches, we performed an 
interactome analysis using xenograft models and identified nine interactions that may be involved in
 bortezomib resistance. The effect of SEMA3A-NRP1 on bortezomib susceptibility among the candidates 
is currently being analyzed in multiple myeloma cells and bone marrow stroma cells.

研究分野：血液学

キーワード： ニッチ　多発性骨髄腫　インタラクトーム　ヒト環境マウス　ニッチ間相互作用

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫の薬剤耐性メカニズムの中で重要な要素としてがん―ニッチ相互作用が深く関わっていることが分
かっているが、in vivoにおいてがんとニッチを同時に解析する適切なツールが欠如している。申請者らが確立
したヒト骨髄腫細胞を免疫不全マウスに移植した異種移植マウスを用いて網羅的にインタラクトーム解析を行う
ことで、薬剤耐性に関与する相互作用のメカニズムの全貌が明らかにあると考えられ、最終的にはニッチを標的
とする新たな治療薬の開発を通して多発性骨髄腫の治癒につながる重要な治療オプションにつながる可能性があ
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
生体内でがん細胞が単独で存在する状態は考えられず、試験管内ではなくモデル動物の生体環
境でおいてのみ本来の細胞動態を解析する事が可能となるからである。申請者らが重症免疫不
全（NOG）マウス (J Immuno. 2002）を実験動物中央研究所と共同開発したことにより、疾患
モデルマウスの作製が可能となった。更に申請者らは実験動物中央研究所との共同研究により、
造血幹細胞ニッチを構成する骨芽細胞にヒト接着因子やサイトカインを産生する遺伝子改変マ
ウス（ヒト環境マウス）の作製にも取り組んだ。なかでも、Notch シグナルは様々な細胞の運命・
分化決定に重要であり、ある種のがんの発生や進行にも深く関与していることに着目し、Notch
のリガンドである Jagged 1 を骨芽細胞に発現するマウス（NOGJ）を開発した (Exp. Hematol. 
2014)。そして、NOGJ マウスにヒト骨髄腫細胞を移植すると腫瘍の生着が向上することを見出し
た（Blood Cancer J. 2017）。 
多発性骨髄腫は形質細胞ががん化した代表的な造血器悪性腫瘍であり、近年の新薬開発により
予後の改善が得られているものの、未だに不治の病とされている。骨髄腫細胞は、骨髄内の環境
構成細胞とネットワークを形成し、自らの生存・増殖・進展を促す環境を構築していることが明
らかとなってきた（Nat Rev Cancer, 2007）。申請者らは、ヒト環境マウスモデル作製のノウハ
ウを応用することで、トランスクリプトームシーケンスにより骨髄腫細胞とニッチ側の遺伝子
を判別し、in vivo におけるがん―ニッチ間相互作用を定量的に同定するというこれまでにない
手法を確立したので、ニッチを標的とするがん治療の開発を目指した本研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
 
近年、がん環境（ニッチ）を標的としたがん治療が注目されている。多発性骨髄腫は病態が非
常に複雑な不治の病であり、ニッチにおける骨髄腫細胞の動態が治療抵抗性や再発の根本原因
である。本研究は、申請者らがすでに確立したヒト多発性骨髄腫モデルマウスを利用して、ヒト
由来骨髄腫細胞と宿主であるマウス環境との「がん―ニッチ相互作用（インタラクトーム）」を
定量的に同定し、多発性骨髄腫の病態におけるその相互作用の役割を実験的に明らかにするこ
とによって、治療標的を特定することを目的とする。本研究の遂行により、生体環境におけるヒ
トがん細胞とニッチの相互作用の分子的実態を解明する画期的な動物モデルが確立され、革新
的ながん治療戦略につながる成果が得られることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
申請者らが確立した多発性骨髄腫モデルマウスを用いて、①ニッチを介した Notch シグナルの
活性化が骨髄腫細胞の増殖と薬剤耐性獲得に果たしている役割を解明するとともに、②インタ
ラクトーム解析により骨髄腫細胞とニッチの in vivo での相互作用を定量的に同定する。そし
て、③多発性骨髄腫の病態の特定や薬剤感受性及び抵抗性獲得を制御している分子シグナルを
in vivo, in vitro の機能解析により明らかにし、治療標的を特定する。最終的には、④骨髄腫
患者の細胞を移植して作製した患者特異的多発性骨髄腫マウスを用いて、標的分子シグナルを
遮断した場合の抗腫瘍効果を判定する。本研究では、多発性骨髄腫モデルをプロトタイプに利用
して、がん細胞とニッチの相互作用を標的とした先端的がん治療戦略の開発を目指す。 
 
４．研究成果 
(1)ニッチを介した Notch シグナル活性化の骨髄腫細胞増殖及び薬剤抵抗性獲得における分子メ
カニズムの特定 
 これまでの実験から、ヒト Jagged1 を骨芽細胞（ニッチ）に発現する NOGJ マウスでは骨髄腫
細胞の生着が顕著に向上しており、骨髄腫治療薬であるボルテゾミブを投与した場合に、治療抵
抗性を示すことを確認しており、ニッチによって誘導される Jagged1-Notch シグナリング活性
化がボルテゾミブ抵抗性獲得に必要不可欠であることが示唆された。申請者らはこの抵抗性獲
得のメカニズムとして MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase substrate)に注目した。
MARCKS は protein kinase C (PKC)によってリン酸化を受ける基質蛋白質として知られており、
多発性骨髄腫を含めた様々な腫瘍において過剰発現していることが報告されているが、がんの
病態にどのように関わっているかは明らかになっていなかった。in vitro においてボルテゾミ
ブ投与により多発性骨髄腫細胞株 U266 の MARCKS 発現と活性化が抑制されたが、興味深いこと
に Jagged1 のコーティングされたプレートを用いて培養した系ではボルテゾミブ投与下でも
MARCKS 活性化は維持された（図１上）。この結果から、ボルテゾミブ耐性に Notch 活性化と PKC
経路が関わることが示唆された。また、PKC 阻害剤投与により、骨髄腫細胞株において Jagged1
により維持されている MARCKS 活性化が有意に抑制されることを見出した（図１下左）。更には、
siRNAによりMARCKS発現抑制された骨髄腫細胞株U266のボルテゾミブ投与下でのゼノグラフト
マウスモデルにおける生着率を検証したところ、コントロール群と比較して、有意に生着率が低



下した。以上から、申請者らはニッチ細胞によって誘導される Jagged1-Notch シグナリングが
PKC を活性化し、続いて MARCKS をリン酸化することで骨髄腫細胞の生存とボルテゾミブ耐性誘
導に関わっていることを初めて見出した（図１下右）（Blood Cancer J. 2017）。更に、PKC 阻害
剤による PKC シグナル経路の抑制が、Notch シグナル活性化によって誘導される薬剤耐性の克服
に導きうる可能性についても見出した。以上の解析結果をまとめ、2017 年に査読付き論文とし
て Blood Cancer J に公表した 
 
(2)インタラクトーム解析によるがん―ニッチ間相互作用の同定 
 多発性骨髄腫細胞とニッチの間で特異的に起こっている相互作用を解析するために、異種移
植モデルのインタラクトーム解析を行うことで、ヒト骨髄腫細胞側とマウスのニッチ側の遺伝
子発現をそれぞれの塩基配列の違いから判別し、定量化して得られる発現プロファイルと、公共
のタンパク相互作用データベースの情報を結合することで、がんニッチにおける相互作用全体
の包括的解析を行った（図２）。特に、ボルテゾミブ投与群と非投与群のインタラクトーム解析
を比較することで、ボルテゾミブ投与によりがん―ニッチ間に誘導されるプロファイルの変化
について注目した。インタラクトーム解析は受容体依存性を縦軸、リガンド依存性を横軸とし、
相互作用を“がん細胞―がん細胞”、“ニッチ―ニッチ”、“がん―ニッチ”、“ニッチ―がん”の 4
象限に落とし込み解析を行った。特徴として、多くの強い相互作用は“ニッチ―ニッチ”象限、
“ニッチ―がん”象限で認められた。興味深い点として、ボルテゾミブ投与により、“ニッチ―
ニッチ”象限から“がん―ニッチ”象限に移動する相互作用を 9つ同定した（①PDGFD-PDGFRB、
②SEMA3A -NRP1、③EPHB1-EFNB1、④LAMA2-DAG1、⑤IFNB1-IFNAR2、⑥IFNG-IFNGR1、⑦IFNG-IFNGR2、
⑧GDF5    -BMPR2、⑨GDF5-BMPR1A）（図２）。 
 
(3)インタラクトーム解析で得られた結果の機能解析 
 ボルテゾミブ投与群と非投与群を比較したインタラクトーム解析にてボルテゾミブ投与によ
り“ニッチ―ニッチ”象限から“がん―ニッチ”象限への移動を認めた 9 つの相互作用の内、
“SEMA3A-NRP1”の相互作用に着目した。セマフォリンは、当初発生段階の神経軸索伸長因子と
して発見された分子群である。近年、セマフォリンの機能解析により、セマフォリンの活性は、
神経発生以外にも免疫細胞の調節や血管新生、腫瘍の増殖・生存・浸潤・転移、骨代謝等多岐に
渡ることが判明してきた (Cancer Cell. 2012)。特にセマフォリン 3A (SEMA3A)は上手に受容体
を使い分けながら、腫瘍の組織型によって増殖や生存、遊走能を正にも負にも制御しうることが
報告されている (Onco Targets Ther. 2014)。しかし、何故この組織間の反応の差が生じるかに
ついては未だ解明されていないのが現状である。そのため、セマフォリン 3A とその受容体ニュ
ーロピリン 1(NRP1)の相互作用と、ボルテゾミブのような骨髄腫治療薬に対する薬剤耐性との関
連を明らかにすることを目標とした。 
 

○1 まず公共データベースにおいて開示されているマイクロアレイデータ GSE6477、GSE13591 を
用いて、多発性骨髄腫患者の病態伸展に伴う SEMA3A 発現変動について解析したところ、特徴と
しては多発性骨髄腫の前がん病変ともされる意義不明の単クローン性高γグロブリン血症（MGUS）
や無症候性骨髄腫において発現が上昇するものの、更に症候性から再発・難治性の病態に進展す
ると発現低下を認めることから、SEMA3A は多発性骨髄腫伸展の初期段階において重要な因子で
あることが示唆された（図３）。 
 

○2 SEMA3A は分泌因子であり、分泌ソースとして多発性骨髄腫細胞、骨髄ストローマ細胞、また
はその他の骨髄微小環境構成因子の可能性が考えられるが、その主要な供給源としてまずは多
発性骨髄腫細胞に注目して検証した。まず初めに代表的な多発性骨髄腫細胞株 10 種における
SEMA3A 蛋白のベースラインの発現をウェスタンブロットにより確認したところ、全ての細胞株
で SEMA3A 発現を認め、そしてそれぞれの細胞株で活性型と不活性型と思われる SEMA3A バンド
も認めた。次にボルテゾミブ投与後の骨髄腫細胞内の SEMA3A 発現変動を確認するために代表的
な多発性骨髄腫細胞株である RPMI-8226、MM.1S、U266 を用いて、ボルテゾミブ投与後の経時的
な発現変動について TaqMan プローブを用いたリアルタイム PCR 法で解析したが、投与後数時間
後でコントロールと比較して 1.3～1.4 倍の軽微な発現上昇を認めた。ウェスタンブロットでも
RPMI-8226、KMS-11、OPM2 においてボルテゾミブ非投与群と比較してボルテゾミブ投与群におい
て活性型 SEMA3A 発現の上昇を認めた。次に実際にボルテゾミブ投与が多発性骨髄腫細胞株から
の SEMA3A 分泌上昇を誘導するか培養上清の ELISA にて解析したが、ボルテゾミブ投与群・非投
与群間で培養上清中の SEMA3A 濃度に有意な差は見られなかった。以上から、ボルテゾミブによ
る骨髄腫細胞内の SEMA3A 発現誘導は軽微に認められるものの、培養上清中の濃度上昇までの効
果はないことから、骨髄腫細胞はニッチ内での SEMA3A の主要な供給源ではないと考えられた。 
 



○3 上記の解析から、SEMA3A-NRP1 の相互作用の内、ニッチ側の SEMA3A によって誘導される効果
がボルテゾミブ耐性において重要ではないかと考えた。ヒト骨髄ストローマ細胞株に対してリ
コンビナント SEMA3A を投与したところ、CellTiter-Glo 解析において濃度依存性、または時間
依存性に細胞増殖への影響は認められなかった。しかしながら、多発性骨髄腫細胞株 KMS-11 と
HS-5 の共培養系において、CellTiter-Glo 解析においてリコンビナント SEMA3A は濃度依存性に
両細胞株の増殖を抑制した。現在はこの増殖抑制効果のメカニズムについて解析を進める予定
である。多発性骨髄腫の薬剤耐性メカニズムの中で細胞接着を介した耐性メカニズムも重要と
されているが、SEMA3A からのシグナルが骨髄腫細胞とニッチ間の細胞接着を“切り離す”こと
によって細胞増殖の autocrine loop を断ち切る可能性を想定している。申請者らはリコンビナ
ント SEMA3A 投与により、HS-5 において PI3K-Akt 経路と NFκB 経路が活性化することをウェス
タンブロット解析にて見出しており、この経路の下流で細胞接着因子の発現が制御されている
か、そして最終的には SEMA3A のニッチ側から誘導するボルテゾミブ感受性調節の詳細はメカニ
ズムの解明に迫りたいと考えている。 

 

 

 

 

  

 

図１：MARCKSによるボルテゾミブ耐性メカニズム
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