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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫は、骨に親和性を持ち、骨破壊病変を形成しつつ進展する、未だ治癒が
期待出来ない難治腫瘍である。我々は、骨病変微小環境がもたらす腫瘍進展や治療抵抗性と骨破壊病変の形成を
同時に媒介する枢軸的な因子として、PIM2およびその上流因子であるTAK1が骨髄腫細胞だけでなく破骨細胞や骨
髄間質細胞に発現誘導されることを見出した。PIM阻害薬 SMI-16aおよびTAK1阻害薬LLZ1640-2は抗腫瘍活性を発
揮するとともに骨破壊を防止し、腫瘍細胞の治療抵抗性と骨破壊病変形成の悪循環を遮断した。構造活性相関を
基に新規TAK1-PIM2経路阻害薬を合成し、その物性・治療活性の最適化を行った。

研究成果の概要（英文）：PIM2 is over-expressed in bone marrow stromal cells and osteoclasts as well 
as multiple myeloma (MM) cells as a common mediator for MM tumor progression and bone destruction. 
We subsequently identified TAK1 as an upstream mediator responsible for PIM2 up-regulation in these 
cells. The PIM inhibitor SMI-16a or the TAK1 inhibitor LLZ1640-2 effectively suppressed MM tumor 
growth and prevented bone destruction in mouse MM models. Of note, these treatments were able to 
stimulate osteoblastogenesis and restore bone formation. Therefore, TAK1 and PIM2 appear to be 
pivotal targets for vicious interaction between MM cells and the bone marrow microenvironment in MM 
to ameliorate bone destruction while reducing MM tumor survival potential. We synthesized a series 
of new compounds targeting TAK1 and PIM2 based on structure-activity relationships of SMI-16a and 
LLZ1640-2, and obtained promising inhibitors for PIM2 and TAK1.

研究分野：血液内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫の治療では、薬剤耐性の克服と骨喪失部に骨を再生させる治療薬の開発が喫緊の臨床課題として残
されたままである。本研究で開発したTAK1阻害薬やPIM阻害薬は、骨破壊性病変部で骨吸収の抑制とともに骨形
成の回復をもたらすため、新たなクラスの治療薬としての展望がある。さらに、骨髄腫の進展および生命予後と
相関が判明したTAK1の活性化に着目し選出したTAK1依存性骨髄腫細胞由来分泌蛋白は、骨髄腫の難治性と予後を
反映する血清バイオマーカーになる可能性がある。また、これらの分泌蛋白は病態を形成する責任因子の可能性
もあり、今後貧血などの骨髄腫に伴う臓器障害形成の分子機序の解明にも資する。

※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 
多発性骨髄腫は、とりわけ骨に親和性を持ち、骨破壊病変を形成しつつ進展するが、こ
れまでに我々は、骨髄微小環境と骨髄腫細胞との相互作用を解明するために多面的な解
析を行ってきた。骨髄腫細胞由由来 MIP-1α/β が破骨細胞形成を促進 1)、その一方で骨
髄腫細胞はWnt阻害因子 sFRP-2を産生し骨芽細胞分化を強力に抑制し骨喪失を来す 2)

こと、そして形成された破骨細胞が骨破壊だけでなく直接腫瘍増殖を促進 3,4)、骨髄腫
細胞と協調して血管新生をもたらすこと 5)を世界に先駆け報告した。次いで我々は、骨
髄腫細胞と骨病変が形成する向腫瘍性骨髄腫ニッチのクロストークを破綻させる新た
な治療戦略を構築するために、遺伝子、蛋白の網羅的な解析に取り組み、骨髄間質細胞
および破骨細胞の共存により、各種骨髄腫細胞株、患者骨髄腫細胞に PIM2キナーゼが
大きく発現亢進し、薬剤耐性や生存に関わる代謝を制御すること 6)、さらに骨髄腫細胞
との共存で骨髄間質細胞や破骨細胞にも PIM2 が発現誘導され、PIM2 を阻害すると骨
破壊が抑制され骨形成が回復するという、新規治療の開発に繋がる極めて有望な発見を
した 7,8)。骨髄腫細胞 PIM2の発現亢進に関わる上流責任因子を探索し、TGF--activated 
kinase 1 (TAK1)を見出した。TAK1は、TGF-ファミリーサイトカインにより活性化され
る mitogen-activated protein kinase kinase kinase (MAP3K)として同定されたセリン／スレ
オニンキナーゼである。TAK1は、炎症性・免疫性サイトカインにより活性化され様々
なシグナルを媒介し、細胞の生存・増殖やアポトーシスに重要な役割を演じている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの PIM2に関する研究を基盤に、骨髄腫の腫瘍進展・治療抵抗性
ならび骨破壊・喪失における TAK1-PIM2経路の役割を分子生物学的に解明するととも
に、TAK1-PIM2 経路を標的とした新規の機序で腫瘍抑制を図りつつ、骨喪失部に骨再
生と腫瘍抑制性の骨髄細胞環境を誘導するという画期的な治療法を開発することを目
的とする。また、独自に合成した TAK1 および PIM 阻害薬の前臨床の検証を行い、治
療効果と安全性に優れた新規阻害薬を創出する。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨髄腫細胞の TAK1の発現・活性化亢進機序と TAK1阻害による抗腫瘍効果の検討 
症候性骨髄腫および再発・難治骨髄腫患者の骨髄検体を用い、骨髄腫の進行に伴う

TAK1、PIM2およびリン酸化 TAK1の発現レベルの変化を免疫組織学的に検討する。ま
た、TAK1や PIM2が骨髄腫細胞で過剰発現している機序を明らかにするために、TAK1
遺伝子のプロモーターに結合する可能性のある転写因子 NF-κB や Sp1 の阻害薬を用い
TAK1や IM2の発現、活性化亢進のシグナル伝達の機序を検証する。 
 
(2) TAK1−Pim-2経路が制御する骨髄腫細胞が産生する分泌蛋白の探索 
 TAK1阻害薬(5Z)-7-oxozeaenolや TAK1および PIM2 siRNAの処理の有無で、骨髄腫細
胞およびその上清をプロテオーム解析で検討し、TAK1- PIM2経路がもたらす骨髄腫各
種病態の形成に関与する分泌蛋白を探索する。 
 
(3) TAK1の骨芽細胞および破骨細胞分化に及ぼす影響の検討 
骨髄腫細胞との共培養、培養上清添加下で、破骨細胞や骨髄間質細胞における TAK1
の活性化および PIM2の発現、そして TAK1 siRNAや TAK1阻害薬による破骨細胞分化
および骨芽細胞分化に及ぼす影響やそれに関わる主要なシグナル経路を調べる。 
 

(4) 活性構造相関を基にした新規 TAK1、PIM阻害薬の創出： 
これまでに治療活性が見出された TAK1 阻害薬 (5Z)-7-oxozeaenol および PIM 阻害薬

SMI-16a、SMI-4aをリード薬として、新規の TAK1、PIM阻害薬を合成し、合成化合物
の構造と安定性、培養系における抗腫瘍効果、破骨細胞分化・骨芽細胞分化に及ぼす効
果との相関を評価し、より優れた新規化合物を創出する。 
 
４．研究成果 
(1) 骨髄腫細胞の生存・増殖における TAK1の役割 



TAK-1 の発現は正常末梢血球にはほとんど発現しておらず、多くの骨髄腫細胞株や
CD138陽性骨髄腫患者細胞に構成的に高発現しており、そのリン酸化も亢進していた。
さらに骨髄腫細胞における TAK1 の役割を検討するために、骨髄腫細胞に TAK-1 阻害
薬である LLZ1640-2 ((5Z)-7-Oxozeaenol)を処理すると、用量依存的に骨髄腫細胞株に細

胞死を誘導した。
LLZ1640-2 は 骨
髄腫細胞におい
て TNF-による
NF-κB、p38MAPK、
ERK の活性化や
IL-6 に よ る
STAT3 の活性化
などを抑制した
ことから、TAK1
は骨髄腫細胞の
増殖や生存に重
要なシグナルの
枢軸的な媒介因

子として作用していることが考えられた（図 1）。さらに、TAK1や PIM2が骨髄腫細胞
で過剰発現している機序を明らかにするために、TAK1 遺伝子のプロモーターに結合す
る転写因子 NF-κB や Sp1 の阻害薬を用いた検討により、骨髄腫細胞は TAK1→NF-
κB→Sp1→TAK1という auto-amplification経路や、TAK1→NF-κB, JAK2/STAT3→PIM2経
路による TAK1や PIM2の発現、活性化亢進の機序を有することが示された。 
また、骨髄腫細胞は VLA4を介して骨髄間質細胞の VCAM-1と接着しているが、この
接着は骨髄腫細胞の生存・増殖を促進させ治療抵抗性の獲得に重要な役割を演じている。
そこで、骨髄間質細胞の VCAM-1発現における TAK1の役割を検討したところ、TAK1
阻害により骨髄腫細胞および TNF-αにより誘導される骨髄間質細胞の VCAM-1の発現
誘導が抑制され、骨髄腫細胞と骨髄間質細胞との接着も抑制された。また、骨髄間質細
胞から産生される IL-6は骨髄腫細胞の生存・増殖に重要な役割を担っているが、TAK1
の阻害により骨髄間質細胞からの IL-6 の産生も顕著に抑制された。骨髄間質細胞から
の VCAM-1 の発現や IL-6 の産生誘導はそれぞれ NF-κB および p38 MAPK 依存性であ
るが、TAK1 阻害は骨髄間質細胞における IκBや p38 MAPK のリン酸化を顕著に抑制
していた。また、骨髄腫患者の骨髄間質細胞は VCAM-1や IL-6を高発現していること
が報告されているが、このような骨髄腫患者骨髄間質細胞での VCAM-1や IL-6の高発
現に TAK1 の関与が示唆される（図 1）。これらのことより、TAK-1 は骨髄腫の重要な
治療標的と考えられる。 
 
(2) 骨髄腫骨病変形成における TAK1の役割 
骨髄腫細胞は、骨髄微小環境に依存した進展を示し、破骨細胞による骨吸収の亢進の
みならず、骨髄間質細胞の骨芽細胞分化を抑制し広範な骨破壊性病変を形成する。そこ
で、骨髄腫での破骨細胞形成における TAK1 の役割について検討を行った。TAK1 は、
無刺激の破骨前駆細胞においては発現が低いが、骨髄腫細胞培養上清や骨髄腫骨病変に
て過剰産生されている RANKLや TNF-により発現誘導され、そのリン酸化も亢進して
おり、その下流では PIM2も発現更新していることが明らかとなった（図 1）。TAK1阻
害は骨髄腫培養上清や RANKLにより誘導される破骨細胞形成を抑制し、破骨細胞形成
に重要な NF-κB経路やMAPキナーゼ経路も顕著に抑制した。また、骨髄腫細胞との共
培養における骨髄間質細胞からの RANKL 産生も TAK1 阻害により抑制されたことか
ら、TAK1阻害は直接的に破骨細胞分化を抑制するだけでなく、骨髄間質細胞の RANKL
発現を介した破骨細胞形成も抑制すると考えられる。 
また、骨髄腫では骨髄腫細胞との相互作用により骨髄間質細胞からの骨芽細胞分化が
抑制されている。骨髄腫細胞培養上清や骨髄腫において骨芽細胞分化抑制因子として過
剰産生されていることが報告されている IL-3、IL-7、TNF-α、TGF-や activin Aは、い
ずれも骨髄間質細胞に TAK1のリン酸化と PIM2発現を誘導した。さらに、TAK1阻害
は骨髄腫培養上清やこれらの抑制因子による骨芽細胞分化の抑制を解除し、石灰化結節



の形成を惹起させた。ついで、TAK1阻害による骨髄腫骨形成抑制解除メカニズムをさ
らに検討するため、骨形成抑制因子である TNF-α および TGF-、骨形成促進因子であ
る BMPのシグナル経路における TAK1の役割について検討をした。その結果、前骨芽
細胞株であるMC3T3-E1細胞において TNF-αによる NF-κBおよびMAPKの活性化や、
TGF-による Smad2/3のリン酸化は TAK1阻害により抑制された。一方、BMP-2による
Smad1/5のリン酸化は TAK1阻害により増強した。また、Smad1/5のリン酸化抑制因子
である Smad6の発現が TAK1阻害剤前処理により低下したことから、TAK1阻害により
骨形成促進性の BMP-2シグナルが増強し、骨形成抑制性の TGF-および TNF-αシグナ
ルが減弱することが示された。 
骨髄腫においては骨形成抑制因子が複数過剰に産生されているが、これらの刺激によ
り骨髄間質細胞で活性化された TAK1は、骨髄腫における骨形成抑制に関わる枢軸的な
細胞内シグナル媒介因子として作用していると考えられる。 
 
(3) 活性構造相関を基にした新規阻害薬の創出 

TAK1 の阻害は PIM2
阻害と同様に骨髄微小
環境がもたらす腫瘍進
展や骨病変形成を効率
よく抑制することが可
能である。TAK1阻害は
PIM2を抑制することに
加え、PIM2経路以外の
腫瘍生存や骨芽細胞の
分化抑制に関わる TGF-
β などのシグナル経路
をも抑制しうるため、
TAK1 阻害薬はより強
力な腫瘍抑制と骨破壊

防止・骨再生誘導活性を備えた新規の抗骨髄腫薬の候補となることが期待される。さら
に、正常細胞の TAK1の発現はごくわずかであることから、TAK1を標的とした治療は
腫瘍特異性が高く、副作用が少ない治療法になりうると考えられる。 
これまでの研究で抗腫瘍作用に加え骨破壊防止と骨再生作用というユニークかつ強力
な治療活性が培養系と骨髄腫動物モデルにて確認された、PIM2阻害活性とともに dual-
specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase (DYRK)1α阻害活性を有するチアゾリ
ヂンジオン誘導体 SMI-16a や SMI-4a、そして強い TAK1阻害活性を有するMAPK阻害
薬 LL-Z1640-2 をリード薬として、より高い安全性、安定性と治療活性を有する新規構
造の化合物の合成と構造活性相関による化合物の最適化を行った。リード化合物 SMI-
16a、SMI-4a から
38 種の新規化合
物を合成し、その
中で#A-1 が最も
強い抗腫瘍活性
（約 50倍強力）を
示した。さらに#A-
1 を構造展開し作
成した#A-2 は#A-
1 を凌駕する抗腫
瘍活性を示し（図
2）、これらの化合
物の大量合成系の
開発を進めてい
る。TAK1 阻害薬
LL-Z1640-2 は合成が困難な化合物であるが合成法の改良などにより、現時点で合成さ
れている誘導体の中で特に化合物 #Bが強い抗腫瘍活性を示した（図 3）。#A-2、#Bは、
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骨髄腫動物モデル(マウス骨髄腫細胞株 5TGM1 の脛骨内移植モデル)において、安全性
とともに強い抗腫瘍活性と骨病変形成防止効果を発揮することが明らかとなった（図 2、
3）。#A-2、#Bはいずれも新規構造であり、化合物・用途特許の出願を行った。 
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