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研究成果の概要（和文）：酸性環境下において骨髄腫細胞は酸を感受しPI3K-Aktを介する生存経路を活性化し、この活
性化がさらに自らのpHセンサーの発現を増強し骨髄腫細胞の酸感受性と生存シグナルを亢進するという悪循環が形成さ
れていることが示唆された。また、酸環境下では骨髄腫細胞の転写因子Sp1の核移行が促進され、ヒストン脱アセチル
化酵素HDACの発現が誘導されアポトーシス誘導因子DR4の遺伝子発現が抑制された。HDAC阻害薬はこのDR4の発現抑制を
回復させた。よってDR4アゴニスト抗体とHDAC阻害薬の併用、PI3K-Akt経路阻害薬は酸が賦与する骨髄腫細胞の薬剤耐
性を克服する治療薬の候補と考えられた。

研究成果の概要（英文）：In an acidic environment, myeloma cells sense an acid and activate survival pathwa
ys via PI3K-Akt. The activation and survival of the acid-sensitive myeloma cells to enhance the expression
 of the pH sensor their further the vicious circle enhancing signal is formed has been suggested. Moreover
, nuclear translocation of the transcription factor Sp1 in myeloma cells was promoted expression of HDAC a
nd suppressed gene expression of apoptosis-inducing factor DR4 in an acid environment. HDAC inhibitors wer
e allowed to recover for the suppression of the expression of DR4. Therefore, PI3K-Akt inhibitors, and the
 combination of HDAC inhibitors and DR4 agonist antibody were considered a candidate for therapeutic agent
s to overcome drug resistance of myeloma cells in an acid environment.
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍細胞は解糖系の亢進により多量の
乳酸を産生（Warburg 効果）し細胞外 pH を
低下させ、酸性微小環境を形成する。酸性微
小環境は、抗癌剤への耐性を惹起し癌細胞の
悪性形質を強める。従来の抗腫瘍薬は pH7.4 
でスクリーニングされているが、酸環境下で
の抗腫瘍効果はほとんど検討されていない。
実際、多くの抗腫瘍薬は酸性環境下ではその
抗腫瘍活性が著明に減弱するため、治療成績
の向上のためには腫瘍が形成しうる酸環境
下において強力な抗腫瘍活性を発揮する抗
腫瘍薬の開発が重要な臨床課題である。本研
究では、腫瘍酸性環境における腫瘍生存促進
の分子機序を解析し治療標的となる分子を
同定するとともに、酸性環境下で腫瘍細胞特
異的に細胞傷害活性を発揮する各種薬剤が、
腫瘍の薬剤耐性を克服しうる新規治療薬と
しての有用性を検討する。 
 
２．研究の目的 
酸性環境は癌に共通して認められ、抗癌剤へ
の耐性を惹起し癌細胞の悪性形質を強める。
従来の抗腫瘍薬の多くは酸環境下では抗腫
瘍活性が減弱するため、酸環境下で強力な抗
腫瘍活性を発揮する抗腫瘍薬の開発が重要
な臨床課題である。そこで、骨髄腫瘍病変部
に強力な酸産生細胞である破骨細胞を誘導
し、より高度な酸環境を形成し薬剤耐性を獲
得する多発性骨髄腫を用い、腫瘍酸環境を標
的とし薬剤耐性を克服しうる新規治療薬を
創出するために、腫瘍細胞の生存シグナルの
活性化機序やその代謝に及ぼす影響および
治療標的となる分子の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨髄腫細胞を乳酸により pH を調整した
酸性培地で培養、もしくは破骨細胞との共存
培養下において各骨髄腫細胞株および患者
細胞における Akt のリン酸化と、PI3K 阻害剤
である LY294002 を用い、Akt のリン酸化に
PI3K が関与するかどうかをウエスタンブロ
ット法にて調べる。 
 
(2) 骨髄腫細胞に構成的に発現する pH 感受
受容体である、TDAG8、G2A、OGR1、TRPV1 の
酸性環境下における発現変化を RT-PCR を用
いてRNAレベルで確認する。LY294002を用い、
pH 感受受容体発現レベルの変化に PI3K が関
与するかどうかを調べる。 
 
(3) 酸性環境（pH7.2～6.6）においては骨髄
腫細胞のTNF関連アポトーシス誘導リガンド
TRAIL の感受性が低下するが、そのメカニズ
ム解明のため、酸性環境における骨髄腫細胞
の TRAIL 受容体 DR4 の発現変化を、RT-PCR、
ウエスタンブロット法およびフローサイト
メトリーを用いて RNA レベル、タンパクレベ
ルにおいて検討する。 
 

(4) DR4 の発現低下についてエピジェネティ
ックなメカニズムが関与しているかどうか
を検討するため、ヒストン脱アセチル化酵素
(HDAC)阻害剤であるバルプロ酸が酸性環境
での DR4 の発現に及ぼす影響を RT-PCR、ウエ
スタンブロット法を用いて検討する。また、
酸性培地において、骨髄腫細胞の HDAC1、
HDAC2 の発現、ヒストン H3、4のアセチル化
についても調べる。 
 
(5) 酸性環境下で HDAC の発現が増強するメ
カニズムを明らかにするため、発がん遺伝子
である SV40 のプロモーター部に結合する因
子として発見された転写因子Sp1が関与する
かどうかをSp1の転写活性阻害剤テラメプロ
コールを用いて調べる。 
 
(6) 酸性環境において低下した骨髄腫の抗
DR4 アゴニスト抗体による細胞死が、HDAC 阻
害剤により回復するかどうかを WST-8 assay
を用いて調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 骨髄腫細胞株 RPMI8226、INA-6、MM1S、
において、pH6.8 の酸性培地で培養したとこ
ろ、すべての細胞において Akt のリン酸化が
亢進しており、PI3K 阻害剤である LY294002
の添加により、この Akt のリン酸化の亢進が
抑制された(図 1)。また、強力な酸産生細胞
である破骨細胞との共存培養下においても
同様の結果が得られた。このことから、酸性
環境では骨髄腫細胞のAktのリン酸化が亢進
し、その亢進に PI3K-Akt 経路が重要な役割
を果たしていることが示唆された。 
 
 
 
 

 
図１ 酸性環境における各種骨髄腫細胞のAktの活性化 

 
(2) 骨髄腫細胞株 RPMI8226、INA-6、MM1S は
pH 感受受容体 TDAG8、G2A、OGR1、TRPV1 を
mRNA レベルで発現しており、酸性環境下
(pH6.8)においてその発現が上昇し、
LY294002 の添加によりその発現レベルは低
下した。このことから、酸性環境下での各種
pH 感受受容体の発現上昇に、PI3K 経路が深
く関与していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 3 酸性環境下での pH感受受容体の発現(RT-PCR) 



(3) 酸性環境（pH6.8～6.6）において骨髄腫
細胞の DR4 の発現は、RNA レベルで低下した
(図 3)。また、タンパクレベルでの発現低下
も認められた(図 4)。このとから酸性環境に
おける骨髄腫細胞に対する抗DR4アゴニスト
抗体のアポトーシス誘導の減弱は、賛成環境
でのDR4の発現低下によるものであることが
示唆された。 
 
 
 
 
 

 
図 3 酸性環境下での DR4 発現(RT-PCR) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

図 4 酸性環境下での DR4 発現(ウエスタンブロット) 

 
(4)ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害薬
であるバルプロ酸を添加すると、酸性環境に
おける DR4 の発現低下が回復した。また、酸
性培地において、各種骨髄腫細胞の HDAC1、
HDAC2 の発現が上昇しており、ヒストン H3、
4のアセチル化は低下していた(図 5)。この
ことから酸性環境では HDAC1、2の発現が上
昇し、ヒストンの脱アセチル化が起こってい
ることが示唆された。 
 
 
 
 

 
図 4 酸性環境下でのヒストン 3、4のアセチル化 

 
(5) 酸性環境下および非酸性環境下におい
て、Sp1 転写活性阻害剤テラメプロコールの
添加により、骨髄腫細胞の HDAC1 が著明に低
下した(図 5)。このことから骨髄腫細胞にお
いて転写因子 Sp1 が HDAC の発現を調節して
いる可能性が示唆された。 
 
 
 
 

 
図 5 Sp1 阻害剤による HDAC1 の発現変化 

 
(6) 酸性環境において低下した骨髄腫の抗
DR4 アゴニスト抗体による細胞死は、HDAC 阻
害剤の添加により回復した(図 6)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 Sp1 阻害剤による DR4 誘導性アポトーシスの回復 

 
以上のことから、酸性環境下において骨髄
腫細胞は pH 感受受容体を構成的に発現し
酸を感受しており、PI3K-Akt を介する生存
経路を活性化し、この活性化がさらに自ら
の pH センサーの発現を増強し骨髄腫細胞
の酸感受性と生存シグナルを亢進するとい
う悪循環が形成されていることが示唆され
た。また、酸環境下では骨髄腫細胞の転写
因子 Sp1 の核移行が促進され、ヒストン脱
アセチル化酵素 HDAC の発現が誘導されア
ポトーシス誘導因子 DR4 の遺伝子発現が抑
制された。HDAC 阻害薬はこの DR4 の発現抑
制を回復させた。よって DR4 アゴニスト抗
体と HDAC 阻害薬の併用、PI3K-Akt 経路阻
害薬は酸が賦与する骨髄腫細胞の薬剤耐性
を克服する治療薬の候補と考えられた。 
 
本研究は酸性環境における癌細胞（骨髄腫
細胞）の薬剤耐性メカニズムの一部を解明
し、その克服薬の候補を提示した。様々な
癌細胞は、周囲に酸性環境を形成している
と考えられているが、同環境下での抗癌剤
の効果の検討や薬剤耐性のメカニズムに対
する解析の詳細な報告は未だ少ない。今後
は薬剤排出トランスポーターや DR4 以外の
TNF スーパーファミリーに関して酸性環境
下における変化や薬剤耐性に対する関与を
検討していきたいと考えている。また、骨
髄腫以外の癌細胞（乳癌や前立腺癌）にお
いても同様の知見が得られれば、医学の発
展により貢献するのではないかと考えてい
る。 
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