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研究成果の概要（和文）：骨髄腫(MM)骨病変部では酸性環境が形成されているが、酸はMM細胞のPI3K-Akt生存経
路の活性化すると共にpHセンサーTRPV1の発現を亢進させ、同時にHDAC1の発現誘導を介し遺伝子発現を制御し、
MM細胞が酸感受性を高めつつ生存シグナルの活性化を獲得するという骨病変部酸環境へのMM細胞の順応機序が示
された。また、MM細胞と骨髄微小環境側の骨髄間質細胞および破骨細胞との相互作用によりこれらの細胞全てに
おいて、TAK-1-Pim-2キナーゼ経路が活性化され腫瘍進展と骨病変の形成に重要なシグナルを媒介していた。
TAK-1はMMの腫瘍進展と骨破壊病変形成を促進する枢軸的な制御因子と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Acid activates the TRPV1-PI3K-Akt survival signaling in MM cells, which 
further upregulates the pH sensor TRPV1 while inducing HDAC-mediated gene repression, suggesting a 
positive feedback loop between acid sensing and the PI3K-Akt signaling. Cocultures of MM cells with 
bone marrow stromal cells (BMSCs) or osteoclasts (OCs) activate the TGF-β-activated kinase-1 
(TAK-1)-Pim-2 pathway in these cells to enhance MM tumor progression and bone destruction. TAK-1 
inhibition not only directly suppressed MM cell growth but also impaired MM cell adhesion to BMSCs 
to reduce BMSC support for MM cell growth. In addition, TAK-1 inhibition was able to restore 
osteoblastogenesis suppressed by MM cells and abolish RANKL-induced osteoclastogenesis. Thus, TAK1 
may become an efficacious therapeutic target in MM to suppress tumor burden while restoring bone.

研究分野：血液内科
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１．研究開始当初の背景 
 多発性骨髄腫は現有の治療では依然治癒
が困難であり骨喪失は進行性であるため、新
規機序による腫瘍抑制と骨病変を防止し骨
喪失部に骨再生をもたらす治療法の開発が
残された重要な臨床課題である。骨髄腫細胞
により骨病変部に誘導される破骨細胞、間質
細胞や血管内皮細胞は“骨髄腫ニッチ”と言う
べき骨髄腫細胞の生存・増殖に好適な細胞環
境を形成しており、骨髄腫細胞は、骨髄腫ニ
ッチで育まれ、骨破壊・骨喪失を進行させつ
つ骨髄腫ニッチを拡大し、骨髄腫細胞が治療
抵抗性を獲得するという悪循環が形成され
ている。我々はこれまで研究してきた骨環境
内の細胞間ネットワークの分子機序を統合
的に理解し新規治療標的を探索し、腫瘍抑制
とともに破骨細胞形成を抑制し骨形成を誘
導し、骨再生と腫瘍抑制性の細胞環境を構築
するという治療の開発を目指した研究を進
めてきた。 
 
２．研究の目的 
(1) 骨髄腫骨病変部の特徴を反映した酸性環
境や破骨細胞との共存下で骨髄腫細胞を培
養し、酸がもたらす各種生存シグナル経路の
活性化を解析し、骨髄腫骨病変酸性環境が賦
与する腫瘍進展と薬剤耐性の機序とそれを
克服しうる新規治療標的を同定する。また、
酸性環境下における骨髄腫細胞の癌抑制遺
伝子などの遺伝子発現のエピジェネティッ
クな制御機構の基礎的検討も行う。 
 
(2) 治療抵抗性を克服し腫瘍抑制性の骨環境
を誘導する治療および骨破壊病変部に骨を
再生させる新たな治療戦略の開発を目指す。
特にトランスレーショナルリサーチのシー
ズとして、Pim-2キナーゼ、さらに新規の候
補因子として TAK-1を標的とし、薬剤耐性を
克服しかつこれまでになかった骨喪失部に
骨再生をもたらすことのできる画期的な治
療法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 酸性環境で活性化する骨髄腫細胞の生存
シグナル経路の同定 
 骨髄腫細胞が酸を感受し、酸環境下で生
存・増殖を促進させ薬剤耐性を獲得する機序
を明らかにするため、乳酸を添加し作成した
酸性培地で培養後、骨髄腫細胞における細胞
外 pH受容器である Gタンパク共役受容体の
TDAG8， OGR1， G2A，およびバニロイド
受容体の TRPV1 の発現量とその下流シグナ
ルの変化を調べる。次いで、を行い酸性環境
で骨髄腫細胞において変化する遺伝子発現
を cDNAマイクロアレイ解析で、また活性化
する腫瘍細胞内生存・増殖シグナル経路を解
析し、酸性環境下での腫瘍の生存・増殖、薬
剤耐性に関与するシグナル経路や分子を明

らかにし治療標的となるものを同定する。ま
た、腫瘍細胞では癌抑制遺伝子等がエピジェ
ネティックな機序によりその発現が抑制さ
れているが、酸環境下での骨髄腫細胞のヒス
トン脱アセチル化酵素(HDAC)活性の変化や、
酸性環境下で HDAC 阻害薬の添加により発
現が回復する癌抑制遺伝子や向アポトーシ
ス因子などを解析し、エピジェネティックな
制御による酸性環境下での薬剤耐性機序を
解明する。また、酸により骨髄腫細胞で活性
化するシグナル経路を介する骨髄腫細胞の
HDAC活性制御の分子機構を解明する。 
 
(2) Pim-2 キナーゼ、TAK-1 の骨髄腫の骨形
成抑制と骨微小環境内での腫瘍進展・薬剤抵
抗性に及ぼす影響 
 骨髄腫細胞において Pim-2 (Asano, et al. 
Leukemia, 2011)や TAK1を介する生存・増殖
シグナル経路は既知の PI3K/Akt 経路などと
は独立した重要な新規治療標的と考えられ
るため、Pim-2阻害薬や TAK-1阻害薬の、破
骨細胞および間質細胞との共存下における
骨髄腫細胞の治療抵抗性に及ぼす影響を検
討する。単離マウス骨髄細胞や前破骨細胞株
RAW264.7 に骨髄腫細胞培養上清を添加ある
いは骨髄腫細胞を共存培養し、Pim-2 阻害薬
や TAK-1 阻害薬の骨髄腫細胞による破骨細
胞分化誘導に対する抑制効果を検討する。ま
た、c-fos、NFATc1、NF-κB などを指標に
TAK-1阻害薬の破骨細胞分化の主要なシグナ
ル経路に及ぼす影響を明らかにする。前骨芽
細胞株 MC3T3-E1 にβ -glycerophosphate、
vitamin C および rhBMP-2を添加した骨芽細
胞分化培養系を用い、Pim阻害薬と TAK-1阻
害薬の Runx2、Osterixや ATF4など骨芽細胞
分化に必須の転写因子の発現・活性化に及ぼ
す影響や骨髄腫細胞共存下での骨芽細胞分
化誘導活性を調べる。Pim 阻害薬は市販の
SMI-16a および TAK-1 阻害薬は市販の
(5Z)-7-oxozeaenolを用いる。 
 
(3) 骨微小環境を標的とした治療法の開発と
その骨髄腫動物モデルでの効果 
骨形成誘導と腫瘍抑制効果が示された Pim阻
害薬と TAK-1 阻害薬の治療効果を骨髄腫動
物モデルで明らかにする。骨髄腫モデルは、
ヒト骨髄腫に類似した腫瘍病変と骨破壊病
変を形成する同系マウスの脛骨内にマウス
骨髄腫株 5TGM1 を移植したモデルを用いる。
腫瘍増殖を確認後、Pim阻害薬および TAK-1
阻害薬は 20mg/kgで週３回腹腔内投与し、M
蛋白などの腫瘍マーカー、μCT、病理組織、
骨形態学的評価を行い、抗腫瘍効果と骨髄腫
骨病変に及ぼす影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 骨髄腫細胞の酸感受と生存シグナルの悪
循環  



 破骨細胞は強力な酸産生細胞であり、増殖
している骨髄腫細胞は多量の乳酸を産生す
るため、骨髄腫細胞と破骨細胞が相互に活性
化し合っている骨破壊性病変部では、酸性環
境が形成されている。腫瘍の酸性環境は腫瘍
細胞に治療抵抗性を惹起することが知られ
ているが、骨髄腫細胞での発現や酸性環境に
よる影響は明らかでないため、腫瘍酸性環境
への骨髄腫細胞の順応・生存機序を検討した。
MM細胞株 RPMI8226を用いた動物モデルで
の腫瘍内 pH は約 6.8 であった。腫瘍病変部
の RPMI8226細胞は通常培養のものに比べ、
イオンチャネル型バニロイド受容体の
transient receptor potential cation channel 
subfamily V member1 (TRPV1)の発現が亢進し、
TRAIL 受容体 DR4 の発現が減弱していた。
TRPV1は、酸、熱やカプサイシン等を感知す
る侵害受容体であり、乳癌、尿路上皮癌、膠
芽腫などさまざまな腫瘍細胞に高発現して
いる。酸性培地(pH6.8)で骨髄腫細胞株を培養
すると、骨髄腫細胞内の PI3K ならびに Akt
のリン酸化が起こり、TRPV1の発現が亢進し
た（図１）。PI3K 阻害薬 LY294002 の添加に

より、酸性環境下での Aktのリン酸化の誘導
が消失するとともに、TRPV1の発現亢進が減
弱した。酸性環境下での骨髄腫細胞の Aktの
リン酸化誘導は TRPV1 アンタゴニスト
SB36679 の添加で大部分が消失し、さらに
TRPV1 アゴニスト resiniferatoxin により骨髄
腫細胞の Aktのリン酸化が PI3K 依存性に誘
導されたことより、酸は骨髄腫細胞の TRPV1
により感受され、PI3K-Akt経路を活性化する
と考えられた。また、破骨細胞の共存や IGF-1
の添加下では pH7.4においても骨髄腫細胞の
Akt のリン酸化が誘導されるが、このような
状況下でも TRPV1 の発現が亢進したことよ
り、PI3K-Akt 経路の下流で TRPV1 の発現が
誘導されることが示唆された。酸性環境にあ
る骨髄腫細胞では、PI3K-Akt経路の活性化に
加え、JAK2-STAT3、NF-Bや JNK経路の活
性化も惹起されていた（図２）。 
 また、酸性環境下での骨髄腫細胞では

PI3K-Akt経路の活性化により転写因子Sp1の
核移行が促進され、Sp1の標的である TRPV1
やクラス１のヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC）の発現が亢進していた。酸性下で
の骨髄腫細胞の Sp1の核移行は LY294002の
添加によって抑制され、また Sp1 阻害薬
terameprocolの添加により TRPV1の酸性下で
の発現亢進が抑制された。このような結果か
ら 、 骨 髄 腫 細 胞 は 酸 を 感 受 す る と
PI3K-Akt-Sp1 経路の活性化を介し TRPV1 の
発現を増強し、より酸を感知し生存シグナル
経路を活性化するというポジティブフィー
ドバックを形成していること、また酸性環境
下では骨髄腫細胞の遺伝子発現が HDAC を
介するエピジェネティックな機序により制
御調節されていることが考えられる。実際に、
酸性環境下では骨髄腫細胞のヒストン H3、
ヒストン H4 のアセチル化が抑制されており、
HDAC活性が亢進している。また、cDNAマ
イクロアレイによる解析を行なうと、酸性環
境下では骨髄腫細胞の生存や代謝に関わる
多くの遺伝子の発現が低下し、HDAC阻害で
TRAIL受容体 DR4などの約３/４の遺伝子の
発現が回復した。 
 従って、骨髄腫骨病変部酸性環境は、骨髄
腫細胞の酸感受性を亢進させつつ生存シグ
ナルを活性化し、同時に遺伝子の発現を大き
く変化させ、骨髄腫細胞は酸によるストレス
に順応していることが示唆される。このよう
なストレスに骨髄腫細胞が順応する過程が、
薬剤耐性あるいは癌幹細胞のような性質の
獲得に結びついている可能性がある。 
 
(2) 骨髄腫の生存・増殖と骨破壊病変形成に
おける TAK1-Pim-2経路の役割 
①骨髄腫腫瘍進展における TAK1の役割 
 骨髄腫細胞と骨髄微小環境との相互作用

 

 



により両者に Pim-2 キナーゼが発現誘導さ
れ、腫瘍進展と骨病変の形成に重要なシグナ
ルを媒介していることが判明したため、
Pim-2の発現誘導に関わる上流因子を探索し
たところ TGF--activated kinase 1 (TAK1) 
の重要な役割を見出した。TAK-1 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。TAK-1は、TNFファミリ
ーサイトカイン、IL-1 や Toll-like receptor 
(TLR)リガンドなどによって活性化され、ス
トレス応答、炎症や免疫シグナルの制御分子
として重要な役割を演じている。 
 TAK1 蛋白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。この骨
髄腫細胞でのTAK1のリン酸化は骨髄間質細
胞との共存によりさらに亢進した。さらに骨
髄腫細胞における TAK-1 の役割を検討する
ために、骨髄腫細胞に TAK1 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。TAK1阻害は、骨髄腫細胞の TNF-に
よる NF-B、p38MAPK、ERK および IL-6
による STAT3 の活性化を抑制し、骨髄腫細
胞の生存・増殖に深くかかわっている Pim-2
の発現を抑制するだけでなく、転写因子 Sp1
の発現誘導も抑制し、骨髄腫細胞に細胞死を
誘導した。従って、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。
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 IL-6 の産生や VCAM-1 の発現
亢進も TAK1阻害により抑制されたことから、
TAK1 阻害は直接的に骨髄腫細胞を傷害する
だけでなく、骨髄間質細胞を介した骨髄腫細
胞の増殖や生存も抑制すると考えられる。 
 
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 TAK-1 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
TAK1 の発現とそのリン酸化が誘導された。
また、TAK1 は TRAF6 と複合体を形成し、
RANK/RANKL シグナルを媒介することが報
告されている。我々の検討でも、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 TAK1阻害は抑制し、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 の発現亢進も 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
制することが示唆された。 
また、骨髄腫では骨髄間質細胞からの骨芽
細胞分化が抑制されているが、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髄
間質細胞の Pim-2の発現誘導を抑制し、骨芽
細胞分化を回復させ石灰化結節の形成を惹
起させた。したがって、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-Pim-2 経路は、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ことが考
えられる。 

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
TAK-1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 TAK-1 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。 
TAK1 の阻害は Pim-2 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 Pim-2 を抑制することに加え、Pim-2 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。 
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