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研究成果の概要（和文）：　多発性骨髄腫は2番目に多い難治性の血液がんである。低分子や抗体からなる新た
な分子標的薬の開発により平均生存年数は延びてきているが、ほとんどの患者でこれらの薬に対しても抵抗性を
持つ骨髄腫細胞が出現し再発してしまう。
　我々の開発したTRUE gene silencing法はsgRNAを用いた遺伝子発現抑制法であり、我々の最終目標は骨髄腫患
者を治癒に導く核酸医薬であるsgRNAを発見することである。本研究では、骨髄腫細胞の増殖を助けているマク
ロファージの性質を攻撃型に変えるsgRNA薬候補を見出し、マウス実験においてこのsgRNA薬の腫瘍増殖抑制効果
を確認した。

研究成果の概要（英文）：　Multiple myeloma is the second most common refractory hematological 
malignancy. Although mean survival is extended by development of new molecular target drugs made of 
small molecules or antibodies, drug-resistant myeloma cells emerge in most of the patients and 
result in subsequent relapse of cancer.
　We have developed TRUE gene silencing as a gene expression suppression technology using sgRNA, and
 our final goal is to discover therapeutic sgRNAs to cure multiple myeloma. In this study, we found 
a candidate sgRNA drug that can change macrophages that support myeloma growth to those that attack 
myeloma cells, and demonstrated that this sgRNA drug can suppress tumor growth in a mouse model 
experiment.

研究分野： RNA治療学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 多発性骨髄腫は 2番目に多い血液がんであ
り、全世界で年間 15 万人程の患者がこれに
より死亡していると見積もられている。米国
では、およそ 45,000人の患者がおり、毎年新
たに 24,000 人程が多発性骨髄腫と診断され
ている。診断からの平均生存年数はわずか約
3–4 年であったが、最新の骨髄腫治療法を試
すことができる米国においては、サリドマイ
ド誘導体であるレナリドマイドやプロテア
ソーム阻害剤であるボルテゾミブなどの新
しい薬が導入されてきて、この 10 年間で平
均生存年数は約 7–8年に延びてきている。し
かしながら、ほとんどの患者で、これらの薬
に対して抵抗性を持つ骨髄腫細胞が出現し、
がんが再発してしまう。多発性骨髄腫は未だ
に原因も解明されておらず、成功率の低い骨
髄移植以外に治療法もないがんである。2011
年 12月 15日号のNature誌に掲載された多発
性骨髄腫の特集記事には、「この血液がんは、
未だにほとんど確実な死刑宣告である」とい
う記載がある。 
このような困難な状況下にはあるものの、
着実に良い知らせは蓄積しており、2011年 3
月には 38 人の多発性骨髄腫患者の全ゲノム
配列が決定され、RAS、NF-κB、Myc の活性
化や p53の不活性化に導く変異のがん化への
関連が確認された [Nature, 2011, vol 471, 
467–472]。また、予想外なことに、42%の患
者において、RNA加工やタンパク質への翻訳
に関係する遺伝子に変異があることが発見
された。これらの骨髄腫ゲノムの情報は、低
分子、抗体、あるいは核酸を用いた分子標的
薬の開発を促進するはずである。 
がんの増殖にはその微小環境が重要な役
割を担っており、多発性骨髄腫では骨髄間質
細胞や骨髄マクロファージ（MΦ）との相互
作用が骨髄腫細胞の増殖に決定的な影響を
与えていることが分かってきている
[Seminars in Hematology, 2004, vol 41, 1–5; 
Blood, 2009, vol 114, 3625–3628]。MΦは炎症
を促進する M1と炎症を抑制する M2の両極
端な状態の間の何れかの状態にあると考え
られており、M1 MΦは IL-12や TNF-αを、
M2 MΦは IL-10や TGF-βや VEGFを多く分
泌する[Immunity, 2014, vol 41, 14–20]。腫瘍に
浸潤しその増殖を助ける腫瘍関連 MΦ は M2
状態にあるが、CSF-1R の低分子阻害剤によ
り M1状態に遷移させることにより膠芽腫の
増殖を抑制することが示されている[Nature 
Medicine, 2013, vol 19, 1264–1272]。多発性骨
髄腫においても、M2 状態の骨髄 MΦ を M1
状態に遷移させることにより、血管新生や腫
瘍増殖を抑え、分子標的薬の効果を最大限に
発揮できることが期待される。 
我々は、 TRUE gene silencing (tRNase 

ZL-utilizing efficacious gene silencing) 法と呼
ぶ遺伝子発現抑制技術を開発してきた。tRNA
前駆体切断酵素 tRNase ZLを利用するこの技
術は、がんなどの疾病に対する治療法として

の可能性を秘めている。この技術の基盤は、
この酵素が tRNA前駆体やmicro-tRNA前駆体
に類似した RNA 複合体を認識し切断するこ
とができ、7–30 ヌクレオチド（nt）の small 
guide RNA (sgRNA)を用いてあらゆるRNAを
任意の部位で特異的に切断することができ
る特性にある（図 1）。sgRNAは、5′-half-tRNA、
14-nt linear RNA、RNA heptamer、hook RNA
の 4種類に分類される（図 2）。sgRNAを発 
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現プラスミドや合成 2′-O-methyl RNAの形で
哺乳動物細胞中に導入することによって、そ
の標的となるmRNAやmiRNAの発現を抑え
ることができる。更に、我々は「がん治療用
sgRNA薬スクリーニングシステム」を開発し、
骨髄腫細胞株や白血病細胞株に効率よく
apoptosisを誘導する数 10種類の heptamer型
sgRNAを見出した。現在、骨髄腫細胞株に効
率よく apoptosis を誘導する 7 つの heptamer
型 sgRNA に関して、apoptosis 誘導機構の解
明およびマウス xenograft モデルにおけるこ
の sgRNA 薬の腫瘍増殖抑制効果の試験を行
っている。H11247、H15540、H15860 につい
ては、既にマウス実験での腫瘍増殖抑制効果
を確認している。 
 
２．研究の目的 
我々は、TRUE gene silencing法を多発性骨
髄腫に応用し、患者を寛解・治癒に導くこと
ができる sgRNA 薬を発見することを長期目
標としている。本研究においては、(1)骨髄腫



患者から得られた新鮮骨髄腫細胞に対する、
上記 7種類の sgRNA薬の apoptosis誘導能を
試験すること、(2) sgRNA薬スクリーニング
システムを用いて、MΦ を M1 状態に遷移さ
せる sgRNAを見出すこと、(3) このMΦ標的
sgRNA 薬あるいは既存の MΦ 標的薬剤と骨
髄腫細胞標的 sgRNA薬の併用による、MΦ共
存下における骨髄腫細胞への apoptosis 誘導
を in vitroおよび in vivoで試験することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 新鮮骨髄腫細胞に対する sgRNA の
apoptosis誘導能試験 
我々は「がん治療用 sgRNA 薬スクリーニ
ングシステム」を用いて、種々のヒト骨髄腫
細胞株（KMM-1、RPMI-8226、KMS-12-BM、
KMS-12-PE、KMS-11、RPMI-1788、Oda）に
効率よく apoptosisを誘導する 7つの heptamer
型 sgRNA を既に見出している（この 7 つの
sgRNAをM-7と表記する）。本試験では、多
発性骨髄腫患者から得られた新鮮骨髄腫細
胞に対する、何種類かの M-7 sgRNA 薬の
apoptosis誘導能を解析する。具体的には以下
の実験を行った。 
① 協力病院にて同意の得られた骨髄腫患者
から骨髄液を採取する。 
② EasySep Human CD138 Positive Selection 

Kit (STEMCELL Technologies)を用いて、
CD138 陽性形質細胞を分離し、RPMI 
1640培地中で培養する。 
③ 得られた新鮮骨髄腫細胞に対して、M-7 

sgRNA薬をそれぞれ終濃度 1 μMになる
ように培地に加え、3日間培養する。 
④ MTT試験により、新鮮骨髄腫細胞に対す
る M-7 sgRNA薬の apoptosis誘導効率を
解析する。 

 
(2) MΦ標的 sgRNA薬のスクリーニング 
 60種類の heptamer型 sgRNA からなるライ
ブラリーをスクリーニングし、ヒトの腫瘍関
連M2 MΦをM1状態に遷移させる sgRNAを
見出す。具体的には以下の実験を行った。 
① ヒト U937および THP-1細胞を分化誘導
剤 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
(TPA)で刺激し、MΦ様細胞に分化させる。 
② 60種類の heptamer型 sgRNAをスクリー
ニングし、IL-10や IL-12の生産量を指標
に、上記MΦ様細胞をM1 MΦへ遷移誘
導する sgRNA を見出す。cytokine 量は
ELISA を用いて、遺伝子発現の変化は
qRT-PCRを用いて測定する。 
③ 健常者の末梢血から EasySep Direct 

Human Monocyte Isolation kit (STEMCELL 
Technologies)を用いて CD14 陽性細胞を
分離し、M-CSFによりMΦに分化させる。
この分化したMΦを TCCM（骨髄腫細胞
を 16時間培養した RPMI 1640培地で細
胞を除去したもの）で培養することによ
り、腫瘍関連 M2 MΦを生成する。②で

得られた sgRNA のヒト新鮮 MΦに対す
る遷移誘導効果を試験する。 

 
(3) in vivo MΦ 標的および骨髄腫細胞標的
sgRNA薬併用試験 
腫瘍関連M2 MΦ標的 sgRNA薬と骨髄腫細
胞標的 sgRNA薬の併用による、腫瘍関連MΦ
共存下における骨髄腫細胞への apoptosis 誘
導を in vivo で試験する。ヒト骨髄腫細胞株
KMM-1 を、SCID/NOD マウスの皮下に移植
したマウス xenograft モデルを用いて個体レ
ベルでの腫瘍増殖抑制効果を試験する。具体
的には以下の流れで実験を行った。 
① SCID/NODマウス 24匹の皮下に、マトリ
ゲ ル を 用 い て ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 株
（KMM-1）を移植する。  
② ヒト細胞が生着したマウス 24 匹を選択
し、6 匹ずつ 4 つのグループに分け、そ
れぞれのグループのマウスに生理食塩水、
骨髄腫細胞標的 sgRNA薬単独、MΦ標的
sgRNA 薬単独、および MΦ 標的 sgRNA
薬と骨髄腫細胞標的 sgRNA 薬の両剤を
皮下に局所投与する。 
③ その後、毎日皮下の腫瘍の体積を計測し、
体積が 1500 mm3を超えたらマウスを安
楽死させ、腫瘍を摘出する。 
④ 腫瘍体積の増加率グラフや生存率グラフ
の解析を行う。 

 
４．研究成果 
(1) 新鮮骨髄腫細胞に対する sgRNA の
apoptosis誘導能試験 
同意の得られた多発性骨髄腫患者から採
取した骨髄液から、抗 CD138 抗体を用いて
CD138陽性形質細胞を分離した。この新鮮骨
髄腫細胞に対する sgRNA 薬の効果を試験し
て、M-7 sgRNA 薬のうち H15540 および
H15603 が効率よく apoptosis を誘導すること
が示された。 
 
(2) MΦ標的 sgRNA薬のスクリーニング 
約60種類のheptamer型 sgRNA からなるラ
イブラリーをスクリーニングし、ヒトの腫瘍
関連M2 MΦをM1状態に遷移させる sgRNA
を探索した。ヒト U937および THP-1細胞を
分化誘導剤 TPAで刺激し、MΦ様細胞に分化
させ、これらの細胞を用いて sgRNA ライブ
ラリーのスクリーニングを行った。sgRNA存
在下において培地中に分泌された IL-10 ある
いは IL-12の量を ELISA法にて測定した。 
その結果、sgRNA H15540 が MΦ 様 U937
細胞の IL-10 分泌量を減少させ、H15860 が
IL-12 分泌量を増加させることを見出した。
また、sgRNA H1、H5462、H15860はMΦ様
THP-1 細胞の IL-12 分泌量を増加させた。こ
れらの結果から、sgRNA H1、H5462、H15540、
H15860は、M2 MΦをM1状態に遷移させる
可能性があることが示唆された。 
また、より精度と感度の高い qRT-PCR法に
より IL-10 mRNAおよび IL-12b mRNAを定量



した。その結果、H10923、H12960、H13024
の 3 種類の sgRNAは、両 MΦ様細胞におい
て IL-12b mRNAの発現量を上昇させた。この
ことから、これらの sgRNA は MΦ の性質を
M1 状態の方向に遷移させることができるこ
とが示唆された。 
 更に、ヒト新鮮末梢血由来の単球を分化さ
せたMΦを用いて、sgRNA薬H12960が IL-10 
mRNAの発現量を減少させ IL-12b mRNAの
発現量を上昇させることを示した。このこと
は、H12960 がヒト新鮮 MΦ の性質も M1 状
態の方向に遷移させることができることを
示唆している。 
 
(3) in vivo MΦ 標的および骨髄腫細胞標的
sgRNA薬併用試験 

MΦ の性質を M1 状態の方向に遷移させる
ことができることが示唆された sgRNA 薬
（H12960）と骨髄腫細胞に効率よく apoptosis
を誘導する sgRNA 薬（H15603）を、それぞ
れ単独で、あるいは併用して局所投与するマ
ウス xenograft実験を行った。 
その結果、sgRNA薬の併用による顕著な相
乗効果は観察されなかったが、sgRNA 薬
H12960 は単独投与でもヒト骨髄腫細胞株
KMM-1 を移植した免疫不全マウス実験にお
いて、腫瘍の増殖を抑えることが示された。
このことは、sgRNA薬 H12960がマウスの腫
瘍関連M2 MΦをM1に遷移させることによ
って腫瘍の増殖を抑える効果を発揮する可
能性を示唆している。 
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