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研究成果の概要： 多発性骨髄腫におけるレナリドマイド耐性の機序解析を行うため、レナリ

ドマイド感受性骨髄腫細胞株から、レナリドマイド抵抗性の細胞株を樹立した。これら細胞株

間の遺伝子発現の相違を DNA アレイにより解析し、レナリドマイドによる抗骨髄腫効果とレナ

リドマイド抵抗性の機序とを検討した。これらの機序解析は、レナリドマイド抵抗性を克服す

る新規併用療法を開発するにあたり、有用な情報となると考えられる。 
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１． 研究開始当初の背景 
 

多発性骨髄腫は、形質細胞の悪性腫瘍であ
る。予後は極めて不良であり、標準化学療法
での平均生存期間が 3-4 年、自家幹細胞移植
を併用した大量化学療法で 4-5年と若干の延
長をみるものの、その経過中に治療抵抗性を
獲得するため、治癒を得ることは極めて困難
である。近年、このような状況の中、遺伝子
情報やシグナル伝達に基づく新規治療薬の
開発が欧米を中心に活発に行われており、
2003 年にプロテアソーム阻害剤ボルテゾミ

ブ 、2006 年にサリドマイド誘導体レナリド
マイド(lenalidomide)が、それぞれ骨髄腫治
療薬として米国当局の承認を受けた。 

これまで申請者らは、骨髄腫のトランス
レーショナルリサーチを推進するハーバー
ド大学ダナファーバー癌研究所ジェロムリ
ッパー骨髄腫センター（米国マサチューセ
ッ ツ 州 ボ ス ト ン . 統 括 者 ： Kenneth 
Anderson 教授）において、多数の創薬の臨
床前試験に携わりその結果を報告してきた。     
特に、同センターで行われたレナリドマ

イドの臨床前試験の結果、レナリドマイド
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が骨髄腫細胞に直接作用しアポトーシスを
誘導すること、骨髄微小環境をも治療標的
とし骨髄ストローマ細胞から分泌される 
IL-6 や VEGF 分泌を抑制すること、T リン
パ球や NK 細胞の骨髄腫細胞に対する細胞
障害活性を誘導することなどが明らかとな
った。その結果、レナリドマイドは同セン
ターによる臨床試験を経て、2006 年米国当
局に骨髄腫治療薬として認可されるに至っ
た。 
しかしながら、単剤での効果は十分とは

いえず、その効果を上げるべくさまざまな
併用療法が検討されている。例えば、同セ
ンターの臨床前試験によって明らかになっ
たデキサメサゾンによるレナリドマイドの
抗腫瘍効果の増強は、臨床試験においても、
デキサメサゾン単剤と比べて、有意な効果
持続期間と生存期間の延長を認めている。 
しかしながら、レナリドマイドの骨髄腫

に対する抗腫瘍効果の機序は、未だ不明な
点が多い。さらに、レナリドマイドに対す
る抵抗性の獲得についても、その機序は未
だ明らかではない。新規治療薬レナリドマ
イドの抗腫瘍効果の機序と、耐性獲得の機
序とを明らかにすることにより、レナリド
マイド耐性を克服しうる、より有効な併用
療法の開発が進められ、その結果、難治性
である多発性骨髄腫の予後を改善すること
が期待されている。 
 
 
２． 研究の目的 
 

多発性骨髄腫は、治療経過中に治療抵抗性
を獲得するため、治癒困難な悪性疾患である。
その予後を改善するためには、薬剤耐性を克
服するブレイクスルーが求められており、そ
の一つとして、新規薬剤の開発と、それを用
いた有効な併用療法の探求が求められてい
る。2006 年米国当局に認可された新規薬剤レ
ナリドマイドは骨髄腫患者に対して有望な
成績をあげているが、単剤での効果は十分と
いえず、その効果を上げるべくさまざまな併
用療法が検討されている。 

当研究の目的は、未だ明らかとなっていな

いサリドマイド誘導体レナリドマイド（

lenalidomide）に対する治療抵抗性の標的分子

を遺伝子発現プロファイリングなどの分子生

物学的手法により見出し、その結果、レナリ

ドマイド抵抗性の機序を明らかにし、それを

克服しうる併用療法を検討することである。 
 近年、わたしたちは、今までにないモノク

ローナル抗体の開発や、エピジェネティック

な解析に基づくメチル化阻害剤の骨髄腫治療

への応用を検討している。レナリドマイド抵

抗性の機序を明らかにすることで、これら新

規薬剤どうしの全く新しい併用療法も検討し

ていきたく、その基盤的なメカニズムの解析

を進めるべく、当研究を行っている。 
 
 
３． 研究の方法 
 
（１）各種骨髄腫細胞株における レナリドマ

イド感受性を評価するため、当科にある複数

の骨髄腫細胞株（RPMI8226, U266, OPM1, 

OPM2, MM1S, INA-6などを含む）に対するレナ

リドマイドの細胞障害活性をWST-8アッセイ

により解析した。 
 
（２）次に、ＤＮＡアレイなどの遺伝子プロ
ファイルの手法を用いて、薬剤感受性と関係
する遺伝子セットを探索した。 
初めに、レナリドマイド高感受性の骨髄腫

細胞株を親株としたレナリドマイド耐性株
を樹立した。高感受性株にレナリドマイドを
長期暴露することで樹立されたレナリドマ
イド耐性株と、その親株との遺伝子発現の違
いを Whole Human Genome array 4x44k を用
いて解析した。 

次に、レナリドマイド高感受性の骨髄腫
細胞株において、レナリドマイド処理前後
の遺伝子発現の変化を調べることで、レナ
リドマイドにより発現が変化しうる遺伝子
セットを Whole Human Genome array 
4x44k を用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）初めに、各種骨髄腫細胞株すなわち、
RPMI8226, U266, OPM1, OPM2, MM1S, INA-6
を含めた複数の骨髄腫細胞株に対して、レナ
リドマイド 0.1-10 µM を投与し、48 時間お
よび 72 時間培養した。細胞障害活性を WST-8 
アッセイで評価した結果、細胞株 A（特許申
請を検討しており、細胞株の名前は伏せさせ
ていただく）が、他の細胞株に対してレナリ
ドマイド高感受性であることが明らかとな
った。 
 
（２）次に、レナリドマイド高感受性細胞株
A にレナリドマイド 10 µM を長期暴露させ、
継代した結果、レナリドマイド耐性の細胞株
（細胞株 A-R と表示させていただく）が樹立
された。親株である細胞株 Aと、レナリドマ
イド耐性細胞株 A-R にレナリドマイド 
0.1-10 µM を投与し 48 時間および 96 時間培
養後、レナリドマイドの細胞障害活性を
WST-8 アッセイにより評価した。細胞株 A で
は、レナリドマイド 0.1-10µM投与96時間後、
非投与群と比較して 40-50%の viability の
低下を認めたが、細胞株 A-R ではほとんど



 

 

viability の低下を認めなかった（図 1）。こ
の結果、レナリドマイド高感受性細胞株 Aを
親株とした、レナリドマイド抵抗性細胞株
A-R が樹立されたことが確認できた。 
 

 
図１：骨髄腫細胞株 A および A-R における
レナリドマイドの細胞障害活性 
 
 
（３）次に、レナリドマイド高感受性細胞株
A とレナリドマイド耐性細胞株 A-R との違
いを明らかにするため、Whole Human Genome 
array 4x44k を用いて、遺伝子発現マイクロ
アレイを行い、細胞株 A と細胞株 A-R との遺
伝子発現を比較した。 
 
 このうち、細胞株Aに対して細胞株A-R の
発現比が 3 倍以上であった遺伝子は 68 あっ
た。そのうち、複数のプローブで発現レベル
が 3倍以上あり、かつ多発性骨髄腫において
発がんや癌進展に関与すると報告されてい
る 3 遺伝子（B, C, D：特許申請を検討して
おり遺伝子名は伏せさせていただく）に注目
した。このうち B は、分泌性たんぱく質の
一種で、骨髄腫および骨髄ストローマ細胞
での高発現が確認されており、その発現増
強が骨髄腫の進展に影響を与えることが報
告されていることから、レナリドマイド抵
抗性にも関与する可能性が示唆される。 
 

次に、細胞株 Aに対して細胞株 A-R の発現
比が 3分の 1以下であった遺伝子は、およそ
750 あった。このうち、influx transporter
の 1種 Eのレナリドマイド耐性株 A-R におけ
る発現低下は、レナリドマイドの細胞内取り
込みを減少させる可能性があることから、耐
性獲得のメカニズムと関与している可能性
が示唆される。また、がん抑制遺伝子 F は、
多発性骨髄腫において遺伝子欠失や遺伝子
変異により発現が低下すること、細胞株にお
ける発現低下は細胞死感受性を低下させる
ことが報告されているが、レナリドマイド耐
性株 A-R においても、親株と比べて Fの発現
が低下していることが確認された。 

 
（４）次に、レナリドマイド高感受性細胞
株 Aにおいて、レナリドマイド処理前後の
遺伝子発現の変化を調べることで、レナリ
ドマイドにより発現が変化しうる遺伝子セ
ットを Whole Human Genome array 4x44k を
用いて解析した。すなわち、細胞株 A にレ
ナリドマイド 1 µM 投与後 2,4,8 時間後、RNA
を抽出し、レナリドマイド非投与をコントロ
ールとして、その遺伝子発現の変化を解析し
た。 

レナリドマイドにより発現が増強した遺
伝子として、36 の遺伝子で 3倍以上の発現
増強が認められた。このうち、転写因子 G
の発現増強は、転写因子 Gが多くの抗アポ
トーシス分子の転写を促すことから、レナ
リドマイドによる細胞障害活性に代償的に
働いていることが推測される。転写因子 G
を抑制しうる薬剤を併用することにより、
レナリドマイドの抗腫瘍効果を増強する可
能性が示唆される。 
 
 次に、レナリドマイドにより発現が減少し
た遺伝子として、3 分の 1 以下であった遺伝
子はおよそ 360 あった。このうちには、
Hideshima らが以前に報告した IL-6を含め、
種々のサイトカインおよびその受容体が含
まれていた。レナリドマイドによる細胞障害
の機序として、サイトカインの減少が寄与し
ている可能性が確認された。 
 

以上の研究結果に基づき、レナリドマイド
による抗骨髄腫効果の機序と、レナリドマイ
ド抵抗性獲得の機序とをさらに研究するこ
とは、レナリドマイド抵抗性を克服しうる新
規併用療法の開発にあたり、有用な情報とな
ると考えられる。 
 
本邦においては、早ければ2010年度にも、

レナリドマイドが新規骨髄腫治療薬として
当局に認可されることが見込まれている。こ
のため、未だ明らかとなっていないレナリド
マイド耐性の機序解明とそれに基づく新規
併用療法の開発は、急務と考える。このたび
の研究を今後も継続することは、日本のみな
らず国際的にも重要な研究課題であり、その
成果は骨髄腫患者の予後に大きなインパク
トを与えることが予想される。   
レナリドマイドの対象疾患は、米国当局に

認可された多発性骨髄腫・骨髄異形成症候群
のみならず、他の血液がんや固形癌へと拡大
することが予想される。癌治療全体に強いイ
ンパクトを及ぼすべく、当研究が見出した成
果に基づき、さらに当研究を継続していきた
い。 
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