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研究成果の概要（和文）：微小環境誘導性薬剤耐性の解明を目指し、間質細胞株と骨髄腫株の共培養実験を実施
した。ボルテゾミブ（BZ）の骨髄腫株に対する殺細胞作用は間質細胞株の存在下で大きく減弱した。しかし、オ
ートファジー阻害作用を持つクラリスロマイシン（CAM）を併用投与すると、骨髄腫株への殺細胞作用が増強し
た。BZ+CAM併用はERストレス、ROSおよびアポトーシス促進タンパク質NOXAを増強した。NOXAはERストレスによ
る転写制御のみならず、オートファジー系の分解制御を受けており、CAMはNOXAの細胞内分解も阻害することが
示唆された。微小環境のオートファジー阻害は骨髄腫の治療成績の改善につながる可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：To investigate bone marrow microenvironment-induced drug resistance, we 
examined co-culture of myeloma cells with bone marrow stromal cells. The cytotoxic effect of 
bortezomib (BZ) on myeloma cells was significantly attenuated in the presence of stromal cells. 
However, combined treatment with clarithromycin (CAM), an autophagy inhibitor, enhanced cytotoxic 
effects on myeloma cells even in the presence of stromal cells. Combined treatment with BZ and CAM 
enhanced ER stress , ROS and the pro-apoptotic protein NOXA, which is downstream of ER stress. We 
showed that NOXA is not only transcriptionally regulated by ER stress but also regulated by 
autophagic degradation. This result suggests that CAM also inhibits autophagic degradation of NOXA. 
Targeting autophagy in the bone marrow microenvironment may lead to improved outcomes in myeloma 
therapy.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 多発性骨髄腫　オートファジー　ボルテゾミブ　プロテアソーム　微小環境　マクロライド　クラリス
ロマイシン　小胞体ストレス

  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目標は「完治」でなく「延命」となる。特に、BZと免疫調節薬（IMIDs）に耐性を獲得した
症例の予後は極めて不良である。この原因の一つが微小環境であり、一刻も早い解明が求められている。本研究
で見出されたBZとCAMの併用投薬は間質細胞株の存在下においても強力な殺細胞作用を誘導した。また、微小環
境による薬剤耐性の原因として骨髄腫へのROS負荷、ERストレス負荷、NOXA誘導の減弱作用の存在が示唆され、
オートファジー阻害作用を持つCAMはこれらを著しく増大させた。本研究成果を発展させ、オートファジーを標
的とした治療法を開発することは骨髄腫の治療成績の改善に繋がる可能性が考えられる。

※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 
多発性骨髄腫は難治性の造血器腫瘍であり、単クローン性免疫グロブリンの異常産生を特徴 
とする。この治療に Bortezomib （VelcadeⓇ, 以下 BZ） をはじめとするプロテアソーム阻害剤
が使用されている。かつて骨髄腫は「3 年生存」を目標とするほど予後不良の疾患だったが、 
プロテアソーム阻害剤の登場により長期生存を視野に入れた治療が可能となった。しかし、 
完治不能であることに依然変わりはなく、革新的な治療方法の開発が求められている。 
 

骨髄腫が難治性である原因の一つに骨髄腫細胞と間質細胞の相互作用により生じる微小環境が
ある。骨髄腫細胞が間質細胞に接着することにより微小環境誘導性薬剤抵抗（CAM-DR: cell 
adhesion-mediated drug resistance）が生じるが、その詳細な分子機構は明らかではない。 
 

これまでに、研究代表者はクラリスロマイシン（CAM）をはじめとするマクロライド抗生剤が 
オートファジーの阻害作用を持つことを明らかにした。また、BZ がオートファジーを誘導する
ことおよび、BZ に CAM を併用投与することにより、「細胞内二大タンパク質分解系」を同時阻
害することで、骨髄腫細胞株に対して、小胞体（ER）ストレス負荷を介した細胞死が強力に誘導
することを報告してきた （Moriya S, et al. Int J Oncol. 2013.2015）。 
 

研究代表者が見出した BZ と CAM の併用による本投与法は骨髄腫間質細胞の存在下において
も、骨髄腫細胞株に強力な殺細胞作用を生じることが予備実験において認められていた。また、
骨髄腫細胞株と間質細胞株を共培養後、両細胞を分画すると、骨髄腫のみならず、間質細胞にお
いてもオートファジーが誘導されており、CAM-DR におけるオートファジーの関与が示唆され
ていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、骨髄腫細胞株と間質細胞株の共培養実験をモデルに、骨髄腫微小環境の分子病態の
解明を目指し、これまで研究代表者が見出してきた BZ と CAM の併用投薬法の有効性を検証す
ることで、CAM-DR 克服に向けた基盤形成を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) 骨髄腫細胞株と間質細胞株の共培養実験による殺細胞作用の解析 

骨髄腫細胞株（RPMI8226,IM-9,KMS-12-PE）を pEGFP-C1 vector で標識後、G418 セレクシ
ョンを行い、EGFP 安定発現株を樹立した。本細胞株を間質細胞株（LP101, AA101, 日本大
学 相澤信教授より供与）の単層レイヤー上に播種し、薬剤（BZ, CAM）を投与後、フロー
サイトメーターにて EGFP 陽性の細胞数を定量することにより殺細胞作用を評価した。 
 

2) タンパク質発現解析および遺伝子発現解析 
間質細胞株を裏返したセルカルチャーインサート（Greiner, ポア径 0.4μm）上に播種し、間
質細胞株のレイヤーを形成させた後、インサートをマルチウェルプレートに正しい向きで
装着し、インサートの内側に骨髄腫細胞株を播種した。これにょり、0.4μm のインサートの
微細孔を通して、間質細胞株と骨髄腫細胞株が直接接着できる環境を構築した。培養系に薬
剤（BZ, CAM）を投与後、骨髄腫細胞を回収し、タンパク質および mRNA を精製した。本
サンプルを Western Blotting 法および Real time PCR 法において ER ストレス関連遺伝子群
（GRP78, CHOP, ATF3,ATF4, GADD34, NOXA）を中心に解析した。 
 

3) 遺伝子欠損細胞株の樹立 
pSpCas9（BB）-2A-Puro （PX459） V2.0 vector （Addgene）を使用し、骨髄腫細胞株の NOXA
欠損株および 293T 細胞株（ヒト胎児由来腎臓上皮細胞）の ATG5 欠損細胞株を樹立した。 
 

4) NOXA の半減期解析 
骨髄腫細胞株に薬剤（BZ,CAM）を投与後、タンパク質の翻訳阻害剤である cycloheximide 
（CHX） を併用添加し、経時的にタンパク質を回収し、Westen Blotting 法にて NOXA の半
減期を解析した。また、内在性 promoter による転写制御の影響を排除した解析を行うため
に、CMV-promoter で制御される Flag-NOXA vector を構築した。293T 細胞およびオートフ
ァジー欠損 293T 細胞に Flag-NOXA を導入することで、Flag-NOXA のターンオーバーにお
けるオートファジーの関与を解析した。 
 

5) 細胞内活性酸素種（ROS）の定量評価 
EGFP 安定発現骨髄腫株を間質細胞株のレイヤー上に播種し、薬剤（BZ, CAM）を投与した。
培養後、ROS の赤色蛍光染色試薬である Dihydroethidium を用いて細胞を染色した。フロー
サイトメーターにて EGFP 陽性の骨髄腫細胞株をゲーティングし、赤色蛍光の蛍光強度を
測定することで、骨髄腫細胞株の ROS 負荷を定量評価した。 
 
 



４．研究成果 
1) BZと CAM の併用は間質細胞株の存在下においても骨髄腫細胞株の殺細胞作用を増強する 

間質細胞のレイヤー上に骨髄腫細胞株を播種し、BZ を投与し、フローサイトメーターで
EGFP 陽性の骨髄腫細胞株の数を定量した。骨髄腫単独培養時は BZ により強力な細胞死誘
導が認められたが、骨髄腫細胞株を間質細胞株と共培養すると、BZ の骨髄腫細胞株に対す
る殺細胞作用が減弱しており CAM-DR による薬剤抵抗が生じたものと考えられた。しかし
ながら、BZ にオートファジー阻害作用を持つマクロライド抗生剤である CAM を併用添加
すると、間質細胞株の存在下においても骨髄腫細胞株に強力な殺細胞作用が認められた。間
質細胞への影響は軽微であった。これにより、CAM-DR 克服への BZ と CAM 併用療法の有
効性が示唆された。 
 

2) BZ と CAM の併用は ER ストレスを増強し、細胞死促進タンパク質 NOXA を誘導する 
研究代表者らは BZ と CAM の併用における殺細胞増強作用の分子基盤として、細胞内二大
タンパク分解系の同時阻害による ER ストレス負荷の増大を報告してきた。骨髄腫細胞株に
BZ と CAM を併用添加し、Western Blotting 法および Real time PCR 法においてタンパク質
や遺伝子発現量を検討すると、従来報告してきた CHOP や GRP78 といった遺伝子群の発現
増強を認め、新規に ER ストレス性転写因子である ATF3 の増強ならびに、ER ストレスに
よって転写制御されることが報告されている細胞死促進タンパク質 NOXA の増大を認めた。 
 

3) NOXA の欠損は BZ および BZ と CAM の併用による殺細胞増強作用を大きく阻害する 
（2）において、殺細胞作用に関与する因子として新規に NOXA の関与が示唆されたため、
CRISPER/Cas9 を用いて骨髄腫細胞株の NOXA 欠損株を樹立した。NOXA 欠損株では BZ お
よび BZ と CAM の併用による殺細胞作用が大きく阻害された。このため、本併用投薬法に
おいて NOXA の増大の関与が示唆された。 
 

4) 間質細胞は骨髄腫細胞の ROS 負荷を減弱し、ER ストレス負荷および NOXA を減弱する。 
骨髄腫細胞株と間質細胞株を、セルカルチャーインサートを用いて共培養し、薬剤（BZ,CAM）
を投与後、両細胞を分画し、骨髄腫細胞株からタンパク質および mRNA を回収した。発現
量を行うと、骨髄腫単独培養時には（2）の通り、BZ により ER ストレス関連タンパク質/
遺伝子群の発現増強を認めた。しかし、間質細胞株と共培養するとこれらの発現量は著しく
減弱した。しかしながら、ここにオートファジー阻害作用を持つ CAM を併用添加すると、
間質細胞株存在下においても骨髄腫細胞株に ER ストレスや NOXA の増大が認められた。 
 

次に骨髄腫細胞株に BZ を投与後、細胞内の ROS 負荷を ROS 測定プローブである
Dihydroethidium において検討すると、BZ による骨髄腫細胞株への強力な ROS 負荷増大が
認められた。しかしながら、間質細胞の存在下では、ROS 負荷が有意に減弱していた。ま
た、ROS の緩和剤である NAC の添加は BZ による ER ストレス関連遺伝子/タンパク質の発
現を減弱させ、NOXA の誘導を阻害した。以上の結果より、微小環境による薬剤抵抗の原
因の一つに、ROS および ER ストレス負荷減弱が関与するものと考えられ、ER ストレスに
より転写制御される NOXA もこれら一連の経路に相関して減弱したものと考えられた。 
 

5) NOXA はプロテアソームおよびオートファジーによる分解制御を受ける 
NOXA は従来、プロテアソーム系による分解制御を受けることが報告されていた。そこで
NOXA の細胞内半減期を解析するために、タンパク質翻訳阻害剤である cycloheximide によ
る chase 解析を行った。薬剤非添加および、BZ,CAM 単剤では NOXA の細胞内半減期は 3
時間ほどであったが、BZ と CAM を併用すると NOXA の細胞内半減期の延長が認められ
た。また、内在性プロモーターの転写制御を受けない Flag-NOXA vector を構築し、293T 細
胞およびオートファジー関連遺伝子である ATG5 を欠損させた 293T 細胞への導入を試み
たところ、control 293T 細胞においては Flag-NOXA の発現量は低く保たれており、薬剤
（BZ,CAM）処理により、内在性 NOXA と相関した変動を示した。しかし、ATG5 欠損細胞
株においては Flag-NOXA の発現量は control 細胞株よりも高く保たれており、BZ 単独によ
り著しく増大した。そのため、NOXA はプロテアソーム系のみならず、オートファジーに
よる分解制御を受けるものと思われた。 

 
6) 間質細胞側のオートファジー 

骨髄腫細胞株と間質細胞株を共培養後、両細胞を分画して解析すると、間質細胞側にもオー
トファジーが誘導されるという予備的知見を得ていた。CAM は間質細胞側のオートファジ
ーも抑制している可能性が考えられる。しかしながら、本研究期間中には十分な解析を行う
ことができなかった。本項目は引き続き解析を続ける予定である。 

 
 



 
 
 

研究成果の概略図： 
間質細胞と骨髄腫細胞株の相互作用は骨髄腫細胞株の ER ストレス負荷や、ER ストレスの下流
に存在する細胞死促進タンパク質 NOXA の発現を低下させており、CAM-DR の原因の一つで
あると考えられた。BZ によるプロテアソーム系の阻害と、CAM によるオートファジー系の阻
害は、間質細胞の存在下においても骨髄腫の ER ストレス負荷を増大させた。また NOXA はプ
ロテアソーム系のみならず、オートファジー系による分解制御を受けており、BZ と CAM の併
用は NOXA の増大および分解抑制を介して骨髄腫細胞株に強力な細胞死を誘導した。 
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