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          研究成果の概要（和文）： 
 多くのがんの増殖に関連するβ-catenin を標的として抗体結合型 siRNA の作製を試み、多発

性骨髄腫（以下、MM）に対する新規治療法の開発研究を行った。β-catenin siRNA が免疫不全

マウスに移植した MM 腫瘤の増殖を著明に抑制することを確認した。さらに抗体と siRNA の結合

に成功し、抗体結合型 siRNA を作製した。本研究の成果は、多発性骨髄腫に対する RNA 干渉療

法の開発へと展開できる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 β-catenin silencing is explored as a novel therapeutic target against multiple myeloma 

(MM). β-catenin protein is overexpressed in human MM cell lines as well as CD138-positive 

MM cells obtained from patients. The treatment of β-catenin siRNA with atelocollagen  

significantly inhibited the proliferation of MM cells in a MM-bearing mouse model. 

Furthermore, we have developed antibody-conjugated oligo-RNAs. It is suggested that these 

findings will enable to develop siRNA drugs against MM in the near future. 
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１．研究開始当初の背景 
 翻訳後遺伝子発現抑制機構である RNA干渉

を応用した siRNA 療法は、臨床医学分野にお

いても悪性腫瘍に対する新たな分子標的治

療として注目を浴び、siRNA を細胞内に有効

に 導 入 す る た め 種 々 の drug delivery 

systems (DDSs) が開発されている。我々は

カチオニックリポソームやアテロコラーゲ

ンを用いた siRNA療法の可能性を報告してき

た。しかし、血液細胞への siRNA の導入効率

は未だ十分とは言えない。 

 β-catenin は古典的Wnt/β-catenin経路の

中間タンパクで、胚の初期発生や形態形成の

ほか、細胞増殖シグナルに関与する。固形腫

瘍のほか、急性白血病、慢性骨髄性白血病な

ど、造血器悪性腫瘍の病態形成に関与するこ

とが知られており、さらに幹細胞生物学にお

いても、がん幹細胞の維持に関連し非常に注

目されている分子である。 

 CD138 抗原（Syndecan-1）は、多発性骨髄

腫（以下、MM）特異的に発現した抗原である。

MM 細胞特異的な DDSs の開発を考えた場合、

CD138 をターゲットとして、抗 CD138 抗体に

結合させた薬剤を投与することは、効果的、

かつ安全な治療法となる。 

 

２．研究の目的 
 本研究では抗原抗体反応を DDS に利用し、

MM細胞が特異的に発現しているCD138抗原に

対する抗 CD138 抗体結合型 siRNA を作製し、

MM に対する新たな分子標的療法開発の基礎

的検討を行った。標的分子としては、古典的

Wnt/β-catenin 経路の中間タンパクである

/β-catenin を選定した。また並行して

β-catenin を分子標的とした新規分子標的治

療薬の開発も行った。 

 
３．研究の方法 
(1) MM患者検体におけるβ-cateninの発現の

確認 

 MM 患者より採取した骨髄細胞から、

CD138 抗体を用いて MACS(Magnetic 

activated cell sorting)にて CD138 陽

性 MM 細胞を純化し、β-catenin の発現を

検討した。 

 

(2) β-catenin siRNAのMM腫瘍モデルマウス

における治療効果 

 β-catenin の治療標的としての有効性

を、RPMI8226MM 細胞株を移植したマウス

皮下腫瘤モデルを用いて検討した。 

① 1％アテロコラーゲンを DDS として

β-catenin との複合体（アテロコラ

ーゲン最終濃度；0.5％）を作製す

る。 

② MM皮下腫瘤が直径10 mmとなった時

点より、β-catenin /アテロコラー

ゲン複合体を 2/週で 4週間投与し

た。腫瘤サイズを計測し、β-catenin 

siRNA による MM 腫瘤に対する増殖

抑制効果を検討した。 

 

(3) CD138抗体結合型siRNA/オリゴRNAの作

製 

 抗体分子を Fab'化し、3'-チオール化し

たオリゴ RNA と結合させ、Fab'- 

conjugated oligoRNA の作製を行った。 

 

(4) β-catenin の MM に対する分子標的薬の

開発 

 我々は抗体結合型β-catenin siRNA の

合成とともに、β-catenin を標的とした

分子標的治療薬の共同開発を米国製薬

企業と行った。RNA 干渉を利用したハイ

スループットスクリーニング (HTS) 法

を用いてβ-catenin 特異的にそのシグナ

ルを抑制する化合物を見出した。まず、

β-catenin siRNA を in vitro で腫瘍細胞

に導入後、β-catenin をノックダウンし

た結果の遺伝子プロファイルを同定し

た。一方で、ライブラリーにある化学物

質を腫瘍細胞に添加した際の遺伝子プ



ロファイルの結果とβ-catenin をノック

ダウンした際の同様のプロファイルを

示す薬剤を選び出し、β-catenin シグナ

ルに作用する化合物を initial 

compound として同定した。これを構造展

開することにより新規のβ-catenin 阻害

剤 AV65 を公知化合物（lead compound）

として合成した。本化合物を用いて、MM

細胞に対する増殖抑制効果を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) MM 患者検体におけるβ-catenin の発現 

 MM 患者から採取した骨髄細胞より、

MACS を用いて CD138 陽性骨髄腫細胞を

純化した（純度；90%以上）のち、ウエ

スタンブロッティング法により

β-catenin タンパクの発現を検討した。

MM 細胞は、健常人ボランティアより採取

した末梢血単核細胞、および骨髄中の

CD138 陽性形質細胞より著明に

β-catenin の発現を確認した。さらに、

細胞質成分、核成分に分け活性型の非リ

ン酸化β-catenin の発現を確認したとこ

ろ、核内での非リン酸化β-catenin は高

発現していた。 

 

(2) β-catenin siRNAのMM腫瘍モデルマウス

における治療効果 

 β-catenin siRNA 投与により、腫瘤中

のβ-catenin mRNA、およびβ-catenin タ

ンパクの発現低下、c-myc 陽性細胞の減

少を認めた。さらに活性型カスパーゼ 3

陽性細胞、TUNEL 陽性細胞は scramble 

siRNA を投与に比して有意な増加を認め

た。さらにβ-catenin siRNA/アテロコラ

ーゲン複合体投与群で有意に MM 皮下腫

瘤の生長が抑制された（図 1）。以上のこ

とから、β-catenin siRNA は MM 細胞にア

ポトーシスを誘導し、増殖抑制をもたら

すことが明らかとなった。 

 

(3) CD138抗体結合型siRNA/オリゴRNAの作

製 

 目的産物である Fab'-RNA conjugate

は、オリゴ RNA の SH 基と Fab'化させた

抗体分子の SH 基との S-S 交換反応によ

り生成した。 

 抗体分子（IgG）をペプシン消化し、

(Fab')2 を生成した。次に、オリゴ RNA

と(Fab')2 抗体分子から Fab'-RNA 

conjugate を作製した。ゲル濾過クロマ

トグラフィー法によりconjugateの可能

性の高い物質を回収した。 

 

(4) β-catenin の MM に対する分子標的薬開

発 

 β-catenin に対する新規分子標的化合

物 AV65 は、濃度、および時間依存性に

MM 細胞株の増殖を抑制し、また MM 患者

より採取した CD138 陽性 MM 細胞の増殖

も抑制した。フローサイトメトリー法、

fluorometric protease アッセイにて

AV65 はカスパーゼの活性化を介して MM

細胞をアポトーシスに陥らせているこ

とが明らかとなった。また、AV65 の

β-catenin の下流シグナルへの影響を

TCFレポーターアッセイ、およびc-myc、

survivin のタンパク発現で確認したと

ころ、TCF シグナルは AV65 濃度依存性に

低下し、c-myc、survivin の発現低下を

認めた。次に、MM 細胞株を用いて作製し

た正所性 MM 担がんモデルマウスに対す

る AV65 の治療効果を検討した。AV65 治

療群は無治療群に比して統計学的に有

意に生存期間を延長した（図 2）。 

 以上より、AV65 は MM に対する

β-catenin を標的とした新規薬剤として

の可能性があることが明らかとなった。

現在、本 AV65 をさらに構造展開した薬



剤を用いた臨床試験が米国で計画中で

ある。 
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