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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫は、骨に親和性を持ち、骨破壊病変を形成しつつ骨髄外にも進展する難
治造血器悪性腫瘍である。骨髄腫骨病変部では骨形成が抑制されているが、プロテアソーム阻害薬などの新規薬
での治療奏効例で腫瘍抑制効果と骨形成誘導の逆相関が示唆されている。本研究では、骨髄間質細胞から分化誘
導させた成熟骨芽細胞を骨髄腫細胞と共培養すると、骨髄間質細胞とは異なり、骨髄腫細胞に細胞死を誘導する
ことが示された。その機序として、前骨芽細胞株を成熟骨芽細胞に分化誘導させるとIL-6発現の減少や
osteoprotegerinとmiR-125bの発現増加が認められ、骨髄腫細胞死の誘導に関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma（MM）is an incurable hematopoietic malignancy which has an 
affinity for bone. MM develops exclusively in the bone marrow and generates destructive bone 
disease. While the bone formation was suppressed in the MM bone marrow environment, inverse 
correlation between the tumor suppressive effects and osteogenesis has been shown in MM patients 
with responder of novel agents such as proteasome inhibitors. In the present study, co-culture of MM
 cells with mature osteoblasts which were differentiated from bone marrow stromal cells induced MM 
cell death different from co-culture with MC3T3-El pre-osteoblasts. We also found that the reduction
 of IL-6 expression, the increase of osteoprotegerin and miR-125b were shown in mature osteoblasts 
derived from pre-osteoblasts which conferred to MM cell death.

研究分野： 血液悪性腫瘍

キーワード： 多発性骨髄腫　微小環境　細胞外小胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄腫細胞は骨芽細胞分化を抑制に自らの生存・増殖に好適な骨髄微小環境を形成していること、そして骨形成
誘導により骨髄腫細胞の生存を許容しない排他的ニッチが形成され、骨量の回復と共に抗腫瘍活性を高める可能
性が示唆された。骨芽細胞分化を基軸に骨髄腫骨髄微小環境内での各種細胞間でのmiRの移動や骨髄腫細胞の代
謝制御が明らかになると新たな治療概念、治療戦略の構築に寄与すると考えられる。

※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  

骨は造血幹細胞や白血病幹細胞のニッチを形成し、造血細胞や腫瘍細胞の維持生育に骨微

小環境が深く関与する。多発性骨髄腫は、新規治療薬や造血幹細胞移植の導入によっても未だ

難治であるが、とりわけ骨に親和性を持ち進行性の骨破壊病変を形成し、骨髄微小環境に依存し

た治療抵抗性を獲得する。多発性骨髄腫はどうして骨を好み、骨を破壊し進展するのか。そしてな

ぜ依然として治癒がもたらされず、一部は初発治療から難治なのかが明らかにされていない。これ

までに、骨髄腫細胞由来MIP-1α/βが破骨細胞形成を促進し(Blood. 2002)、形成された破骨細

胞が骨破壊だけでなく直接腫瘍増殖をもたらし(Blood. 2004)、さらに骨髄腫細胞はWnt阻害因子

sFRP-2を産生し骨芽細胞分化を強力に抑制し骨喪失をきたす(Blood. 2005)ことを報告した。次い

で、骨髄間質細胞および破骨細胞の共存により、骨髄腫細胞のPIM2の発現が亢進し、薬剤耐性

や生存に関わる代謝を制御すること(Leukemia 2011)、PIM2を阻害すると骨破壊が抑制され骨形

成が回復すること、骨髄腫骨病変は酸性環境下で進展し、この酸性環境下においてもPIM阻害

（チアゾリヂンジオン誘導体）は強い抗腫瘍活性をもたらすことなどを報告し、PIM2を標的とした治

療が骨髄腫および骨髄腫骨病変に対する新規治療薬として有望であることを見出した(Leukemia 

2015, Br J Haematol 2017, Br J Haematol 2018)。 

このような一連の研究において、成熟骨芽細胞は、その前駆細胞である骨髄間質細胞とは全 

く対照的に骨髄腫細胞にアポトーシスを惹起することも報告したが(PLoS One,2010)、これらの研究

過程で骨系細胞はその種類、分化段階によって、腫瘍進展を正あるいは負に調節するという興味

深い現象を見出した。そこで、骨系あるいは骨髄内に分布する各種細胞が構成する、腫瘍進展を

促進し薬剤抵抗性を賦与する微小環境（腫瘍促進的ニッチ）とともに腫瘍増殖を負に制御し腫瘍

を許容しない骨微小環境（腫瘍排他的ニッチ）の存在を実証するという、今までに検討されることの

なかった視点からの研究を着想するに至った。 

 

２． 研究の目的 

これまでの検討で石灰化基質を産生している成熟骨芽細胞は、その前駆細胞である骨髄

間質細胞と対照的に骨髄腫細胞の生存・増殖を抑制することを明らかにしたため、本研究課

題では骨髄腫骨病変微小環境において重要な役割を果たす骨髄間質細胞と対比させ、骨髄間

質細胞から分化誘導された成熟骨芽細胞が骨髄腫細胞の生存・増殖を抑制する分子機序を明ら

かにする。特に骨芽細胞由来エクソソームに着目して研究を行う。 

 

３． 研究の方法 

BMP2 など骨形成促進因子添加による骨髄間質細胞および前骨芽細胞株 MC3T3-E1 によ

る骨芽細胞分化誘導系において骨芽細胞への分化誘導の過程でのmiR-125b mRNAの発現の

発現を real time RT-PCR で解析する。石灰化結節は von Kossa 染色および Arizarin red 染色で

検出する。骨髄腫細胞株は、マウス由来（5TGM1）、ヒト由来（RPMI8226、INA6、OPM2，TSPC-1）

を使用し、アポトーシスの評価は Annexin V-PI 二重染色で評価する。 

各種細胞の培養上清中のエクソソームを回収し miR-125b の含有を調べる。エクソソーム

添加による骨髄腫細胞への miR-125b の移行、miR-125b の骨髄腫細胞の生存・増殖への影響

を miR-125b mimic, miR-125b inhibitor を導入し検討する。 

 



４．研究成果 

（１）成熟骨芽細胞と MM 細胞との相互作用 

骨 髄 間 質 細 胞 や 前 骨 芽 細 胞 株

MC3T3-E1 は骨髄腫細胞株の IRF4-

PIM2-cMyc 経路を活性化し骨髄腫細胞

の生存・増殖を促進した。一方で、BMP-

2 を添加し、石灰化結節を形成するまで

分化誘導させた MC3T3-E1 細胞と骨髄

腫細胞株（RPMI8226、INA6、OPM2，

TSPC-1）を共培養したところ、骨髄腫細

胞の IRF4、PIM2、Sp1、MYC などの

生存促進因子の発現を抑制し、caspase-

3 が活性化した（図 1）。また骨髄腫細胞

株（5TGM1）にアポトーシスを誘導した

（図 2）。骨髄腫細胞株でのアポトーシス

の誘導は骨髄腫細胞数と活性化成熟骨

芽細胞との比率が重要であり、1x105/ml

以下だと骨髄腫細胞密度が低いほど骨

髄腫細胞のアポトーシスの誘導が顕著

であった。また骨髄腫細胞の密度が

5x105/ml 以上だと成熟骨芽細胞による

骨髄腫細胞増殖抑制活性の産生が減弱した。骨髄腫細胞が高密度で共存すると、骨芽細胞分

化を抑制するが、成熟骨芽細胞からの骨髄腫細胞増殖抑制活性の産生を減弱させる可能性

が考えられた。また、骨細胞にまで分化可能な骨細胞様細胞 IDG-SW3 細胞を用いても骨髄

腫細胞への細胞死の誘導が見られた。従って、成熟活性化骨芽細胞だけでなく、骨芽細胞か

ら分化した骨細胞も骨髄細胞の生存抑制活性を産生している可能性が考えられた。 

 

（２）成熟骨芽細胞由来 miR-125b の MM 細胞増殖抑制への関与 

骨芽細胞が出芽的に放出する基質小胞は石灰化に関与するが、最近骨芽細胞への分化過程

で高発現する miR-125b が選択的に基質小胞に内包され、骨基質に運搬、貯蔵され、骨基質

から周囲に放出されていることが報告された（Minamizaki, et al. Commun Biol, 2020）。一方、

乳癌、膀胱癌、甲状腺癌細胞では miR-125b はがん抑制遺伝子様の作用を惹起するため、miR-

125b の発現を抑制し増殖していることが報告されている（Bu Q, et al. Biomedicine ＆ 

Pharmacotherapy, 2017, Wang Y, et al. Cancer Management and Research, 2020）。骨髄腫細胞にお

いても miR-125b を強制発現させると、骨髄腫細胞における遺伝子発現全般を制御するマス

ター調節因子である IRF4 の発現が抑制され、骨髄腫細胞の生存・増殖が負に制御されるこ

とが示されている(Morelli E, et al. Leukemia, 2015)。骨髄腫細胞や骨髄間質細胞や前骨芽細胞

株 MC3T3-E1 では miR-125b 発現はないが、石灰化を呈する成熟骨芽細胞では miR-125b 発

現が亢進していた。BMP-2 を添加し骨髄間質細胞や前骨芽細胞株 MC3T3-E1 を成熟活性化

骨芽細胞へ分化誘導させる培養系を用い、時間経過とともに miR-125b の発現を検討したと

ころ、骨芽細胞へ成熟分化するに従い miR-125b の発現が誘導された。miR-125b の発現は石

灰化結節を形成する成熟活性化した骨芽細胞へ分化すると大きく増加することが示された。

 

 



さらに lithium chloride 添加により GSK3β 活性を阻害し WNT-β-catenin シグナルを活性化さ

せると、石灰化結節の形成が増強すると同時に miR-125b の発現も大きく増加し、骨髄腫細

胞死の誘導活性も増強した。骨芽細胞分化に伴う miR-125b 産生亢進の分子機序ならびに

miR-125b 産生の制御機構として骨髄腫骨病変由来因子として TGFβや骨髄腫細胞由来因子

等の影響を検討中である。 

 

（３）成熟骨芽細胞由来エクソソームの MM 細胞増殖抑制への関与 

成熟活性化した骨芽細胞とその前駆細胞である骨髄間質細胞の培養上清を回収し、それぞ

れからエクソソームを単離した。単離したエクソソームを回収した細胞上清と同程度にま

でが希釈し、添加したところ骨芽細胞由来のエクソソームが骨髄腫細胞の増殖を抑制し、細

胞死を誘導した。骨髄腫細胞には miR-125b がほとんど見られないが、成熟活性化した骨芽

細胞と共存培養した骨髄腫細胞には miR-125b が検出された。miR-125b mimic を骨髄腫細胞

に導入すると骨髄腫細胞の生存が抑制され、骨髄腫細胞に miR-125b inhibitor を導入すると

成熟活性化した骨芽細胞との共存による骨髄腫細胞死の誘導が減弱した。これらの結果か

ら、miR-125b は骨芽細胞分化に伴い産生亢進し、成熟活性化した骨芽細胞から miR-125b は

エクソソームに含まれ細胞外に放出され、骨髄微小環境にいる骨髄腫細胞の生存を抑制す

るものと考えられた。 

プロテアソーム阻害薬などの新規骨髄腫治療薬において良好な奏効が得られ骨形成が誘

導される場合は、その後の腫瘍抑制効果が良いとされているが、本研究で示された骨芽細胞

由来 miR-125b の関与が 考えられるため今後さらに検討を進めたい。また、骨髄微小環境

中に放出される miR-125b の、造血、骨代謝、免疫系などの各種骨髄腫病態に対する役割に

ついてもさらに検討する必要がある。今後特に免疫系の細胞や骨代謝に対する影響を検討

する予定である。さらに miR-125b 含有エクソソームの大量産生系を構築しその治療応用に

ついても研究を発展させたい。 
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