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研究成果の概要（和文）： 

t(4;14)は多発性骨髄腫の予後不良因子であるが、本染色体異常を有する骨髄腫細胞においては
線維芽細胞増殖因子受容体 3(FGFR3)遺伝子の異所性高発現が生じている。更に t(4;14)陽性骨
髄腫の一部の進行例では、FGFR3 の活性化変異が認められる。プロテアソーム阻害剤ボルテゾ
ミブは、Lys650Glu 変異 FGFR3 発現形質細胞腫瘍に特に有効であり、その細胞毒性の増強は小
胞体ストレス依存性であることが示唆された。またその小胞体ストレスの増強は、Lys650Glu
変異 FGFR3 が小胞体において異所性に活性化を示すことと関連している可能性が考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The ectopically expressed fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) and its 
constitutive active mutations have been detected in patients with multiple myeloma 
(MM). This study investigated whether the cytotoxic effects of bortezomib on 
malignant plasma cells are associated with FGFR3 expression and the existence of 
mutations of FGFR3. Materials and Methods: Cell apoptosis assays were performed in 
a plasmacytoma cell line, FR4 cells and a myeloma cell line, RPMI8226 cells 
overexpressing wild-type FGFR3 (FGFR3WT) or two different mutants, FGFR3K650E or 
FGFR3Y373C, and the induction of endoplasmic reticulum (ER) stress protein was 
compared between each type of cells. Results: FR4 cells with FGFR3K650E showed 
enhanced sensitivity to bortezomib together with increased induction of ER stress 
proteins, compared to FR4 cells with mock, FGFR3WT or FGFR3Y373C. RPMI8226 cells with 
FGFR3K650E also showed enhanced bortezomib sensitivity. Conclusion: This study 
indicated that FGFR3K650E is associated with bortezomib sensitivity in malignant 
plasma cells via ER stress pathways. 
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１．研究開始当初の背景 
恒常的活性化変異および過剰発現によるチ
ロシンキナーゼの異常活性化は、多くの癌に
共通して認められる遺伝子異常であり、癌の
発症および悪性化に重要な役割を担ってい
る。我々のグループは、特に造血器腫瘍にお
けるレセプター型チロシンキナーゼ c-Kit, 
FLT3 の活性化変異について研究を行ってき
た。今日、多くのチロシンキナーゼ阻害剤が
多種のがんに対して開発され一定の臨床効
果をおさめている。しかし、一方で耐性の出
現、及び CML の imatinib 治療において示さ
れたように、がん幹細胞がこれらの阻害剤で
は駆逐することができないという事実が明
らかとなり、より根治的な治療法の開発が必
要とされている。 
 
２．研究の目的 
（１）チロシンキナーゼ依存性の腫瘍性増殖
にがん細胞が適応することにより必要とな
っている相補的な遺伝子異常を見出し、本異
常に対する分子標的療法を併用することに
より、チロシンキナーゼ異常活性化を有する
がん、特にそのがん幹細胞に対してより強力
な治療法の開発を目指す。 
（２）プロテアソーム阻害剤ボルテゾミブは、
多発性骨髄腫に対して極めて有用な薬剤で
あるが、その作用機序は完全には明らかにな
っていない。一方ボルテゾミブは、これまで
予後不良とされてきた染色体異常 t(4;14)を
もつ骨髄腫患者に対しても有効であること
が明らかにされつつある。t(4;14)は線維芽
細胞増殖因子受容体 3(FGFR3)遺伝子の異所
性発現を生じさせるが、この FGFR3 の発現は
細胞死の抑制や増殖促進に結びつくと考え
られている。更に、t(4;14)陽性骨髄腫の一
部の進行例では、FGFR3 の活性化変異が認め
られる。そこで今回は、FGFR3（野生型、変
異型）の発現による腫瘍細胞のボルテゾミブ
感受性の亢進の可能性について検討した。 
（３）患者末梢血中には、腫瘍細胞由来の樹
状細胞(dendritic cell; DC)が認められ、ま
た in vitro で腫瘍細胞を樹状細胞に分化さ
せることが可能である。これらの腫瘍由来の
樹状細胞は腫瘍抗原特異的な免疫反応に関
与しうるものであり、同細胞集団の解析は造
血器腫瘍の発症、再発における免疫学的機序
の解明に重要と考えられる。しかし、これま
で骨髄系造血器腫瘍由来樹状細胞は GM-CSF
を用いた炎症状態での誘導のみが検討され、
疾患の発症や再発時に相当すると考えられ
る定常状態での分化は検討されてこなかっ
た。また、樹状細胞分化における骨髄系造血
器腫瘍関連遺伝子異常の役割も明らかでは
ない。そこで本研究ではまず、FLT3 リガンド
を用い定常状態に相当する状況下でマウス

造血幹・前駆細胞から樹状細胞を誘導する培
養系を確立し、この培養系において骨髄系造
血器腫瘍関連遺伝子異常が、樹状細胞分化に
及ぼす影響について解析することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）活性化変異レセプターキナーゼ発現腫
瘍性形質細胞のプロテアゾーム阻害剤への
感受性の解析 
① 形質細胞腫細胞株 FR4及び骨髄腫細胞株
RPMI8226 に FGFR3 遺伝子（野生型、Lys650Glu
変異、Tyr373Cys 変異）を導入した。各細胞
株の免疫染色での FGFR3発現及びその活性化
状態について解析を行った。 
② 各種 FGFR3を発現した形質細胞腫瘍細胞
株の FGFリガンド存在下におけるボルテゾミ
ブ感受性を Annexin V assay 法を用いて検討
した。 
③ ボルテゾミブの投与が小胞体ストレス
蛋白の誘導へ及ぼす影響を、FGFR3 導入 FR4
細胞を用いて real time PCR 法で解析した。 
④ FGFR3 導入 FR4 細胞に glycosylation 阻
害剤である tunicamycinを加えて小胞体スト
レスを負荷、もしくは蛋白合成阻害剤である
cycloheximide を加えて小胞体ストレスを軽
減させることでのボルテゾミブ感受性につ
いて検討した。 
（２）骨髄系造血器腫瘍特異的遺伝子異常が
樹状細胞分化に及ぼす影響の解析 
① 樹状細胞誘導培養系の確立 
マウス骨髄細胞から造血幹・前駆細胞分画で
ある LSK 細胞をソーティングし、TPO+SCF で
２日間培養後、96well 丸底プレートを用い
FLT3 リガンド存在下で７日間培養した。 
② 骨髄系造血器腫瘍関連遺伝子異常の樹
状細胞分化に及ぼす影響の解析 
LSK 細胞に骨髄系腫瘍関連遺伝子異常を導入
し、その後 FLT3 リガンド存在下で７日間培
養した。誘導された全 DC 数、pDC/cDC ratio、
成熟度、allo MLR、programmed death ligand-1 
(PD-L1)の発現について検討した。Class I 
mutation として FLT3-ITD、FLT3-TKD、
CA(constitutive active)-N-Ras、c-Kit-TKD、
FIP1L1/PDGFRα、TEL/PDGFRβ、class II 
mutation として AML1/ETO、PML/RARα、CBF
β/MYH11、AML1dC について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）活性化変異レセプターキナーゼ発現腫
瘍性形質細胞のプロテアゾーム阻害剤への
感受性の解析 
① 形質細胞腫細胞株 FR4及び骨髄腫細胞株
RPMI8226 に FGFR3 遺伝子（野生型、Lys650Glu
変異、Tyr373Cys 変異）を導入した。各細胞
株の免疫染色での解析により、野生型または
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Bortezomibの抗腫瘍効果に対するtunicamycinの影響

Annexin V assay

Tyr373Cys 変異 FGFR3 は細胞表面に発現し主
として細胞膜上で活性化を示すことに対し
て、Lys650Glu 変異 FGFR3 は細胞内の小胞体
に局在すると共に同部において恒常的活性
化を示し特異的活性化形態を示した。 
② 上記の細胞の FGFリガンド存在下におけ
るボルテゾミブ感受性を Annexin V assay 法
を用いて検討した。その結果、FR4 細胞にメ
ルファランやデキサメサゾンの投与、あるい
は放射線照射を行った場合は各細胞間に毒
性の差はみられなかったが、ボルテゾミブを
投与した場合は、FGFR3 Lys650Glu 発現細胞
においてその作用が増強していた。同様に、
RPMI8226 細胞に放射線照射を行った場合は
各細胞の細胞死に差を認めなかったが、ボル
テゾミブを投与した場合は、やはり FGFR3 
Lys650Glu 発現細胞においてその作用が増強
する傾向を認めた。 

 
③ ボルテゾミブの投与が小胞体ストレス
蛋白の誘導へ及ぼす影響を、FGFR3 導入 FR4
細胞を用いて real time PCR 法で調べたとこ
ろ、FGFR3 Lys650Glu発現細胞において、BiP、
Edem1 及び CHOP の誘導が強くなっていた。ま
た RPMI8226 細胞においても、ボルテゾミブ
投与により、FGFR3 Lys650Glu 発現細胞にお
いて CHOP の誘導がより強くなる傾向が認め
られた。さらに、FGFR3 導入 FR4 細胞に
glycosylation 阻害剤である tunicamycin を
加えて小胞体ストレスを負荷したところ、各
細胞ともボルテゾミブ感受性が増強し、同等
の細胞死を示した。 

一 方 で 、 蛋 白 合 成 阻 害 剤 で あ る
cycloheximide を加えて小胞体ストレスを軽
減させたところ、Lys650Glu 発現によるボル
テゾミブ感受性増加がうち消され、各細胞と
もボルテゾミブ感受性の低下を認めた。 
（２）骨髄系造血器腫瘍特異的遺伝子異常が
樹状細胞分化に及ぼす影響の解析 
① 樹状細胞誘導培養系の確立 
培養９日目には全培養細胞の 80%以上が
CD11c 陽性を示した。CD11c 陽性細胞は、
plasmacytoid DC (pDC)と conventional DC 
(cDC)に分けられ、その比率(pDC/cDC ratio)
は、再現性をもって定常状態における脾臓 DC
の比率とほぼ同等な値を示した。この培養系
で誘導された DC は、allo MLR 活性或いは CpG
刺激による IFN−α産生能を有し、機能的であ
ることを確認した。 
② 骨髄系造血器腫瘍関連遺伝子異常の樹
状細胞分化に及ぼす影響の解析 
コントロールに比べ FLT3-ITD、CA-N-Ras は
全 DC 数の増加を認めたが、それ以外ではす
べて減少を認めた。pDC/cDC ratio は、
FLT3-ITD、FLT3-TKD およびすべての class II 
mutation はコントロールと同等の値を示し
たが、CA-N-Ras、c-Kit-TKD、FIP1L1/PDGFR
α、TEL/PDGFRβでは著明な低下を認めた。
また恒常活性化型のシグナル伝達分子につ
いて検討したところ、CA-STAT3および CA-PI3 
kinase では pDC/cDC ratio は軽度上昇したが、
CA-MEK1 および CA-STAT5A では著明な減少を
認め、FLT3-ITD、FLT3-TKD 以外の class I 
mutation に認められた pDC/cDC ratio の低下
は MEK、STAT5 の異常活性化の関与が示唆さ
れた。DC細胞表面の MHCII、共刺激分子(CD80、
CD86)の発現強度を指標に成熟度を解析した
ところ、class I mutation 間で成熟度が異な
り、成熟度の低い FLT3-ITD 誘導 DC はコント
ロールと同等の MLR 活性を示したが、成熟度
の高い CA-N-Ras 誘導 DC および TEL/PDGFRβ
誘導 DC は高い MLR 活性を示した。更に
FLT3-ITD、CA-N-Ras および TEL/PDGFRβはコ
ントロールには見られない PD-L1 陽性 DC を
誘導し、抗腫瘍免疫異常への関連が示唆され
た。 
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