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研究成果の概要（和文）：Pim-2キナーゼは骨髄腫細胞に高発現しており、骨髄腫細胞の生存や薬剤排出ポンプ活性の
亢進を媒介し治療抵抗性をもたらす。また、骨髄腫では骨髄間質細胞にもPim-2が発現誘導され、骨形成を抑制してい
ることが示された。Pim-2の抑制は、骨病変微小環境がもたらす骨髄腫の腫瘍進展や薬剤耐性を抑制するとともに骨髄
腫で抑制された骨形成を回復させた。Pim阻害薬はこれまでの治療では回復が困難であった骨髄腫骨喪失部に骨形成を
回復しうる画期的な抗腫瘍薬になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Pim-2 kinase is up-regulated in both myeloma cells and bone marrow stromal cells t
hrough their mutual interaction in bone lesions in myeloma, and plays a pivotal role in tumor survival and
 the suppression of osteoblastogenesis with bone loss in myeloma. Treatment with Pim inhibitiors appears t
o induce myeloma cell death and restore its drug sensitivity through abrogating a drug efflux pump functio
n. Further, Pim inhibitors induce bone formation suppressed in myeloma. Therefore, Pim-2 inhibition may be
come an important therapeutic option to target a myeloma-bone marrow interaction, which causes drug resist
ance and bone destruction. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 多発性骨髄腫は、骨髄微小環境に依存し
た進展を示し、広範な骨破壊性病変を形成す
る。骨髄腫細胞は骨髄微小環境と密接な相互
作用を営み、骨を破壊しつつ腫瘍が進展する
という悪循環を形成しているため、この特異
な骨髄腫細胞の生育環境を理解し新たな治
療戦略を構築するには、骨髄腫細胞による骨
代謝の制御機構との関わりを含めた統合的
なアプローチが必要である。 
 
(2) 我々は新規治療標的の探索のために遺伝
子、蛋白の網羅的な解析を行い骨髄腫骨髄微
小環境の主要な構成細胞である破骨細胞お
よび骨髄間質細胞との共存により骨髄腫細
胞で大きく発現が亢進する因子としてセリ
ンスレオニンキナーゼ Pim-2 を同定した。Pim
キナーゼはモロニーレトロウイルス誘発白
血病の原因遺伝子として同定された発癌遺
伝子であるが、骨髄腫細胞の Pim-2 の発現は
骨髄間質細胞や破骨細胞が産生する IL-6、
BAFF や APRIL などの TNF family cytokines
によりさらに亢進し、その結果骨髄腫細胞が
抗アポトーシス活性を獲得していること、そ
してこの Pim-2 を介する生存シグナル経路は
既知の PI3K/Akt 経路などとは独立した経路
であり Pimキナーゼ阻害薬が骨髄腫細胞に対
し細胞傷害活性を発揮することを見出し、
Pim-2 が骨髄腫の有用な治療標的になること
を報告した。 
 
(3) 骨髄腫細胞との相互作用により骨髄間質
細胞からの骨芽細胞分化が抑制されるが、こ
の時同時に骨髄間質細胞にも Pim-2 が発現誘
導されること、また Pim-2 の発現を抑制する
と骨髄腫細胞の共存下でも骨髄間質細胞か
らの骨芽細胞分化が回復することを見出し、
Pim-2 が骨髄腫の骨形成抑制を媒介する因子
として作用している可能性が示された。しか
し、Pim-2 の骨代謝への影響の検討はこれま
でになく、またこれまで骨髄腫骨病変部の骨
形成の回復は困難とされており、喪失した骨
の再生が新規抗腫瘍療法の開発とともに重
要な臨床課題として残されているままであ
った。 
 
２．研究の目的 
(1) 骨髄腫の病的骨髄微小環境がもたらす骨
髄腫細胞の生存・薬剤耐性の原因因子として
の Pim-2 の役割の解明および Pim-2 阻害の薬
剤耐性骨髄腫細胞に発現する薬物排出ポン
プの機能に及ぼす影響や腫瘍細胞の自己複
製能や side population 分画の割合などへの影
響について検討し、Pim-2 阻害による薬剤耐
性克服法を開発する。 
 
(2) 骨髄腫細胞とともに骨髄微小環境側の細
胞での Pim-2 の発現誘導の実態を検討し、
Pim-2 の骨代謝における役割と Pim-2 阻害の
骨髄腫骨病変形成に及ぼす影響を培養系で

明らかにする。次いで、Pim-2 阻害が抗腫瘍
作用と骨再生作用を兼ね備えたこれまでに
ないユニークな新規抗腫瘍療法になる可能
性を、培養系および骨髄腫病変を再現した骨
髄腫動物モデルで検討する。さらに、2,4-チ
アゾリジンジオン構造を持つ Pim阻害薬を構
造変換し活性と溶解性を向上させ調整や投
与が容易な化合物を創薬し、その治療効果を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Pim-2 の骨髄腫細胞の薬剤抵抗性に及ぼ
す影響： 薬剤排出トランスポーター(BCRP)
を高発現している骨髄腫細胞株（RPMI8226
や KMS11 など）を用い Pim 阻害薬 BCRP の
活性への影響を調べる。BCRP の活性は、
BCRP の基質で自家蛍光によりフローサイト
メトリーで細胞内濃度が定量化できる
doxorubicin や mitoxantrone を用い、Pim 阻害
薬の添加の有無による骨髄腫細胞への取り
込みと排出に及ぼす影響を検討する。また、
BCRP 活性の高い骨髄腫細胞中の SP 細胞分
画の割合やコロニー形成による自己複製能
への Pim 阻害薬の効果を調べる。 
 
(2) Pim-2 阻害薬の骨髄腫骨病変形成に及ぼ
す影響：破骨細胞分化、骨芽細胞分化培養系
に骨髄腫の共存の有無で Pim-2 阻害薬を添加
し、破骨細胞形成数、石灰化結節形成を調べ
る。MC3T3-E1 前骨芽細胞株や骨髄間質細胞
による骨芽細胞分化培養系を用い、siRNA に
よるPim-2の発現抑制やPim阻害薬(SMI-16a)
および過剰発現が骨芽細胞分化に必須の
Runx2、Osterix や ATF4 などの転写因子の発
現に及ぼす影響、また Pim-2 によりリン酸化
される基質を探索し Pim-2 を介する骨芽細胞
分化の制御機構、Pim 阻害薬の作用点を明ら
かにする。 
 
(3) Pim-2 阻害薬の in vivo での治療効果の検
討：骨髄腫モデルは、ヒト骨髄腫に類似した
腫瘍病変と骨破壊病変を形成する SCID-rab
骨髄腫モデルと同系マウスの脛骨内にマウ
ス骨髄腫株 5TGM1 を移植したモデルを用い
る。SCID-rab モデルは、摘出した家兔大腿骨
を SCID マウスの皮下に移植し、４週後生着
した家兔の大腿骨骨髄内にヒト骨髄腫細胞
株 INA6 を直接移植し作成する。腫瘍増殖を
確認後、Pim 阻害薬を 20mg/kg で腹腔内投与
し、M 蛋白などの腫瘍マーカー、μCT、病理
組織、骨形態学的評価を行い、抗腫瘍効果と
骨髄腫骨病変に及ぼす影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 骨髄腫細胞の薬剤耐性に及ぼす Pim-2 の
役割：腫瘍産生環境は癌細胞に薬剤耐性を惹
起することが知られている。また、骨髄腫骨
病変部は酸産生細胞の破骨細胞が活性化し
ており高度な酸性環境が形成されている。酸
性環境下で骨髄腫細胞を培養すると骨髄腫



細胞に Akt のリン酸化とともに Pim-2 の発現
が亢進し、doxorubicin などの抗腫瘍薬の骨髄
腫細胞に対する細胞傷害活性が減弱した。し
かし、多くの抗腫瘍薬と異なり Pim 阻害薬
（SMI-16a）の抗腫瘍活性は酸性環境下でむ
しろ強くなった。さらに、Pim 阻害薬は薬剤
排出ポンプ BCRP の機能を抑制し BCRP の基
質である doxorubicin や mitoxantrone の骨髄腫
細胞内濃度を高め、酸性環境下で減弱してい
た doxorubicin の抗腫瘍活性を回復させた。
Side population (SP)分画は BCRP の高発現し
た分画であり薬剤耐性を示すが、RPMI8226
やKMS11において Pim阻害薬は SP分画の割
合を減少させた。興味深いことに、酸性環境
下(pH 6.8)では Pim 阻害薬による SP 分画の割
合の減少がさらに顕著になった。これらの結
果より、酸ストレス下では骨髄腫細胞の
Pim-2 発現が亢進し、骨髄腫細胞の生存亢進
とともに薬剤排出ポンプの活性を高めてい
ることが示唆され、Pim 阻害は酸環境下での
SP 分画を含む骨髄腫細胞の薬剤耐性を克服
しうる有用な治療法になる可能性が考えら
れた。 
 
(2) 骨髄腫における Pim-2 の骨髄間質細胞で
の発現とその役割：骨髄腫細胞の培養上清あ
るいは骨髄腫で骨形成抑制因子として過剰
産生されている TNF-α、IL-3、IL-7、 TGF-
β、activin A などのいずれの添加によっても
骨髄間質細胞に Pim-2 が発現誘導され、骨髄
間質細胞からの骨芽細胞分化が抑制された。
また、この骨芽細胞分化の抑制は Pim-2 の発
現抑制あるいは Pim阻害薬の添加により回復
した。Pim-2 の過剰発現が BMP−２による骨
芽細胞分化誘導を強力に抑制したことより、
骨髄腫で過剰産生されている種々の骨形成
抑制サイトカインの下流で間質細胞に発現
誘導される Pim-2 は、骨形成の抑制に関わる
共通の媒介因子として作用していると考え
られた。 
 
(3) Pim 阻害の骨芽細胞分化誘導機序の解
明：Pim-2 の骨代謝に及ぼす影響に関する検
討はこれまでになく不明であるため、Pim 阻
害薬の骨芽細胞分化誘導作用の機序について
も検討を進めた。骨形成誘導因子である
BMP-2 による MC3T3-E1 前骨芽細胞の
Smad1/5 および p38MAPK のリン酸化は、Pim
阻害薬の前処置により増強した（図 1A）が、
Pim-2 の過剰発現により Smad1/5 および
p38MAPK のリン酸化が抑制された（図 1B）。
Pim 阻害薬の前処置により、BMP-2 の標的分
子である骨芽細胞分化に必須の転写因子
Osterix の発現誘導が増強した（図 1C）。さら
に、TGF-βは BMP-2 の骨形成誘導作用を抑制
するが、Pim 阻害薬の前処置により TGF-β に

よる Smad2/3 のリン酸化の誘導が抑制された
（図 1D）。Smad6 は BMP-2 の下流シグナル
を抑制する抑制性 Smad であるが、Pim 阻害薬
の添加によりこの Smad6 の発現が減少した
（図 1E）。また、BMP 経路とともに骨形成
誘導において重要なシグナル経路である
Wnt/β-catinin 経路には影響がなかった（図 1F）
ことより、Pim 阻害薬の骨形成誘導作用は主
として BMP-2 の骨形成シグナルを増強させ
もたらされていることが明らかになった。 

        図１ 
 
(4) Pim 阻害薬の骨髄腫動物モデルでの抗腫
瘍と骨破壊抑制効果：家兔大腿骨を SCID マ
ウスの皮下に移植後家兔骨骨髄内にヒト骨
髄腫細胞株 INA6 細胞を注入し作成した
SCID-rab 骨髄腫モデルにおいて、腫瘍増殖を
確認後、SMI-16a (20mg/kg)を一日おきに腹腔
内投与したところ、軟Ｘ線、μＣＴで骨融解
病変形成の抑制と腫瘍の著明な縮小効果が
認められた（図 2A）。また、腫瘍マーカーで
あるヒト可溶性 IL-6 受容体のマウス血中濃
度が低下し抗腫瘍効果が確認された（図 2B）。
さらに、病理組織像にても腫瘍進展の抑制と
骨量の維持が認められた（図 2C）。次いで、
マウスの脛骨内にマウス骨髄腫細胞株
(5TGM1)を移植した骨髄腫動物モデルを作成
し、腫瘍生着を確認後（５日目より）、Pim 阻
害薬(SMI-16a)を腹腔内投与(20mg/kg 隔日)し
in vivo での治療効果を検討した。コントロー
ル群では脛骨が破壊され骨内外に腫瘍が進
展していたが、SMI-16a による治療群では著
明な抗腫瘍効果とともに脛骨の骨破壊が抑
制された。骨髄腫動物モデルにて腫瘍と骨病
変の進展に対する Pim阻害薬の治療効果が確
認された。 

 

  



         図２ 
 
(5) SMI-16a の誘導体の作成：SMI-16a は
Pim-2 選択性の高い Pim 阻害薬として唯一購
入可能なものである。SMI-16a は培養系およ
び骨髄腫動物モデルで高い治療効果を発揮
したが難溶性であるため、SMI-16a をリード
薬として 2,4-チアゾリジンジオン構造の側鎖
にフェノール性水酸基を導入するなど側鎖
を構造変換した誘導体を４種類作成した。こ
のうち側鎖にフェノール性水酸基を一つ導
入した 12aOH と２つ導入した 12a(OH)2は水
溶性が大幅に向上した。 
 
(6) 新規誘導体の活性の評価：12aOH は
12a(OH)2 に比べ強い培養系での抗腫瘍活性
および骨芽細胞分化誘導活性を認めたため、
12aOHと SMI-16aの効果の比較検討を進めた。
水溶性が大幅に向上した新規創出化合物
12aOH は、骨髄腫細胞株において Pim-2 の基
質である 4EBP1 のリン酸化を抑制したこと
より、12aOH の Pim 阻害活性が確認された
（図 3A）。抗腫瘍活性は in vitro では SMI-16a
と同等であった（図 3B）。我々は骨芽細胞や
その前駆細胞に発現する Pim-2 が腫瘍環境で
はその発現が亢進し、Pim-2 を抑制すること
が骨形成の回復をもたらすという Pim阻害薬
の骨髄腫の治療への応用において極めて重
要な効果を見いだしたが、新規に作成した
12aOH もこの作用を有しており、骨形成誘導
薬としての展開も期待できる（図 3C、3D）。
この骨芽細胞分化誘導作用の機序について
は、12aOH の添加により BMP-2 による
MC3T3-E1 前骨芽細胞の Smad1/5 のリン酸化
が増強されており、12aOH は BMP-2 の骨形
成誘導シグナルを促進させることが示され
た（図 3E）。さらに、新規に作成した 12aOH
の in vivo の効果を、マウス骨髄腫細胞株
(5TGM1)を移植した骨髄腫動物モデルで検討
した。14 日間の投与で軟Ｘ線での軟部腫瘍影
が縮小し（図 3F）、マウスの血中 M 蛋白量が
減少し（図 3G）、μＣＴでは骨融解病変形成
の抑制と腫瘍の著明な縮小効果が認められ
た（図 3H）。SMI-16a と比較し、ほぼ同等の
抗腫瘍効果ならびに骨破壊の抑制効果が見
られた。 
 
 
 

        図３ 
 
 以上の結果から、Pim-2 キナーゼの抑制は、
骨髄腫骨髄微小環境がもたらす腫瘍進展や
薬剤耐性獲得を抑制するとともにこれまで
の治療では回復が見込めなかった骨喪失病
変部に骨形成を惹起させる可能性があり、骨
髄腫病変部に発現が亢進している Pim-2 の阻
害は、骨髄腫細胞と骨髄微小環境の両者を標
的とする重要な新規治療戦略になると考え
られた。 
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