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研究成果の概要（和文）：生体内での蛋白質品質管理機構の１つにユビキチン-プロテアソーム系がある。プロテアソ
ーム阻害剤ボルテゾミブ(BTZ)は、急性前骨髄性白血病細胞株に対して殺細胞効果を示すが、その機序として、BTZは異
常蛋白PML/RARAを過剰に蓄積させ、その結果ERストレスが高まり、UPR(小胞体ストレス応答)を破綻させ、細胞死を誘
導することを見いだした。更に、PML/RARAのユビキチン化酵素（E2）がUbcH8であることを同定し、血清中UbcH8の増加
が、BTZによる細胞死と比例することを確認した。
今回、血清中のE2濃度測定がプロテアソーム阻害剤の病勢を反映するバイオマーカーとして有用であることが示された
。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitin-proteasome system (UPS) controls normal protein homeostasis in 
cells. Bortezomib, a proteasome inhibitor, time- and dose-dependently decreased cell viability and 
induced apoptosis in NB4, an acute promyelocytic leukemia (APL) cell line. We confirmed that UbcH8 is the 
E2-conjugating enzyme for a fusion protein PML-RARA. Moreover, UbcH8 abundance was dose-dependently 
increased in the culture supernatant of bortezomib-treated cells. Meanwhile, ER stress was increased by 
Bortezomib.
We concluded that Bortezomib impairs the UPS that controls normal protein homeostasis by causing 
excessive accumulation of PML-RARA fusion protein, augmenting ER stress and leading to APL cell death. 
Furthermore, monitoring of UPS-related enzymes can be used to predict the treatment response to 
proteasome inhibitors and assess their therapeutic effects.

研究分野：検査血液学
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１．研究開始当初の背景 
生体内での蛋白質品質管理機構の一つにユビ
キチン-プロテアソーム系（UPS）がある。ユビキチ
ン化には、ユビキチン活性化酵素(E1)、ユビキチ
ン結合酵素(E2)およびユビキチンリガーゼ(E3)の
3 つの酵素が必要であり、これらは蛋白質固有で
ある。 
 多発性骨髄腫の治療にプロテアソーム阻害剤
ボルテゾミブ(BTZ)が汎用されているが、その作
用機序は明らかではなく、疾患特異的バイオマ
ーカーもない。そこで我々は、「BTZ によりプロテ
アソームで処理されずに蓄積した異常蛋白が ER
（ 小 胞 体 ） ス ト レ ス を 高 め 、 Unfolded protein 
response (UPR)を破綻させ細胞死を誘導する」と
の仮説を立てた。更に、細胞死の結果として細
胞外に逸脱した物質が、BTZ 投与時のバイオマ
ーカーとなり得るのではないかと考えた。 
 急 性 前 骨 髄 性 白 血 病 (acute promyelocytic 
leukemia; APL) の 病 因 遺 伝 子
PML/RARA(promyelocytic leukemia/retinoic 
acid receptor alpha) の産物である PML/RARA
キメラ蛋白は、異常蛋白として一部が UPS で処
理され、E3 が SIAH-1(E3 ligase seven in absentia 
homolog 1)であることがわかっている 1）。我々はこ
れまで、SIAH-1 と相互作用する E2 を 3 種類報
告しており 2,3）、PML/RARA の E2 を同定すること
は可能である。そこで APL において、BTZ による
細胞死誘導の結果として、PML/RARA 特異的
E2/E3 または PML/RARA が細胞外に逸脱する
ならば、BTZ の効果を反映するバイオマーカーと
して血清中での測定が可能であると考えた。 
	 更に我々は、E3 を人工的に作製し、E2 の活性
を微量サンプルから生理活性反応測定装置
（AMIS-101：バイオエックス社）を用いて高感度
に定量する方法（「ユビキチン化検出法」）を確立
しており、PML/RARA の E3 を人工的に作製する
ことにより、血清中でのユビキチンの変化を定量
的に測定することが可能である。従って、プロテ
アソーム阻害剤投与時のバイオマーカーとして
ユビキチンが有用であると証明できれば、定量的
測定法により臨床検査に応用できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 LDH が多くの癌細胞において逸脱酵素として
血 清 中 に 存 在 す る の と 同 様 に 、 APL で は
PML/RARA 蛋白特異的ユビキチン化酵素 E2 ま
たは E3 が BTZ の作用により、逸脱酵素として血
清中に放出されることを検証し、血清中のビキチ
ン化酵素が、APL の病態を反映する疾患特異的
バイオマーカーとして有用であるかどうかを検討
する。併せて血清中の E2 を「ユビキチン化検出
法」を用いて定量することにより、E2 測定の臨床
検査への応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) E2 がバイオマーカーとして有用であるかどう
かの実験 
APL 細胞株 NB4 にボルテゾミブ(VelcadeTM, PS-
341, BTZ)を 0,10,100nM の濃度で添加し、 
 

①	BTZ が APL に対して抗腫瘍効果を示すか検
討 
24,48,72 時間後の細胞増殖を XTT テスト、ア
ポトーシスを DNA ladder、AnnexinⅤで測定
する。 

②	BTZ による細胞/培養上清中の PML/RARA
の発現量の変化を検討 
BTZ 添加後 48 時間の細胞および培養上清
中の PML/RARA、ユビキチン化 PML/RARA 
(Ub- PML/RARA)を免疫沈降（IP）法、ウエス
タンブロット（WB）法で検出する。 

③	E3 の同定 
3 種の E2 候補 UbcH5(ubiquitin-conjugating 
human enzyme 5), UbcH6, UbcH8 か ら
PML/RARA の E2 を IP、WB 法を用いて検索
する。 

④	BTZ による細胞/培養上清中の E2 の発現量
の変化を検討 
②と同様の方法で E2 を検出する。 

⑤	ER ストレスの変化を検討 
ER ストレスマーカーXBP-1、BiP/GRP78 の抗
体を用いて調べる。 

 
（2） 「ユビキチン化検出法」を用いた実験 
①	PML/RARA の E3 を人工的に合成して、

AMIS-101 装置の至適化を行なう（原理：下図
参照）。 

②	AMIS-101 装置を用いて BTZ 投与前後の NB
４培養上清中の E２活性を測定する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
	
	
４．研究成果	
(1) NB4 細胞に BTZ を 0,10,100nM の濃度で添
加したところ、BTZ の濃度・投与時間依存的に細
胞増殖が抑制(図 1-a,b)、アポトーシスが誘導(図
1-c,d)された。NB4 に対して BTZ は、アポトーシ
スを通して抗腫瘍効果を示すことが確認できた。 
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AMIS-101を用いたユビキチン化検出法の原理と方法
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（2） (1)と同じ条件下、ユビキチン抗体を用いて
WB 法を行ったところ、BTZ の濃度依存的に NB4
細胞中のユビキチン蛋白が増加した(図 2)。BTZ
による抗腫瘍効果とユビキチンの蓄積との関連が
示唆された。	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3） NB4 細胞に BTZ を 0,10,100nM の濃度で
添加し、48 時間後の細胞および培養上清中の
PML/RARA および Ub-PML/RARA を RARA 抗
体、Ub 抗体を用いて IP 法、WB 法で調べたとこ
ろ、BTZ 濃度依存的に細胞中の Ub-PML/RARA
が著しく増加した (図 3-a,b) 。しかし、培養上清
中ではほとんど検出されなかった(図 3-c)。BTZ
によりユビキチン化された PML/RARA が細胞内
に蓄積するが、細胞外には逸脱していないことが
示された。 

	
（4） PML/RARA の E3 が SIAH-1 であることが
判明しており、かつ我々は SIAH-1 と相互作用す
る E2 を 3 種類報告している。そこで、3 種の E2
候補 UbcH5, UbcH6, UbcH8 から PML/RARA の
E2 を同定するために、（3）の条件下で BTZ を投
与し、UbcH5, UbcH6, UbcH8 の各抗体 (図 4-a) 
およびユビキチン抗体(図 4-b)を用いて、IP、WB
法を行った。細胞中では、ユビキチン化された
UbcH8 (Ub-UbcH8)が BTZ 濃度依存的に増加し、
Ub-UbcH5 および Ub-UbcH6 はほとんど検出さ
れなかった(図 4)。UbcH8 が PML/RARA の E2 で
あることを確認した。 
 
 
 
 
 

 
（5） （4）と同様の方法で、培養上清中に UbcH5, 
UbcH6, UbcH8 が検出されるかどうかを検討した
ところ、細胞中と同様に、培養上清中においても
BTZ 濃度依存的に増加する Ub-UbcH8 が検出
された(図 5)。Ub-UbcH8 が BTZ の作用により細
胞外に逸脱することから、UbcH8 が BTZ 投与時
のバイオマーカーとなる可能性が示唆された。	

 
（6） BTZ によりプロテアソームで処理されずに蓄
積した異常蛋白 PML/RARA が細胞死を誘導す
る一因であることが示されたので、その経路に ER
ストレスが関与しているかどうかを調べたところ、
ER ストレスマーカーである XBP-1、BiP/GRP78 と
もに BTZ 濃度依存的に増加した(図 6)。これらの
結果は、我々が立てた仮説「BTZ によりプロテア
ソームで処理されずに蓄積した異常蛋白が ER ス
トレスを高め、Unfolded protein response (UPR)を
破綻させ細胞死を誘導する」を証明する。 
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（7） 人工的に作製した E3 を用いて生理活性反
応測定装置（AMIS-101）の至適化を行った後、
（3）の培養上清中の E2(UbcH8)を測定したところ、
BTZ 濃度依存的に E2(UbcH8)が増加した(図 7)。
培養上清中の微量 E2 が定量的に測定できるこ
とは、患者血清中の E2 が測定可能であることを
意味するものであり、プロテアソーム阻害剤を用
いた治療におけるバイオマーカーとして、臨床検
査に有用であると考える。	

結論 

BTZ により過剰に蓄積した異常蛋白 PML/RARA
が ER ストレスを高めて UPR を破綻させた結果
APL 細胞を細胞死に導くと考えられた。またこの
とき PML/RARA の E2（UbcH8）が、BTZ 濃度依
存的に培養上清中に検出されたことから、血清
中の E2 測定がプロテアソーム阻害剤投与時の
病勢を反映するバイオマーカーとして有用である
ことが証明された。 
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