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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫(MM)にボルテゾミブ(BZ)/マクロライド (CAM)を同時に作用させ，プロ
テアソーム/オートファジーを同時阻害することでERストレス負荷によるアポトーシスが誘導される。ミスフォ
ールドタンパク質はHDAC6とダイニンとの協働によりアグリソームへ輸送され取り込まれる。BZ/CAM処理により
アグリソームが形成される，ここにHDAC6阻害剤ボリノスタットを同時添加すると， ERストレス負荷の増大と強
力なアポトーシスが誘導された。プロテアソーム，オートファジー，アグリソーム間の巧妙な細胞内ネットワー
クの存在が示唆され，これを標的とするMM新規治療法の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Combined treatment with bortezomib (BZ）and a macrolide for the simultaneous
 blocking of proteasome and autophagy pathways leads to enhanced multiple myeloma (MM) cell 
apoptosis induction via  ER stress overloading. As misfolded protein cargo is recruited by HDAC 6 to
 dynein motors for aggresome transport， serving to sequester misfolded proteins, we investigated 
the cellular effects of targeting proteolytic pathways and aggresome concomitantly in MM cells. 
Pronounced apoptosis was induced by the combination of vorinostat (SAHA; potently inhibits HDAC 6) 
with CA M and BZ compared with each reagent or a 2-reagent combination. CAM/BZ treatment induced 
vimentin positive-aggresome formation, whereas it was inhibited in the presence of SAHA. The 
SAHA/CAM/BZ combination treatment maximally upregulated genes related to ER stress including CHOP. 
Targeting the integrated networks of aggresome, proteasome, and autophagy is suggested to induce 
efficient ER stress-mediated apoptosis in MM cells.

研究分野：腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
高齢者に多い多発性骨髄腫(MM)は難治性造
血器腫瘍の一つである。近年、プロテアソー
ム阻害剤やサリドマイド誘導体(IMiDs)が導
入され生存期間の延長が認められているが、
依然，根治は困難でありさらなる治療性成績
の向上が望まれる。 
ユビキチン（Ub）-プロテアソーム系とオー
トファジー-リソソーム系は細胞内の二大タ
ンパク質分解機構である。近年、p62等のド
ッキングタンパク質により Ub化されたタン
パク質が p62と結合し、さらに p62－LC3と
の分子間会合を介してオートファゴソーム
内に取り込まれ分解する機構が明らかとな
った。（Kirikin V, Mol Cell, 2009） 
一方、筆者らは①マクロライド抗生剤にはオ
ートファジー阻害活性を有すること、②各種
マクロライド抗生剤とプロテアソーム阻害
剤であるボルテゾミブ（BZ）とを併用し両タ
ンパク質分解系を同時に阻害することで小
胞体（ER）ストレス負荷を介して MM 細胞
のアポトーシスを強力に誘導することを報
告した。 (Int J ONcol. 2013, Biochem 
Biophys Res Commun. 2013) 
正常な立体構造として折り畳まれないミス
フ ォ ー ル ト タ ン パ ク 質 は 、 ERAD
（ER-associated degradation）により小胞体
外で Ub化されプロテアソームで分解される。
しかし、その分解許容量を上回るミスフォー
ルド Ub 化タンパク質は、HDAC6 とダイニ
ンとの協同により微小管上を微小管形成中
心（MTOC）に逆行輸送されアグリソームを
形成する。アグリソーム内のタンパク質凝集
体は、一部はオートファジーでも分解される
と同時に、このアグリソーム形成は ERスト
レスの緩和にも寄与していると考えられて
いる。 
 
２．研究の目的 
MM 細胞に対して、Ub-プロテアソーム系を
BZで、オートファジー-リソソーム系をクラ
リシロマイシン(CAM)等のマクロライド抗
生剤に加えて、さらにHDAC6阻害剤作用を
有するボリノスタット(SAHA)を添加ことで、
ER ストレス負荷を介したアポトーシス誘導
の増強の有無を検討する。さらに Ub化され
た細胞内の挙動を検討する。 
 
３．研究の方法 
各種骨髄腫細胞に対して、BZ、CAM、SAHA
を各 1 剤、2 剤（BZ+CAM, CAM+SAHA, 
BA+SAHA）、3剤(BZ+CAM+SAHA)の組合わ
せで添加培養し、以下の項目を検討した。①
アポトーシス誘導、②抗ビメンチン抗体、電
子顕微鏡（EM）観察によるアグリソーム形
成、③抗 Ub抗体を用いた Ub 化タンパク量の
比較と細胞内分画による細胞内局在、④
real-time PCR 法による ER ストレス関連遺伝
子発現量、⑤CHOPノックアウトマウス由来
胎生線維芽細胞株(MEF)に対する各種薬剤

の組み合わせの比較を行う。 
 
４．研究成果 
① BZ に CAM、 SAHA を同時添加するこ
とで殺細胞効果の増強を認めるが、特に
BZ+CAM+SAHA が最も強力な殺細胞効果を
発現した。（タテ軸：生細胞比率，横軸：薬
物濃度） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② BZ+CAM 同時添加培養により抗ビメンチ
ン抗体で強陽性に染色されるアグリソーム
が形成された。 

また、Ub 化タンパク質もアグリソーム内に取
り込まれた。 

 

 



 
ここにHDAC6阻害作用を有する SAHAを添加
することでアグリソーム形成が阻害された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EM観察では BZ+CAMでは、アグリソーム内
にオートファゴソームやオートリソソーム
の核近傍への集簇像が認められた。 

 
③ ER ストレス関連遺伝子は、BZ＋CAM で
発現増強を認める傾向にあったが、ここに
SAHAを添加することでさらに著増した。 

 
 
④ CHOP ノ ッ ク ア ウ ト MEF で は 、
BZ+CAM+SAHA による殺細胞効果が減弱し
た。 
 

以上より、Ub-プロテアソーム系とオートフ
ァジー-リソソーム系の細胞内二大タンパク
質分解機構に加えてアグリソームの三者間
の細胞内ネットワークの存在が示唆された。
また、これらを包括的に同時阻害することで
ER-ストレスが著増し、これによる MM細胞
のアポトーシス誘導が増強することが明ら
かとなった。これより難治性MMを対象とす
る “ERストレス誘導療法”という新規治療
概念の提唱が可能となった 
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