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論文内容の要旨

〔目的〕

多発性骨髄腫は、骨髄微小環境において骨髄ストローマ細胞が産生する各種サイトカインにより増殖・生存を調節

されており、種々の抗腫虜剤に抵抗性を示すことが知られているo この治療抵抗性の機構を解明することは、骨髄腫

の新しい治療法開発に大変有用である。

今回私は、当教室で新規に樹立したヒト骨髄腫細胞株 OPM-6を用いて、 Dexamthasone (DEX) に代表される抗

腫蕩剤による細胞死と、各種サイトカインとの相互作用やその分子機構について解析し、骨髄腫の治療抵抗性の機構

について検討した。

〔方法ならびに成績〕

1 )骨髄腫細胞株 OPM・6の樹立とその性状

IgG-κ 型形質細胞性白血病患者末梢血より単核球を分離し、 10%FCS 加 RPMI1640培養液中で20週培養後、自立

性増殖を認める骨髄腫細胞株 OPM-6を樹立した。 OPM・6の増殖機構については、(1)ノザンプロットによる Insulin

like growth factor-l (IGF-1) mRNA の発現、 (2) 細胞表面での IGF-l receptor の発現、 (3) IGF・1添加による細

胞増殖の促進、 (4) 抗 IGF-l receptor 抗体添加による細胞増殖の著明な抑制を認めたことより、 OPM-6には IGF-l

autocrine 機構が存在していると考えられた。

2) Dexamethasone (DEX) による apoptosis の誘導とその分子機構

代表的な治療薬である DEX を OPM-6に添加すると、濃度依存性に生細胞数が低下し、これが apoptosis による

ことを、 Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 法と、フローサイ

トメトリー法による Annexin-V の発現にて確認した。さらに、抗 IGF-l receptor 抗体存在下では、 DEX 添加後36

時間以内に、約90%の OPM・6細胞において apoptosis が誘導された。このことより、 OPM・6が産生する内因性

IGF-lが、 DEX により誘導される apoptosis を阻害していると考えられた。

次に、この抗 IGF-l receptor 抗体存在下で DEX が誘導する apoptosis における分子機構について検討した。ま

ずカスパーゼ‘ファミリーの下流に位置する Caspase-3の活性化を、ウエスタンプロットにて検討した結果、刺激 8 時

間後より caspase-3の活性化を認めた。又、 apoptotsis 関連遺伝子の発現をノザンプロットで検討したところ、刺激
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2 時間後より Bcl-XLの mRNA の発現低下を認めた。 Bcl-2、 Bax、 Bak、 p53などの他の apoptotsis 関連遺伝子の発

現には、変化がなかった。

3) DEX が誘導する apoptosis に対するサイトカインの影響

次に、各種サイトカインが、 DEX により誘導される apoptosis に及ぼす影響について検討した。 1L-6や 1FN-α は、

抗 1GF-1 receptor 抗体存在下において DEX が誘導する apoptosis を、顕著に阻害した (TUNEL 法にて解析)。又、

1L-6や 1FN-α は、 DEX による Caspase-3の活性化を抑制した(ウエスタンプロットにて解析)。以上より、 1L-6や

1FN・ α は、 DEX が誘導する apoptosis を阻害することが明らかとなった。

4) 1L-6や 1FN-α による apoptosis 阻害シグナル伝達経路

1L-6や 1FN-α は、 Mitogen-activated protein kinase (MAPK) や Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) を

活性化することが知られている。このシグナル伝達経路が、これらサイトカインによる DEX 誘導 apoptosis の阻害

に関与しているかどうか、 Mitogen-activated protein kinase kinase (MEK) inhibitor である PD098059や、 P13-

K inhibitor である Wortmannin を用いて検討を行った。 1L-6、 1FN-α は、抗 1GF-1 receptor 抗体存在下において

DEX が誘導する apoptosis を阻害するが、この阻害は Wortmannin や PD098059の添加培養により、回避されるこ

とを TUNEL 法にて確認した。以上より、 1L-6や 1FN・ α による DEX 誘導 apoptosisの阻害に、 MEK/MAPK 系や

PI3-K 系の経路が重要であることが明らかとなった。

〔総括〕

形質細胞性白血病患者末梢血より、 1GF-1 autocrine 機構が存在するヒト骨髄腫細胞株 OPM・6を樹立した。 OPM-

6において、 DEX は Bcl-XLの mRNA の発現低下や caspase-3の活性化を伴って apoptosis を誘導し、特に抗 1GF-1

receptor 抗体存在下では、顕著に apoptosis が増大した。又、 1L-6 と 1FN-α は、 MEK/MAPK 系・ P13-kinase 系

を介して、 DEX が誘導する apoptosis を阻害することが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

本研究は、 1GF-1 autocrine 機構を有する新規骨髄腫細胞株において、デキサメサゾンにより誘導される

apoptosis の分子機構及び、その apoptosis が 1L・6や 1FN-α などのサイトカインにより回避される機構について解

析したものであるo デキサメサゾンが骨髄腫細胞の apoptosis を誘導する機構については、まだ一定の見解は得られ

ていないが、本研究では、 Bcl-XL遺伝子の発現低下や Caspase-3の活性化を介して apoptosis を誘導することを示し

た。また、骨髄腫の治療抵抗性の原因のーっとされる、各種サイトカインによるアポトーシスの回避機構として、本

研究では、 1L-6や 1FN-α などのサイトカインが MEK/MAPK 系や P13-K 系を介して骨髄腫細胞のアポトーシスを

回避することを明示し、特に 1FN-α について、これらのシグナル伝達系の関与を初めて明らかにした。今後、難治

性の骨髄腫に対する新しい治療法を確立するうえで、本研究で得られた知見は、非常に有用であると考えられ、充分
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