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1. 序論 

 

多発性骨髄腫 (Multiple myeloma; MM) は、意義不明の単クローン性免

疫グロブリン血症  (Monoclonal gammopathy of undetermined significance; 

MGUS) として発症し、くすぶり型多発性骨髄腫  (Smoldering multiple 

myeloma; SMM) を経て、治療を要する症候性 MM へと移行する(1)。現在、MM

の発症・悪性化に寄与するドライバー遺伝子の研究が進んでいる。遺伝子変異の

網羅的解析によって、クローンの不均一性 (heterogeneity) が明らかとなった

(2-5)。過去 10 年で、サリドマイド、レナリドミド (Lenalidomide; Len)、ポマリ

ドミド (Pomalidomide; Pom) などの免疫調節薬  (Immunomodulatory drugs; 

IMiDs)、プロテアソーム阻害薬、抗体医薬など治療薬の開発により MM の予後

は改善されてきた。しかしながら、ほとんどの患者は最終的に再発をきたす。再

発する原因の一端として、治療薬に長期間さらされることで治療薬に対する耐

性を獲得することが考えられている。特に、IMiDs は長期維持療法にも使用され

ており、IMiDs に対する薬剤耐性獲得は MM 治療において深刻な問題である。

IMiDs の MM 細胞に対する主な分子メカニズムは、その主要な標的であるセレ

ブロン (CRBN)に IMiDs が直接結合し、MM 細胞の生存に必須な転写因子であ

るイカロス (IKZF1) およびアイオロス (IKZF3) の分解を引き起こすことであ

る。IKZF1、IKZF3 の分解が促進されると、下流の c-Myc または IRF4 遺伝子の

発現が抑制される。MM 患者では IKZF1、IKZF3、c-Myc、IRF4 の発現が亢進し

ていることがわかっており、IMiDs はタンパク質の分解を促進することで抗腫瘍

効果を示す。つまり、これら CRBN、IKZF1、IKZF3 遺伝子の変異が、IMiDs に

対する薬剤耐性獲得の主な原因と考えられてきた (6-7)。しかし、IMiDs に対す

る耐性獲得のメカニズムはこれら遺伝子の変異のみでは完全には説明できない。
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例えば、Dimopoulos らは、IMiDs である Len、Pom を、これら薬剤に感受性の

ある MM 細胞に対して、6 ヶ月の間、IMiDs を低濃度で暴露し続けることで安定

して IMiDs に耐性を示す MM 細胞株を樹立した (8)。樹立された IMiDs 耐性 MM

細胞では SMAD3 の恒常的な発現減少が確認された。これらの IMiDs 耐性株に

DNA メチルトランスフェラーゼ阻害剤の 5-azacytidine と EZH2 阻害剤である

EPZ-6438 を併用すると、SMAD3 の発現が回復し、IMiDs への感受性が回復し

た。このような MM 細胞のエピジェネティックなリプロラミングが薬剤耐性獲

得の原因となっており、CRBN 非依存的な経路による IMiDs に対する薬剤耐性

獲得機構の存在が示されている。他にも Yamamoto らは ARID2 を新たな CRBN

の基質として報告している (9)。ARID2 は、MYC を含む Pom の標的遺伝子の

転写制御に関与している。Pom は Len よりも ARID2 の分解に有効であり、Len

耐性細胞株における MYC の発現および増殖を抑制することを報告している。特

に、ARID2 の発現は予後不良と関連しており、化学療法抵抗性の患者、微小残

存病変 (Extramedullary Disease; MRD) を有する集団や、再発/難治性 MM の患

者において発現が高いことが分かっている。一方、Len 耐性を示す再発難治性

MM患者の独立した予後不良因子としては TP53遺伝子が報告されている (10)。

ヘミ接合性 TP53 遺伝子欠失は核内に異常な p53 タンパク質を発現させる。ヘ

ミ接合性 TP53 欠失と p53 タンパク質発現には強い相関があり、p53 タンパク

質発現のある患者の全生存期間 (OS) は、p53 タンパク質発現のない患者より

有意に短かった。Liu らは MM 細胞における Tumor necrosis factor (TNF) 受容

体関連因子 2 (TRAF2) のノックダウン/ノックアウトが、NF-κB および細胞外シ

グナル制御キナーゼ (ERK) シグナルの活性化を介して IMiDs 抵抗性を誘導す

ることを明らかにしている (11)。このように CRBN に依存しない IMiDs の薬剤

耐性機構の研究も重要である。 
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これらに加えて、MM 細胞の治療薬に対する薬剤耐性獲得機構では、細

胞接着も重要であると考えられている (12-14)。MM 細胞における細胞接着が関

連する薬剤耐性獲得機構は Cell adhesion mediated drug resistance (CAM-DR)

と呼ばれている。MM 細胞が Wnt3/RhoA/ROCK 経路を介して骨髄間質細胞

(BMSC) に接着する能力を高め、薬剤感受性に影響を与えること（13）、MM 治

療薬であるボルテゾミブ (Bor) 耐性に VLA-4 の発現上昇が関わっており、VLA-

4 のサイレンシングが MM 細胞の BMSC への接着能を減弱し、Bor への感受性

を回復させることを示している (14)。このように MM の薬剤耐性獲得にはがん

細胞のみだけでなく骨髄微小環境内に存在する細胞との相互作用が重要となっ

てくる。 

細胞外小胞 (EVs) は約 100 nm 前後の細胞外に分泌される小胞であり、

細胞内のエンドソームを経由して産生される。EV は分泌する細胞により、大き

さ、分泌経路、そして機能が変わることがわかっている (15)。EV は脂質二重膜

の安定な構造を取っており、中に DNA、RNA、タンパク質など多くの物質を内

包している。EV は血流に乗って遠方の受け手細胞にその情報を伝えることが可

能であることから細胞間コミュニケーションの担い手として注目されている。

Tominaga らは乳がん細胞の脳転移に EV が関与していることを報告している

(16)。乳がん細胞由来の EV に含まれる miR181-c がターゲットの PDPK1 の発

現を抑制することで、アクチンの脱重合を促進するコフィリンを活性化する。こ

れによって、血液脳関門を破壊され、がん細胞による浸潤を可能にする。同じ脳

転移にしても Rodrigues らは乳がんの脳転移において CEMIP というタンパク

質を内包した EV が脳血管内皮細胞およびミクログリア細胞に取り込まれるこ

とによって、脳血管リモデリングおよび転移を促進する炎症誘発性サイトカイ

ンの分泌を亢進し、血管周囲ニッチにおける内皮細胞の分岐および炎症を誘発
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すると報告している (17)。近年、造血器腫瘍の治療はがん細胞をターゲットと

するだけでなく、周囲の骨髄 niche をターゲットとすることで大きな成果を挙

げている。これまで MM における細胞間コミュケーションの担い手として、ケ

モカインやサイトカインなどが深く研究されてきた。しかし、それに加えて、細

胞外小胞、特にエクソソームによる細胞間コミュニケーションが重要であり、

EV によって骨髄微小環境を MM 細胞自身に有利になるように作り変えている

ことがわかってきている (18-26)。Faict らは MM 細胞由来の EV が骨芽細胞の

分化抑制と破骨細胞の活性化により骨吸収を促進するとしている (18)。同様に

MM 細胞由来の EV が骨髄線維芽細胞内の miR-27b と miR-214 の発現を亢進さ

せ、MM の前がん病変とされる MGUS から MM への進展に寄与することを示

している (19)。このように MM 細胞由来の EV は骨髄微小環境内に存在する

様々な細胞に作用している。また逆に、骨髄微小環境内に存在する細胞からの

EV を MM 細胞が受け取ることで生存に有利に働くこともある。例えば、Histone 

deacetylases (HDACs)の阻害剤であるパノビノスタットは MM の治療薬として

用いられている。Ho らは HDAC の阻害剤を用いることで、BMSC 由来の EV 分

泌が抑制され、MM 細胞への取り込み量が減ることで MM 細胞の増殖を抑える

ことを報告している (20)。 

薬剤耐性に関しても EV は重要な役割を果たすことがわかっている。EV

は細胞のストレス応答の手段として分泌されていると考えられており、がん細

胞が薬剤に暴露された時、薬剤への応答として EV を分泌する。卵巣がんにおい

てシスプラチン耐性が問題となるが、シスプラチンに耐性を有するクローンが

シスプラチンに晒されたとき、特別な EV を分泌する (27)。これら分泌された

EV は近傍のシスプラチン感受性細胞に取り込まれ、感受性細胞のシスプラチン

への抵抗性を増し、かつ、その感受性細胞の細胞浸潤能を上昇させる。また、乳
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がん細胞は不均一性を持った集団であることがわかっている。乳がん細胞のシ

ングルセル解析にて、親株とドセタキセル長期暴露によるドセタキセル耐性株

の遺伝子発現解析をしたところ、ドセタキセル耐性株では Wnt および上皮間葉

転換 (EMT) 経路に関わる遺伝子の発現が誘導され、対照的に、細胞周期を制御

する遺伝子の発現が抑制されていた。これは幹細胞の特徴を示している。さらに

未処理の親株の中にドセタキセル耐性株と同じ遺伝子プロファイルを持つ細胞

集団がすでに一定数存在することがわかった (28)。つまり、未処理の親株にす

でにドセタキセル耐性の素因を持つ幹細胞のような亜集団が含まれていること

を示唆している。乳がん細胞と同様に、MM 細胞は形質細胞が多クローン性に増

殖する造血器腫瘍である。このことから、MM 細胞の中には薬剤耐性能を持った

クローンが治療前から存在しており、薬剤への暴露により感受性細胞が淘汰さ

れ、薬剤耐性能を持ったクローンが選択的に増殖すると考えられている。また、

MM細胞由来のEVはBor耐性に関与することが知られている (29-33)。その上、

BMSC 由来の EV もまた薬剤耐性に関与することが報告されている。BMSC 由

来 EV に含まれる PSMA3 は MM 細胞に取り込まれ、PSMA3-AS と結合するこ

とで、PSMA3 の安定性を上昇させる。PSMA3 の発現上昇によって、α-サブユ

ニットに関連したキモトリプシン様 (ChT-L) 活性が亢進し、プロテアソーム活

性を上昇させる。これによって MM 細胞が Bor への耐性を獲得することが報告

されている (33)。以上のように EV を介したプロテアソーム阻害剤に対する耐

性獲得機構については報告があるが、EV を介した MM 細胞の薬剤耐性獲得機構

については報告が限られており、耐性化の分子機構については全く情報がない。 

IMiDs への薬剤耐性獲得機構を研究するために、当研究室では IMiDs の

1 つである Len を複数の MM 細胞株 (KMS21、KMS27、KMS34、MUM24) に

長期低濃度暴露させ、Len 耐性株 KMS21R、KMS27R、KMS34R、MUM24R を
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樹立した (34)。先行研究より、これら樹立された Len 耐性株では細胞接着能が

亢進していることがわかっている。また、Len の主要なターゲット分子である

CRBN は KMS21R、KMS27R で軽度に発現が低下しており、IKZF1、IKZF3 遺

伝子は軽度に発現が上昇していた。このことから KMS21R や KMS27R の Len

耐性化機構の一部には CRBN 依存的な経路の関与が示唆されたが、MUM24R に

ついては CRBN の基質となるようなタンパク質の発現変動は見られず、CRBN

非依存的な経路の関与が考えられた。そこで MUM24 と MUM24R の RNA シー

クエンスを行い、発現解析よりインテグリン β5、インテグリン β7 を含む、細胞

接着因子であるインテグリン群の発現上昇を確認した。現在、さらなる機能解析

を進めている。しかしながら、MM 細胞のクローン不均一性を考えるとさらに多

様な薬剤耐性機構が存在すると考えられる。本研究では IMiDs の薬剤耐性化機

構に関して未だ報告のない EV に着目し、EV を介した新たな IMiDs への薬剤耐

性化機構を解明することを目的とした。この研究を遂行するにあたり、6 種類の

MM 細胞株、KMS21、KMS27、KMS34、KMS21R、KMS27R、KMS34R につい

てRNAシークエンスを行なった。これらのRNAシークエンスの発現解析では、

これまで MM の薬剤耐性に関与するといわれている「Cell adhesion」を含む、

いくつかの遺伝子群に加え、「Snare interaction in vesicular transport」という EV

の生合成に関わるような遺伝子群の発現上昇が確認できた。実際、樹立された

Len 耐性株では、EV の分泌量が亢進していた。これに加えて、樹立された Len

耐性株は細胞接着能の亢進が特徴として確認されている。これら 6 種類の MM

細胞の RNA シークエンスの結果からも Len 耐性細胞において、細胞接着関連遺

伝子群の発現亢進が明らかとなった。そこで薬剤耐性と細胞接着、EV の関連を

検討するため、Len 耐性株由来 EV を Len 感受性株に暴露させ、薬剤感受性と

細胞接着能の変化を確認した。すると、トランズウェルを用いた Len 耐性株と
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親株の共培養法では細胞接着能が亢進し、薬剤感受性がわずかではあるが、有意

に回復することがわかった。さらに、Len 耐性 MM 細胞において EV 分泌を亢

進させる責任遺伝子として SORT1 と LAMP2 という 2 つの遺伝子を同定した。

Len 耐性株にてこれら遺伝子をノックダウンすると、細胞接着能が低下し、Len

への薬剤感受性が回復することを示した。最後に、SORT1 と LAMP2 遺伝子の

臨床的意義を検討するため、公共のデータベースを利用した予後解析を行ない、

MM の予後に SORT1 と LAMP2 の遺伝子発現が関与することを示している。本

研究によって、今まで報告がされていなかった IMiDs の薬剤耐性化機構に新た

に EV が関与していることを証明した。 
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2. 方法 

 

2-1. 細胞培養 

MM 細胞株である KMS21、KMS27、KMS34 は、大槻博士 (川崎医科大学) の好

意により提供していただいた。Len 耐性細胞株、KMS21R、KMS27R および

KMS34R は、当研究室で約 1 年間低用量の Len に曝露させることで樹立した

(34)。全ての MM 細胞は 10％牛胎児血清 (FBS) と 1％Antibiotic-Antimycotic 

(#15240096, Gibco, California, USA) を添加した RPMI1640 培地 (#11875119, 

Gibco) で、空気 95％、二酸化炭素 5％の条件で培養した。また、MM 細胞株は

フィブロネクチン  (FN) コーティングガラス  (#GG-18-FIBRONECTIN, 

Neuvitro corporation, Washington, USA)や FN (#10838039001, Roche, Basel, 

Switzerland) をコーティングした培養プレートを用いて、細胞接着実験を行な

った。FN の培養プレートへのコーティングは、製造元であるロシュ社のプロト

コルに従って作製した。共培養実験に用いた BMSC (#PCS-500-012, ATCC, 

Virginia, USA) は、1％の Antibiotic-Antimycotic (#15240096, Gibco) を添加した

MesenPro 培地 (#12746012, Gibco) を用いて培養した。 

 

2-2. 試薬 

EV 検出のための ExoScreen アッセイには、マウスモノクローナル抗ヒト CD9 

(クローン 12A12, #SHI-EXO-M01, Cosmo Bio, Tokyo, Japan) および CD63 (ク

ローン 8A12, #SHI-EXO-M02, Cosmo Bio) の抗体を使用した。これらの抗体は、

添付のプロトコルに従って、アクセプタービーズまたはビオチン化修飾を行な

った。SORT1、LAMP2 遺伝子の発現抑制実験に用いた siRNA は Allstar siRNA 

(#SI03650318, Qiagen, Venlo, Netherlands)、TSG101 siRNA (#SI02655184, 
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Qiagen) を使用した。SORT1 siRNA および LAMP2 siRNA は (siGENOME 

SMART pool siRNA、#M-010620および#M-011715, Dharmacon, Colorado, USA)

を使用した。EV の分泌を抑制することがわかっている siTSG101 は EV 分泌抑

制の陽性コントロールとして用いた。Allstar は EV 分泌制御の陰性コントロー

ルとして用いた。Len (CC-5013) (#S1029, Selleck, Houston, USA) を使用した。 

 

2-3. EV 精製法 

MM 細胞は、EV を回収する際には FBS 由来の EV を除くために 2mM の L-グル

タミンと 1％Antibiotic-Antimycotic (#15240096, Gibco) を添加した無血清の

Advanced RPMI1640 培地 (#12633012, Gibco) で培養した。48 時間培養後、培

養上清液を回収し、200 x g で 3 分間遠心分離し、死細胞を除いた。その後、

2,000 × g で 10 分間遠心分離してさらなる細かい細胞残渣を除去した。0.22 μm

フィルター (#SLGV033RS, Millipore, Massachusetts, USA) でろ過し、ろ過後

の培養上清液を conditioned medium (CM) として保存した。精製した CM は

110,000 × g、4℃で 70 分間超遠心分離した。超遠心後は上清をアスピレートし、

PBS (-) (#14249-95, Nacalai tesque, Kyoto, Japan) で洗浄をした。本研究の EV

回収は、EV 研究の国際学会である International Society for Extracellular Vesicles

が発行した MISEV2018 の EV 回収ガイドラインに従って実施した (35)。 

 

2-4. タンパク質定量 

 

2-4-1. サンプル調整 

 細胞溶解液として、M-PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent (#78501, 

Thermo Fisher, Massachusetts, USA) を用いてタンパク質を抽出した。6 ウェ
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ルプレートに細胞を播種し、24 時間後に細胞を回収し、200 μL の M-PER でタ

ンパク質抽出をした。タンパク質の抽出液は 2 μL を 398 μL の PBS (-) (#14249-

95, NACALAI TESQUE) で希釈して濃度測定に使用した。EV サンプルは超遠心

後、PBS(-) (#14249-95, NACALAI TESQUE) で洗浄したものを 10 μL に 300 μL

の PBS(-) (#14249-95, NACALAI TESQUE)で希釈して使用した。 

 

2-4-2. タンパク質濃度測定 

EV のタンパク質濃度は、Micro BCA™ Protein Assay Kit (#23235, Thermo 

Fisher) を用いて測定した。2.0 mg/mLのアルブミンを用いて検量線を作成した。

標準品またはサンプルをそれぞれ 150 μL ずつ 96 ウェルプレートに加えた。各

ウェルに Working Reagent (MA reagent：MB reagent：MC reagent = 25:24:1 で

混合したもの) を 150 μL ずつ添加し、プレート振とう器で 30 秒間、十分に混

和後、37℃で 2 時間インキュベートした。インキュベート後にプレートリーダ

ー EnVision Multilabel Plate Reader (PerkinElmer, Massachusetts, USA) 、 

SpectraMax iD3 plate reader (Molecular Devices, California, USA)を用いて 562 

nm 付近の吸光度を測定した。標準品の吸光度をもとにサンプルのタンパク質濃

度を計算した。 

 

2-5. ウエスタンブロット法 

一次抗体として以下の抗体を用いた。Cosmo Bio 社のマウスモノクローナル抗

ヒト CD9 抗体 (#SHI-EXO-M01, Cosmo Bio) (クローン 12A12, 希釈倍率 1：

1000) および CD63 抗体 (#SHI-EXO-M02, Cosmo Bio) (クローン 8A12、希釈

倍率 1：1000)、SORT1 抗体 (#ab16640, Abcam, Cambridge, England) (希釈倍

率 1：1000)、LAMP2 抗体 (#HPA029100, Sigma-Aldrich, Missuori, USA) (希釈
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倍率 1：1000)、STAT-3 抗体 (#9139s, CST, Massachusetts, USA) (希釈倍率 1：

1000)、p-STAT3 (Y705) 抗体 (#9145s, CST) (希釈倍率 1: 1000)、VLA-4 抗体

(#67040-1, Proteintech, Illinois, USA) (希釈倍率 1：1000)、および Cereblon 抗

体 (#NBP1-91810, Novus Biologicals, Colorado, USA) (希釈倍率 1：1000)。二

次抗体は (HRP 標識抗マウス IgG: #NA931, GE healthcare, Illinois, USA；HRP

標識抗ウサギ IgG: #NA934, GE healthcare, Illinois, USA) (希釈倍率 1：5000) を

使用した。Mini-PROTEAN TGX ゲル (4-20%: #4561096, Bio-Rad, California, 

USA) を使用し、各レーンに細胞タンパク質；15 μg、EV 溶液；500 ng のタン

パク質をロードした。100 V、70 分で電気泳動をし、PVDF 膜に 100 V、60 分

で転写を行なった。ブロッキングワン (#03953-95, Nacalai tesque)を用いて室

温で 1 時間ブロッキングを行なった。上記の希釈倍率で 1 次抗体、2 次抗体を

それぞれ室温で 1 時間インキュベートとした。イムノスターLD キット (#290-

69904, FUJIFILM, Tokyo, Japan) を用いて化学発光で可視化し、発光画像を

LuminoImager (LAS-4000；FUJIFILM) で分析した。 

 

2-6. EV の検出 

 

2-6-1. ExoScreen assay system 

MM 細胞 (2×104 cells/well) を，1％グルタミンおよび 1％Antibiotic-Antimycotic 

(#15240096, Gibco) を添加した無血清 Advanced RPMI1640 培地 (#12633012, 

Gibco) を用いて 96 ウェルプレートに播種した。48 時間のインキュベーショ

ン後、ExoScreen アッセイを行った。96 ウェルプレート中の培養上清をそれ

ぞれのウェルから 10 μL ずつ、精製した EV の場合は 5 μL ずつ 1/2 area 96 プ

レート (#6002290, Perkin Elmer)に移した。そこに培養上清の場合は 15 μL、
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精製した EV は 20 μL のアクセプタービーズとビオチン標識した CD9、CD63

抗体混合液を加えた。2 時間 37℃でインキュベートし、その後 25 μL のドナー

ビーズ溶液を添加した。30 分 37℃でさらにインキュベートした。その後、励

起波長 680 nm、発光波長 615 nm、これらの吸光度を EnSpire Alpha 2300 

Multilabel Plate reader (PerkinElmer, Massachusetts, USA )を用いて測定した。

その他、細かいプロトコルは Perkin Elmer 社のプロトコルに従い行なった。ま

た、未処理の Advanced RPMI1640 培地 (#12633012, Gibco) または PBS(-) 

(#14249-95, Nacalai tesque)から得られたシグナルをバックグラウンドとして

補正した (36)。本検出法は EV の表面膜上に存在するタンパク質を異なる修飾

が施された 2 種類の抗体で挟み込み、2 種類の抗体が 200 nm 以内に近接する

場合のみ、抗体に付加されたビーズが発光し、EV を検出する方法である (図

1)。ExoScreen で得られたシグナルは全て Cell Counting Kit-8 (#341-08001, 

FUJIFILM）を用いた細胞増殖アッセイのシグナルで補正を行なった。 

 

図 1. ExoScreen 法の原理 

EV 表面に存在するタンパク質に対する抗体を用いて EV を検出する方法。２種

類の方法で標識した抗体が互いに EV を挟み込み、その間隔が 200 nm 以下に

なった時のみ、一重項酸素がドナービーズ側からアクセプタービーズへと伝わ
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り、発光することを利用している。 

 

2-6-2. Nanoparticle tracking analysis：NTA 

EV の粒子の単位量 (mL) あたりの濃度を NTA を用いて測定した。精製した EV

は PBS(-) (#14249-95, NACALAI TESQUE) でさらに 10-50 倍に希釈して、測定

プロトコルに従ってNanoSight LM10-HSシステム (Quantum Design, California, 

USA) を用いて、添付プロトコルに従い、カメラレベル 13 にて分析した。 

 

2-7. 細胞増殖アッセイ 

細胞生存率は、Cell Counting Kit-8 (#341-08001, FUJIFILM) を用いてプロトコ

ルに従い測定した。5 x 103個の MM 細胞 (KMS21、KMS27、KMS34、KMS21R、

KMS27R、KMS34R) を 96 ウェルプレートに播種し、100 μL の 2mM の L-グル

タミンと 1％ Antibiotic-Antimycotic (#15240096, Gibco) を添加した無血清の

Advanced RPMI1640 培地 (#12633012, Gibco) で培養した。同時に各濃度の

Len を添加した。72 時間後、各ウェルに CCK-8 試薬を 10 μL ずつ添加した。2

時間、37 ℃でインキュベート後、450 nm の吸光度を EnVision Multilabel Plate 

Reader (PerkinElmer) および SpectraMax iD3 プレートリーダー (Molecular 

Devices) を用いて測定した。細胞を播種せずにメディウムのみを加えたウェル

のシグナルをバックグラウンドとして補正した。 

 

2-8. カスパーゼ活性確認試験 

カスパーゼ活性は，Caspase-Glo® 3/7 Assay System (#G8093, Promega, 

Wisconsin, USA) を用い、Promega 社のプロトコルに従い、測定した。5 x 103

個の MM 細胞 (KMS21、KMS27、KMS34、KMS21R、KMS27R、KMS34R) を
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96 ウェルプレートに播種し、各濃度の Len を添加した。72 時間後、Caspase-

Glo 3/7 substrate と Caspase-Glo Buffer を混合した後に、各ウェルに 100 μL ず

つ添加し、プレート振とう機を用いて十分に混合した。混合液を 100 μL ずつホ

ワイトプレート (#136101, Thermo Fisher)に移し、30 分インキュベートした。

インキュベート後、EnVision Multilabel Plate Reader (PerkinElmer) および

SpectraMax iD3 plate reader (Molecular Devices) を用いて発光を測定した。 

 

2-9. RNA 抽出 

QIAzol 試薬 (#79306, Qiagen)と miRNeasy Mini Kit (#217084, Qiagen) を用い

て、培養細胞から total RNA を抽出した。細胞を回収し、500 μL の QIAzol を加

え激しくボルテックスをした。室温で 5 分静置し、100 μL のクロロホルムを加

えた。さらに激しくボルテックスをし、しっかりと懸濁させた。数分静置した後

で 14,000 x g、15 分、4℃で遠心する。遠心後、水層のみを別のチューブに移し

1.5 倍量の 100％エタノールを加え、混合した。抽出用カラムに水層とエタノー

ルの混合液を加え、8,000 x g、1 分で遠心。上清を捨て、RWT Buffer を 700 μL

加え、8,000 x g、1 分で遠心。上清を捨て、RPE Buffer を 500 μL 加え、8,000 

x g、1 分で遠心後、上清を捨てる。これを２回繰り返した。次に空のチューブ

にカラムを移して 14,000 x g、2 分でカラムに残ったエタノールを完全に乾かし

た。最後に 30 μL の Nuclease free water をカラムに加え、5 分静置後、8,000 x 

g、1 分で RNA を抽出。RNA の量と質は、NanoDrop ND-1000 spectrophotometer 

(Thermo Fisher) と Agilent bioanalyzer (Agilent Technologies, California, USA) 

を用いて測定した。 
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2-10. Len 耐性関連因子の探索 

 

2-10-1. GSEA 解析 

MM 細胞 (KMS21、KMS27、KMS34、KMS21R、KMS27R、KMS34R) の total 

RNAを用いてRNAシークエンスを行なった (北海道サイエンス)。親株 (KMS21、

KMS27) と Len 耐性株 (KMS21R、KMS27R) を比較してそれぞれ遺伝子の発

現量が 1.5 倍以上で p<0.05 のものを選んで遺伝子リストを作成した。KMS34

細胞については親株の段階で Len に対して耐性を示すため、この解析では除外

した。Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)アプリケーションソフト Ver. 4.1.0

を https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp よりダウンロード (2020/7/30) 

し、解析に使用した。Len 耐性株でエンリッチされている遺伝子セットを Gene 

Ontology (http://geneontology.org) 、 KEGG pathway (https://www.genom 

e.jp/kegg/pathway.html) について解析した。その中で p<0.05、FDR-q<0.25 で

ある遺伝子セットを抽出した。それぞれの MM 細胞での発現量は Morpheus-

Broad Institute (https://software.broadinstitute.org/morpheus/) を用いてヒート

マップを作成した。 

 

2-10-2. IPA 解析 

上記で作成した遺伝子リストを使用してパスウェイ解析ソフトウェア (IPA) 

(Qiagen)によるパスウェイ解析を行なった。RNA シークエンスのデータより

Len 耐性株で亢進している分子、パスウェイ、表現型の関連性を可視化した。ま

た、Upstream Regulator Analysis によってデータセットの発現変動を起こして

いる miRNA や転写因子などを含む上流調節分子を探索し、それらの活性化状態

を予測した。 
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2-11. MM 細胞の細胞接着能試験 

 

2-11-1. FN コーティングプレートを用いた試験 

12 ウェルプレートに FN コーティングガラス  (#GG-18-FIBRONECTIN, 

Neuvitro corporation) を静置し、その上に 2×104 cells の MM 細胞を播種した。

1 週間培養後、上清をアスピレートし、PBS(-) (#14249-95, NACALAI TESQUE) 

を用いて 5 回洗浄した。洗浄後の FN コーティングガラスをピンセットで取り

出し、4%パラホルムアルデヒドで固定後、0.1% Triton-100x で透過処理を行な

った。RFP 標識した CD138 抗体 (#347193, BD Biosciences, California, USA) 

(希釈倍率 1:500)、1 時間、室温でインキュベートし、Hoechst 33342(1:1000)

（346-07951, FUJIFILM）で核を染色後、蛍光をキーエンス蛍光顕微鏡

(KEYENCE, Osaka, Japan)で確認した。 

 

2-11-2. BMSC との共培養試験 

12 ウェルプレートに BMSC：MM 細胞=5:1 となるように播種した。1 週間共培

養した後で、上記の FN コーティングガラスを用いた実験と同様に CD138 抗体

(#347193, BD Biosciences)を用いて MM 細胞の BMSC への接着能を確認した。 

 

2-12. トランズウェルを用いた共培養試験 

0.4 μm 孔径のトランズウェル (#353095, Corning, New York, USA) を用いた共

培養システムを使用した。上側のチャンバーに Len 耐性細胞を播種し、下側の

チャンバーにそれぞれ対応する感受性細胞を播種した。これらの細胞を 1 週間

共培養した。1 週間後、親株を播種した下のチャンバーを PBS(-) (#14249-95, 
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NACALAI TESQUE)で洗浄し、非接着細胞を除き、その数を計測した。次いで、

プレートに接着した細胞数をカウントし、全体の細胞数と接着細胞、非接着細胞

の割合を算出した。この際、培養上清中の液性因子の影響を考え、超遠心した後

の上清を EV 除去培地として使用し、EV によって細胞接着能が亢進することを

示した。また、回収した共培養後の親株を新たに 96 ウェルプレート (non-

coating プレートと FN-coating プレート) にそれぞれ 5 x 103細胞ずつ播種し、

Len 添加後、72 時間後の薬剤感受性を CCK-8 で確認した。FN-coating には FN 

(#10838039001, Roche) を使用した。 

 

2-13. 超低吸着プレートを用いた Len 感受性試験 

プレートへの細胞接着能が薬剤感受性に与える影響を確認するため、5 x 103個

の MM 細胞 (KMS21、KMS27、KMS34、KMS21R、KMS27R、KMS34R) を 96

ウェルプレート (non-coating プレートと超低吸着プレート) に播種し、各濃度

のレナリドミドを添加した。72 時間後、各ウェルに CCK-8 試薬を 10 μL ずつ添

加した。2 時間、37℃でインキュベート後、450nm の吸光度を EnVision Multilabel 

Plate Reader (PerkinElmer) および SpectraMax iD3 プレートリーダー 

(Molecular Devices) を用いて測定した。細胞を播種せずにメディウムのみを加

えたウェルのシグナルとバックグラウンドとして補正した。 

 

2-14. 定量的 PCR 

上記の QIAzol 試薬 (#79306, Qiagen) と miRNeasy Mini Kit (#217084 , Qiagen)

を用いて、培養細胞から total RNA を抽出した。RNA の量は、NanoDrop ND-

1000 spectrophotometer (Thermo Fisher)を用いて測定した。High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (#4368814, Applied Biosystems, Massachusetts, 
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USA)を用いて、total RNA から cDNA を合成した。定量的 PCR のデータは

StepOne Software v2.3 (Applied Biosciences) を用いて収集・解析した。すべて

のmRNA定量データは、β-actinの発現データに対して補正を行なった。*, p<0.05。

SORT1 (#Hs00361760_m1 SORT1)、LAMP2 (#Hs00174474 m1 LAMP2) およ

び  β-actin (#Hs01060665_g1 ACTB) の  TaqMan プ ロ ー ブ は  (Applied 

Biosystems) から購入した。CRBN と β-actin のプライマーは Eurofins 社 

(Luxembourg, LU) から購入した。それぞれの Forward 鎖と Reverse 鎖の配列

は以下の通りである。 

CRBN forward: TGTGTTGCCTTCAACCATGT (#1728097-2) 

CRBN reverse: AGCGAGGCCATGAAGTTAGA (#1728097-1) 

β-actin forward: GGAGGAGCTGGAAGCAGCC (#1784554-5) 

β-actin reverse: GCTGCTACGTCGCCCTG (#1784554-6) 

 

2-15. SORT1、LAMP2 siRNA の導入  

siRNA のトランスフェクションには、Thermo Fisher 社の Neon System を使用

した。最適化は Thermo Fisher 社のプロトコルに従った。1×106 個の MM 細胞

に各 siRNA を最終濃度 50 nM になるように E バッファーに再懸濁した。エレク

トロポレーションは Pulse voltage = 1100 V, Pulse width = 20 ms, Pulse number 

= 1 の条件で行った。 

 

2-16. SORT1、LAMP2 発現量と CRBN 発現量との相関 

SORT1 と LAMP2 遺伝子の発現量と CRBN の発現量の相関性を確認した。MM

細胞株については RNA シークエンスのデータを用いた。公共データベース上の

データを用いた解析には GSE136324 のデータセットを用いた (n=282) (37)。X
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軸に SORT1、LAMP2 の発現量を Y 軸にはそれぞれ対応する CRBN の発現量を

ブロットした。R2は相関係数を示している。 

 

2-17. レンチウイルスを用いた SORT1、LAMP2、CRBN のノックダウン株の作

成 

それぞれの遺伝子の shRNA は Santa Cruz 社から購入した（CRBN sh-RNA, #sc-

78528-SH; sh-LAMP2, #sc-29390-SH; sh-SORT1, #sc-42119-SH; Texas, USA）。

1×106個の MM 細胞に対して、このプラスミド (6 μg) を Neon system (Thermo 

Fisher) を用いて pLP1 (3 μg)、pLP2 (3 μg)、pVSV-G (1.5 μg) プラスミドと共

にエレクトロポレーションで導入した。48 時間後、Puromycin (#A1113803, 

Thermo Fisher) を 1 μg/ml の濃度で添加し、遺伝子が導入されていない細胞を

除き、Puromycin (#A1113803, Thermo Fisher) 存在下で安定して生存できる細

胞株を樹立した。 

 

2-18. CRBN ノックダウンによる細胞接着能への影響 

樹立した sh-CRBN-KMS27R 細胞株のノックダウン効率をウエスタンブロット

で確認した。得られたシグナルの蛍光強度はアプリケーションソフト FIJI 

(https://imagej.net/software/fiji/downloads) (2019/10/28 ダウンロード)によって

定量した。ウエスタンブロットで CRBN 発現量の低下を確認した 2 クローン 

(sh-CRBN-KMS27R#1、sh-CRBN-KMS27R #2) を、6ウェルプレートに播種後、

その細胞形態や細胞接着能の変化を確認した。 

 

2-19. SORT1、LAMP2 ノックダウンによる表現系の変化 
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2-19-1. Len 感受性の変化 

樹立した sh-SORT1、sh-LAMP2 細胞株 (KMS21R、KMS27R) を 96 ウェルプ

レート (non-coating プレートと FN-coating プレート）に播種し、各濃度のレ

ナリドミドを添加した。72 時間後、CCK-8 試薬を添加し、細胞生存率を計測し

た。 

 

2-19-2. EV 分泌量 

樹立した sh-SORT1、sh-LAMP2 細胞株 (KMS21R、KMS27R) を 96 ウェルプ

レートに 1％グルタミンおよび 1％Antibiotic-Antimycotic (#15240096, Gibco)を

添加した無血清 Advanced RPMI1640 培地 (#12633012, Gibco) を用いて播種

した。48 時間後、培養上清を用いて、ExoScreen 法を行い、EV 分泌量を測定

した。 

 

2-19-3. 細胞接着能 

樹立した sh-SORT1、あるいは sh-LAMP2 導入細胞株 (sh-SORT1/sh-LAMP2-

KMS21R、sh-SORT1/sh-LAMP2-KMS27R、sh-SORT1/sh-LAMP2-KMS34R) を

それぞれ 6 ウェルプレート (non-coating プレートと FN-coating プレート) に

播種し、1 週間後にその細胞形態と細胞接着能を確認した。接着した細胞は

Hoechst33342 (1:1000) (346-07951, FUJIFILM) で核を染色した後で、キーエン

ス蛍光顕微鏡を用いてその細胞数を計測した。 

 

2-20. 公共データベースを用いた解析 
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2-20-1. SORT1、LAMP2 遺伝子発現量の相関 

SORT1 発現量と LAMP2 発現量の相関性を確認した。MM 細胞株については

RNA シークエンスのデータを用いた。公共データベース上のデータを用いた解

析 は Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) - Broad Institute  

(https://sites.broadinstitute.org/ccle/) に登録されている MM 細胞株の発現量の

データを用いた (2021/2/11 ダウンロード)。X 軸に SORT1 の発現量を Y 軸には

それぞれ対応する LAMP2 の発現量をブロットした。R は相関係数を示してい

る。 

 

2-20-2. シングルセルデータベースを用いた発現解析 

薬剤耐性に関連するシグネチャー遺伝子の発現解析には、Gene Expression 

Omnibus (GEO) データベースに登録されている シングルセル RNA シークエ

ンスデータセット (GSE106218 および GSE110499) (38) を用いた。シングル

セル RNA シークエンス解析には、R バージョン 3.6.1 の 'Seurat' を使用した

(2021/1/26 ダウンロード) (39)。対数正規化は、R バージョン 3.6.1 上で Seurat

の関数 'NormalizeData' を用いて行った。サンプルは対数正規化し、遺伝子数と

ミトコンドリアリード数の割合でスケーリングした。その後、主成分分析 (PCA)

による次元削減と Seurat による単一細胞のクラスタリングを行った。次元削減

された細胞クラスタリングデータは、Seurat の関数 'runUMAP' で生成された

UMAP プロットとして表示した。モジュール解析は、PC1/PC2 シグネチャー遺

伝子を用いて、関数 'AddModuleScore' を用いて行った。シングルセル RNA シ

ークエンスで得られたそれぞれのシングルセルのデータは患者背景をもとに生

存期間 2 年以上か 2 年未満で分類した。生存期間の長さで細胞を分類し、EV 分

泌に関わる遺伝子や PC2 シグネチャーに含まれている遺伝子に関してヴァイオ
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リンプロットを作成した。 

 

2-20-3. 予後解析 

MM患者の臨床マイクロアレイデータセットは、GEOデータベース (GSE19784

および GSE136324) からダウンロードした (37, 40)。マイクロアレイ解析と

RMA 正規化は、R ver.3.6.1 の 'affy' パッケージを使用して行った。臨床データ

セットを生存分析に用いて、生存曲線は、R ver.3.6.1 の 'ggplot2’、'survminer’ 

及び 'survival’ パッケージを用いて行なった (41-42)。 

 

2-21. データ登録 

当研究の RNA シークエンスにおける GEO accession number は GSE165557

で あ り 、 以 下 の サ イ ト か ら ダ ウ ン ロ ー ド 可 能 で あ る

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi) (2021/1/27 登録) 

 

2-22. 解析コードの利用方法 

発現解析や、シングルセル RNA シークエンス解析に使用した解析コードは 

GitHub (https://github.com/JunNakayama/MM-project) で公開している。 

 

2-24. 統計処理 

本論文で示されたデータは、少なくとも 3 つの独立した実験の平均±s.d.である。

2 群間の統計解析は Student の t 検定で行い、p<0.05 を統計的に有意であると

みなした。多重比較では、one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test を用い

て分析した。生存分析における log-rank 検定は、フリーソフト R ver.3.6.1 に含

まれる「survminer」パッケージを使用して行った。 
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3. 結果 

 

3-1. Len 耐性株の性状比較 

我々は、Len を MM 細胞株に長期低濃度曝露させることにより、4 種類

の Len 耐性 MM 細胞株、KMS21R、MUM24R、KMS27R および KMS34R を樹

立した (34、43) (2017 年卒業 山口高史氏 修士論文引用)。まずは樹立された

Len 耐性 MM 細胞株 (KMS21R、KMS27R および KMS34R) の Len に対する

IC50 を算出した。Len 耐性 MM 細胞株の Len への感受性を細胞増殖アッセイで

算出した (表 1)。それぞれ対応する親株と耐性株の様々な Len 濃度における細

胞生存率を (図 2A) に示す。KMS21 については親株の 0.27 μM に対し KMS21R

細胞における Len の IC50は、128 μM であり、親細胞株である KMS21 のそれの

約 400 倍であった (図 2A、左図)。KMS27R は、Len に対して中程度の感度を

有する細胞株である KMS27 に由来する (図 2A、中図)。KMS34 は、もともと

Len に対して耐性であり、KMS34R 細胞も Len に対して高い耐性を示した (図

2A、右図)。また、Len によってアポトーシスが起きているのかを検討したとこ

ろ、KMS21R、KMS27R の耐性株は親株と比較してアポトーシスが抑制されて

いることが確認できた (図 2B)。KMS34R については有意な差は確認できなか

った。 

興味深いことに、この樹立された耐性細胞 (KMS27R、KMS34R) は non-

coating プレートに接着する能力を獲得していた (図 2C)。KMS21R に関して

も親株と比較してわずかに細胞接着能が亢進しており、顕微鏡写真において樹

状突起のようなものが確認できた。MM 細胞では生体内では細胞外マトリック

スや BMSC と結合して生理作用を示すことが知られている。そこで、これら

MM 細胞株を FN-coating プレート上、および、生理的に骨髄環境に近い
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BMSC との共培養を検討した (図 2D-E)。いずれの条件でも、耐性細胞だけで

なく、親株の一部もディッシュに接着していた。3 日間培養後にプレートを

PBS (-) で 5 回洗浄し、ディッシュ底面に残った細胞数をカウントした。(図

2F)。 

 

表１. 親株と樹立した Len 耐性株の Len 感受性の比較 

細胞株 親株/耐性株 IC50 (μM) Rel. resistance 

KMS21 Parental 0.27 1 

KMS21R Resistant 128 474.3 

KMS27 Parental 59 1 

KMS27R Resistant N.E. N.E. 

KMS34 Parental N.E. N.E. 

KMS34R Resistant N.E. N.E. 
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図 2. 樹立した Len 耐性株の細胞形態や性状の比較 

A. MM 細胞株の各 Len 濃度における 72 時間後の細胞生存率の比較。エラーバ

ーは s.d.値を示し、*, p<0. 05 を統計学的に有意とした。B. MM 細胞株の各 Len

濃度におけるアポトーシスを起こしている細胞の割合の比較した。陽性コント

ロールとしてシスプラチンを用い、72 時間培養後に測定した。*, p<0.05 を統計

学的に有意とした。C. MM 細胞株の顕微鏡写真 (Scale bar = 50 μm)。D. MM 細

胞株の FN-coating プレートを用いた際の顕微鏡写真(Scale bar = 100 μm)。青：

nucleus = Hoechst33342、赤：CD138 を示す。CD138 陽性細胞を MM 細胞とし

てカウントした。E. MM 細胞株(親株と耐性株) の BMSC と共培養した際の顕微

鏡写真 (Scale bar = 50 μm)。青：nucleus = Hoechst33342、赤：CD138 を示す。

CD138 陽性細胞を MM 細胞としてカウントした。F. MM 細胞株の FN-coating プ

レートで培養および BMSC と共培養した際のディッシュに接着した細胞数を数

え、*, p<0.05 を統計学的に有意とした。 
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次に、Len 耐性に関わる遺伝子を同定するために、全トランススクリプ

トーム解析を行なった。この際、KMS34、KMS34R 細胞株については親株の段

階で耐性となっている点や、図 2A-F のように親株と耐性株で大きく変化がなか

ったのでこの解析では除外した。親株と耐性株 (KMS21、KMS27、KMS21R、

KMS27R) との発現比較では、耐性細胞で 521 個の遺伝子の発現が亢進し、89

個の遺伝子発現が減少していた (図 3A)。Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

により、「Interferon (IFN) α response」、「IFNγ response」、「Mitotic spindle」、

「Cell adhesion」など、これまで MM の悪性化と関連があると報告されている

遺伝子セットがエンリッチされていた (44) (図 3B)。例えば、IFN シグナルは、

Fas を誘導することでアポトーシスを制御し、MM の悪性化に寄与することが

知られている (44)。MM において細胞接着が薬剤耐性に重要であることが広く

言われているが、我々が樹立した長期低濃度薬剤に暴露することで誘導した薬

剤耐性株においても同様に細胞接着能の亢進が確認できた。細胞接着能が耐性

株で亢進していることが 3-1 の検討でわかったので、細胞接着に関連する遺伝

子のそれぞれの MM 細胞株での発現量をヒートマップに示した (図 3C)。

KMS34R 細胞においても細胞接着関連因子の発現亢進が確認できた。これら結

果より、耐性株では MM の悪性化に関わる既知のパスウェイが亢進しており、

トランスクリプトームレベルでも細胞接着能が亢進していることが確認できた。 
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図 3. Len 耐性株において発現が上昇している遺伝子群の探索 

A. Len 耐性細胞株と親株における遺伝子発現を示すヒートマップ。Len 耐性株

において発現量が 1.5 倍以上、かつ、p 値が 0.05 以下の遺伝子を抽出した。B. 

親株と耐性株 (KMS21、KMS27、KMS21R、KMS27R) における GSEA 解析の

結果。NES: normalized enrichment score、FDR: False Discovery Rate。C. MM

細胞株でおける細胞接着関連遺伝子の発現量をヒートマップで示した。 
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3-2. 耐性株における EV (Extracellular Vesicles) の分泌促進 

 

上記、既知の MM の薬剤耐性関連経路に加えて、「Snare interaction in 

vesicular transport」の遺伝子セットが耐性細胞で有意にエンリッチされている

ことが分かった (図 4A-B)。この遺伝子セットは EV 分泌と密接に関連しており、

EV 分泌は薬剤の感受性を調節することがよく知られている (27、45)。SNAP23

や VAMP3 といった EV 分泌に重要な遺伝子は、耐性細胞において非常に高い発

現量を示した。そこで Len 耐性と EV の関連を調査するために、まずはそれぞ

れの細胞株における EV の性状や分泌量等を確認した。EV の検出には EV 表面

のタンパク質マーカーに対する抗体を用いて行う ExoScreen 法とブラウン運動

を利用して溶液中の EV の粒子濃度を測るナノサイト を利用した NTA 法の２

種類の方法で行なった。ExoScreen 法で検出するために、まずは EV を超遠心

法で回収し、EV 表面のマーカータンパク質をウエスタンブロット法にて確認し

た (図 4C)。その結果、一般的に EV に広く発現している CD9、CD63 の発現が

どの MM 細胞株でも確認できた。そこで、CD63 抗体を用いた ExoScreen 法で

EV を検出したところ、親株と比較して耐性株において EV の分泌量が増加して

いることがわかった (図 4D、左)。それに加えて、実際の粒子の濃度も増加して

いた (図 4D、右)。また、既知の EV による薬剤耐性の論文 (27) と同様に耐性

株より分泌される EV は有意にそのサイズが小さくなっていることが確認でき

た (図 4E-F)。 
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図 4. Len 耐性株における EV 分泌に関する検討 

A. 親株と耐性株 (KMS21、KMS27、KMS21R、KMS27R) の GSEA 解析による、

Len 耐性株において発現がエンリッチしている EV 生合成関連経路。NES: 

normalized enrichment score、FDR: False Discovery Rate。B. Snare interaction 

in vesicular transport 関連遺伝子の発現量を示したヒートマップ。C. MM 細胞

由来の EV に含まれる代表的な EV マーカータンパク質のウエスタンブロット

解析。検討には 500 ng の EV を使用した。D. (左) ExoScreen 法による EV 分泌

量の測定。細胞を 72 時間インキュベートした後にシグナルを測定し、シグナル

は細胞増殖率によって補正した。(右) Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)によ

って EV の分泌量を比較した。エラーバーは s.d.値を示し、*, p<0. 05 を統計学

的に有意とした。E. NTA 法による Len 耐性株と親株の EV 粒子の分布と最頻径 

(nm) を示す。F. Len 耐性株と親株における EV 最頻径の比較。*, p<0.05 を統計

学的に有意とした。 
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3-3. Len 耐性 MM 細胞株由来 EV の Len 感受性株の細胞接着に対する影響の検

討 

 

次に、Len 耐性 MM 細胞が分泌する EV が Len 感受性の親株に与える影

響について検討した。まずは超遠心法により耐性株由来 EV を回収し、それぞれ

対応する親株に添加した。その際、EV 添加によって親株の Len 耐性と細胞接着

能に変化があるのか確認した (図 5A)。超遠心法では液性因子のコンタミケーシ

ョンの可能性が除くことができない。そのため、液性因子の影響を除くために、

超遠心後の上清を EV 不含有な培地として使用した。この結果より、KMS27R、

KMS34R 由来 EV を親株に添加すると、わずかではあるが有意に細胞接着を亢

進することが示された。また、EV を除いた培地では細胞接着の亢進は見られな

かったことから、培養液中の EV が重要であると示唆された。しかし、EV 添加

では著明な細胞接着の亢進は認められなかった。その理由として、一時的な EV

添加では十分な EV が取り込まれず、持続的な EV の取り込みが重要ではないか

と考えた。これを証明するために孔径 0.4 μm のトランズウェルを用いた共培

養システムを使用した (図 5B)。このシステムでは、上側のチャンバーにいる Len

耐性細胞は下側のチャンバーに移動できず、可溶性タンパク質と EV のみが下側

のチャンバーに移動することが可能である。まずは最も耐性の高い細胞株

KMS34R 細胞を上側のチャンバーに、感受性の高い細胞株 KMS21、KMS27、

KMS34 を下側のチャンバーに播種した。1 週間の共培養後、PBS (-) で洗浄し、

PBS (-) に含まれる非接着細胞とディッシュに接着した細胞数をそれぞれ数え、

その細胞比を算出した (図 5C-D)。その後、回収した接着細胞と非接着細胞を再

び混合し、新たに 96 ウェルに播種し、Len 存在下で 48 時間後に生存する細胞

数を測定した (図 5E)。図 5C-D の結果より、Len 感受性株は Len 耐性株由来 EV



 37 

にさらされることで、細胞接着能が亢進した。しかしながら、細胞増殖は亢進し

なかった。さらに、Len 感受性株 (KMS21、KMS27) は KMS34R 由来 EV にさ

らされることで、Len に対する抵抗性を獲得する傾向が見られた。一方、KMS34

細胞を KMS34R 細胞と共培養した場合は、親株が Len に対して耐性であったた

め、薬剤感受性に明確な変化は見られなかった (図 5E、右)。EV による Len 抵

抗性獲得はそれぞれ親株に対応する耐性株と共培養した時、および、FN-coating

したプレートを使用した同様の実験でも接着能の亢進、Len 抵抗性の獲得が確

認できた (図 5F)。以上の結果から、Len 耐性株由来の EV には Len 感受性株の

細胞接着能を亢進することが可能であり、その細胞接着能の亢進が Len 耐性獲

得に重要である可能性が示唆された。 

次に MM において細胞接着と薬剤耐性の関係がすでに報告がある (9-

10) 、MM 細胞の Len 耐性に対する細胞接着の影響を検討した (図 5G-H)。Non-

coating プレートと超低接着プレートの 2 条件でそれぞれ耐性株の Len 感受性

を比較解析したところ、KMS27R および KMS34R 細胞は超低接着条件下で Len

に対する感受性が有意に回復し、Len 耐性において、細胞接着が重要であること

がわかった（図 5H、中、右図）。一方、接着力が非常に弱い KMS21R 細胞の Len

感受性は、超低接着条件下でも変わらなかった（図 5H、左図）。 
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図 5. トランズウェルを用いた Len 耐性と細胞接着との関連の検討 

A. Len 耐性株由来 EV 添加による親株の細胞接着能の変化を確認した。親株を

播種後、それぞれ対応する耐性株由来 EV を 10 μg 添加した。48 時間後、接着

した細胞数を数え、*, p<0.05 を統計学的に有意とした。この際、液性因子の影

響を見るため EV を除いた培地をコントロールとして使用した。B. トランズウ

ェルを用いた共培養実験の説明図。上側チャンバーに耐性株、下側のチャンバー

に親株を播種した。1 週間の共培養後、接着細胞と非接着細胞の数を測定した。

細胞数測定後、細胞を新しい 96 ウェルプレートに再播種し、48 時間後に Len

感受性を測定した。C. Len 耐性株と共培養後の KMS21 および KMS27 細胞の顕

微鏡写真 (Scale bar = 50 μm)。D. Len 耐性株と共培養後の KMS21 細胞株の接
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着・非接着細胞の割合(左)。各耐性株を共培養した後の総細胞数を数えた(右)。

E. 親株(KMS21、KMS27、KMS34)を、KMS34R 細胞と共培養後に、親株の Len

に対する感受性を確認した。エラーバーは s.d.値を示し、*, p<0.05 を統計学的

に有意とみなした。F. 親株をそれぞれ対応する耐性株と共培養した後に細胞生

存率アッセイを行った。Non-coating プレート(上)、FN-coating プレート (下) 

の結果を示す。*, p<0.05 を統計学的に有意とみなした。G. 超低吸着プレートを

用いた実験手順。Len 耐性株を non-coating プレートと超低接着プレートに播

種し、次いで Len を添加し、96 時間後の細胞生存率を測定した。H. 超低吸着

プレートを用いた細胞生存率アッセイ。エラーバーは s.d.値を示し、*, p<0.05 を

統計学的に有意とみなした。 
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3-4. Len 耐性株由来 EV を介した薬剤耐性と CRBN との関係性の検討 

 

 これまでの研究で、Len 耐性化機構は CRBN やその下流因子の遺伝子変

異が重要だと報告されている (6-7)。そこで今回樹立された Len 耐性株における

CRBN やその下流因子である IKZF1 や IKZF3 の薬剤耐性に対する寄与を検討し

た。まずは RNA シークエンスのデータより Len 耐性株 3 株で亢進している分

子、パスウェイ、表現型の関連性をパスウェイ解析ソフトウェア (IPA) を使い、

可視化した (図 6A)。さらに上流解析を行い、Len 耐性株において発現が亢進し

ている、もしくは発現が抑制されている遺伝子を抽出した。その結果、耐性株で

最も抑制されている遺伝子として IKZF1 や IKZF3 が確認できた（図 6B）。また

Len を投与した際に発現が亢進する遺伝子を調べると、いずれも耐性株におい

て発現が亢進していた (図 6C)。これは Len が樹立された耐性株においても作

用していることを示しており、CRBN とは別の経路を介した薬剤耐性化機構の

存在が示唆された。また、KMS27R 細胞株に対してレンチウイルスを用いて

CRBN をノックダウンした sh-CRBN 株を作成した (図 6D-E)。作成した sh-

CRBN 株を播種し、細胞形態や細胞接着能の変化を確認した (図 6E)。コントロ

ールの KMS27R 細胞株と比較して、sh-CRBN 株の 2 株では細胞形態、および

細胞接着能に有意な差はなかった。この結果もまた、樹立された Len 耐性株に

CRBN とは別の経路を介した薬剤耐性機構がある可能性を示している。 
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図 6. CRBN やその下流因子と薬剤耐性株との関連性の検討 

A. IPA 解析による 3 種の耐性株で発現が亢進している遺伝子やパスウェイ。耐

性株で発現量が 1.5 倍以上で p 値が 0.05 以下のものを抽出し、それら抽出され

た遺伝子を用いて解析をした。B. IPA 解析より、耐性株で発現が上昇、または発
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現が抑制されている遺伝子。-log10 (p-value) の値をそれぞれグラフにした。C. 

Len 投与により発現が変動する遺伝子群。それぞれの遺伝子の発現量をヒート

マップにした。D. KMS27R 細胞にレンチウイルスを用いて作成した CRBN ノ

ックダウン株の CRBN 発現量をウエスタンブロットで確認した。検討にはタン

パク質は 15μg を使用した。E. 上記 D における CRBN 発現量を定量化した。発

現量はコントロールの値で補正した。F. 作成した CRBN ノックダウン株の細胞

形態や接着能の変化を確認した (Scale bar = 50 μm)。エラーバーは s.d.値を示

す (n.s. = not significant)。  
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3-5. EV を介した細胞接着能の亢進による薬剤耐性獲得機構の探索 

 

ここまで Len 耐性に細胞接着と EV が関わっていることが証明された。

次にこれら EV を介した細胞接着を引き起こす責任遺伝子の探索を行なった。親

株 (KMS21、KMS27、KMS34) と Len 耐性株 (KMS21R、KMS27R、KMS34R)

の RNA シークエンスデータを比較して、それぞれ遺伝子の発現量が 1.5 倍以上、

かつ p-value < 0.01 のものを選んで遺伝子リストを作成した (図 7A)。15,293 個

の遺伝子から 118 個の遺伝子に絞った。これら 118 個の遺伝子に対して、Gene 

name and Exosome/Extracellular Vesicles/Endosome の単語を用いた Pubmed 

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) での文献調査により、最終的にエンドソーム

経路など、EV 分泌に関わる遺伝子 13 個を抽出した。KMS27R 細胞に対して、

13 個の遺伝子の siRNA を用いて遺伝子のノックダウンを行なった。その際、

Len 感受性、カスパーゼ活性、EV 分泌量をそれぞれ確認した (図 7B-E)。ノッ

クダウンによって Len 感受性が回復し、アポトーシスを起こした遺伝子が 8 個

に絞られた。それら 8 個の遺伝子 (SORT1、LAMP2、USP25、RAD51AP1、

PRTFDC1、AASS、CASP7、CLSTN3) をプラスミドベクターを用いてノックダ

ウンした際の EV 分泌量を ExoScreen で確認したところ、SORT1、LAMP2 の

2 つの遺伝子の EV 分泌の減少、Len に対する感受性の回復、アポトーシスの誘

導が認められた。実際、Len 耐性株において SORT1、LAMP2 の発現量はタンパ

ク質レベル (図 7F)、mRNA レベル (図 7G) どちらでも上昇していた。 
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図 7. Len 耐性株において EV 分泌を促進する責任遺伝子の探索 

A. Len 耐性株において EV 分泌を促進する責任遺伝子を、図に示す基準で絞っ

た。発現量 1.5 倍以上、p 値が 0.01 以下を満たさない遺伝子を除外し、そこか

ら文献検索によって絞り込みをした。最後にノックダウンした際の Len 感受性、

カスパーゼの活性、EV の分泌量を確認した。B. MM 細胞へのエレクトロポレー

ション法による遺伝子導入。エレクトロポレーションは Pulse voltage = 1100 V, 

Pulse width = 20, Pulse number = 1 の条件で行った。siRNA を用いて一過性に

遺伝子をノックダウンし、同時に Len を加え、72 時間後の細胞生存率、カスパ

ーゼの活性、EV 分泌量を確認した。C-E. KMS27R 細胞に siRNA を遺伝子導入、
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100 μM の Len を添加し、72 時間後の細胞生存率 (C)、カスパーゼ活性 (D)、

EV の分泌量 (E) をそれぞれ確認した。F-G. SORT1、LAMP2 の発現量をウエ

スタンブロット(F)と RT-PCR (G) で確認した。F. ウエスタンブロットでは 15 

μg のタンパク質を用いて検討を行った。G. 両遺伝子の発現量は親株の SORT1、

LAMP2 の発現量で補正した。 
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そこで次にレンチウイルスベクターを用いて耐性株における SORT1、

LAMP2 のノックダウン株を作成した。ノックダウン効率はウエスタンブロット

で確認した (図 8A)。作成したノックダウン株の EV 分泌量を ExoScreen 法で

確認したところ、SORT1、LAMP2 ノックダウン株どちらにおいても EV 分泌量

が減少していた (図 8B)。さらに興味深いことにノックダウン株では耐性株にお

ける細胞接着能が減弱していることがわかった (図 8C-F)。なお、SORT1、

LAMP2 ノックダウンにより接着能を失った細胞の生存率は変化なかった (図

8G)。最後に SORT1、LAMP2 ノックダウン株の Len 感受性を non-coating プレ

ートと FN-coating プレートで確認した。KMS27R 細胞では SORT1、LAMP2 を

ノックダウンすることで Len への感受性が有意に回復した。FN-coating したプ

レートでは non-coating プレートと比較して、より高い Len 濃度でのみ、感受性

が回復した（図 8H、上：non-coating プレート、下：FN-coating プレート）。

KMS21R についても同様に Len 感受性が一部回復した（図 8I、上：non-coating

プレート、下：FN-coating プレート）。 
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図 8. 恒常的な SORT1、LAMP2ノックダウン株の EV 分泌や細胞接着に関する

検討 

A. 恒常的な SORT1、LAMP2 ノックダウン株における SORT1、LAMP2 の発現

量をウエスタンブロットで確認した。検討には 15 μg のタンパク質を用いた。

B. 恒常的な SORT1、LAMP2 ノックダウン株における EV 分泌量を ExoScreen

法で確認した。エラーバーは s.d.値を示し、*, p<0.05 を統計学的に有意とみな

した。C. 恒常的な SORT1、LAMP2 ノックダウン株の細胞接着能を検討した。

KMS27R 細胞株を用いて作成した SORT1、LAMP2 ノックダウン株を播種し、

72 時間後に PBS でプレートを洗浄した後で、核を Hoechst33342 を用いて染色

し、それぞれ数を数えた。D. non-coating プレートを用いた際の接着している細

胞の顕微鏡写真を示す (Scale bar = 100 μm)。E. non-coating プレートを用いた

際の接着している細胞の数を定量化した。エラーバーは s.d.値を示し、*, p<0.05 
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を統計学的に有意とみなした。F. FN-coating プレートを用いた際の接着してい

る細胞の数を定量化した。エラーバーは s.d.値を示し、*, p<0.05 を統計学的に

有意とみなした。G. SORT1、LAMP2 を恒常的にノックダウンしたことで細胞

接着能を失った細胞における細胞生存率を測定した (n.s. = not significant)。H-I. 

KMS27R (H)、KMS21R (I) 細胞株の恒常的 SORT1、LAMP2 ノックダウン株の

Len に対する感受性を non-coating プレートと FN-coating プレートを用いて確

認した。エラーバーは s.d.値を示し、*, p<0.05 を統計学的に有意とみなした。 
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3−6. SORT1、LAMP2 と CRBN、既知の薬剤関連因子との関連性の検討 

 

 3−5 における検討により、SORT1、LAMP2 が MM の Len 耐性において

EV 分泌を介して細胞接着を誘導し、Len 耐性を獲得させることがわかった。ま

ずは同定した SORT1、LAMP2 が Len の標的分子である CRBN の発現量と相関

するのかデータベース (GSE136324) を用いた解析を行なった (37)。データベ

ースを用いた 300 人規模の解析では LAMP2 は CRBN と一定の相関が確認され

た (図 9A)。そこで、実際に SORT1、LAMP2 ノックダウンした Len 耐性株にお

いて CRBN の発現量を確認したが、発現量に変化は確認できなかったことから、

SORT1 および LAMP2 は CRBN とは別の経路を介して薬剤耐性を誘導している

可能性が考えられた (図 9B)。それに加えて、図 6Bにおいて Len耐性株でSTAT3

の発現亢進が確認できている。これまでに STAT3 シグナルは MM において薬剤

耐性を誘導することが報告されている (46)。また、VLA-4 も MM の薬剤耐性に

重要であると言われている (47)。そこで、これら薬剤耐性関連遺伝子と SORT1、

LAMP2 との関連性を検討した。次に親株と Len 耐性株を用いて、Len 耐性との

関連性について報告のある VLA-4、STAT3、p-STAT3 の発現量をウエスタンブ

ロットによって確認した (図 9C)。VLA-4 の発現は Len 耐性株との関連性は見

られなかったが、STAT3 は耐性株にて発現上昇し、それに伴って、p-STAT3 の

発現上昇も確認できた。さらに SORT1、LAMP2 ノックダウン株にて STAT3、

p-STAT3 の発現低下が見られた (図 9B)。これより、Len の長期低濃度暴露によ

って樹立された耐性株では SORT1、LAMP2 遺伝子の発現亢進に加え、STAT3

シグナルを介した薬剤耐性機構が関与していることが示唆された。
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図 9. SORT1、LAMP2 と CRBN との関連性の検討 

A. GSE136324 のデータセット (上) と我々の細胞株 (下) における SORT1、

LAMP2 と CRBN の遺伝子発現量の相関性を確認した。R2 は相関係数を示す。

B. SORT1、LAMP2 を恒常的にノックダウンした耐性株における CRBN、VLA-

4、STAT3、p-STAT3、β-actin の発現量をウエスタンブロットで確認した。検討

にはタンパク質は 15 μg を使用した。C. 親株と耐性株における VLA-4、STAT3、

p-STAT3、β-actin の発現量をウエスタンブロットで確認した。検討にはタンパ

ク質は 15 μg を使用した。 
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3-7. 遺伝子発現データベース解析を用いた SORT1、LAMP2 の発現と予後の検

討 

SORT1 遺伝子と LAMP2 遺伝子発現レベルに相関性が報告されている

ことから (48)、本研究で用いた細胞株では SORT1 遺伝子と LAMP2 遺伝子の

発現量の相関性を検討した。その結果、有意な相関性があることが判明した (図

10A：R = 0.98、p 値；p<0.001)。次に、各種 MM 細胞株における両遺伝子発現

を Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) データベースで検討したところ、一

定の相関性が観察された (図 10B)。Len に耐性であるという報告がある細胞株

では (図 10B 中の◆) (8, 49)、SORT1 および LAMP2 遺伝子の発現量が高い傾

向が認められた (図 10B)。 

 次に、公開されている MM データセット (38) のシングルセルトラン

スクリプトームプロファイルを解析し、 EV 分泌と細胞接着が MM 患者の予

後と関連しているかどうかを検討した。このデータセットには、9 名の患者の骨

髄 (BM) および 4 名の患者の髄外病変部位 (EM) 由来の骨髄腫細胞が含まれて

いる (図 10C)。13 名の患者を、発症してから予後 2 年未満の 7 名と予後 2 年以

上の 6 名の 2 群に分けた (図 10D)。本研究で使用した 6 つの MM 細胞株の RNA-

seq データを、主成分分析 (PCA プロット) した。その結果、PC1 は細胞株の

種類で値が近いことから、PC1 シグネチャーが細胞株間の違いを表し、PC2 シ

グネチャーが Len に対して高い感受性を持つ KMS21 のみ高く、他の細胞と値

が離れていることから、PC2 シグネチャー薬剤感受性の違いを表している可能

性が示唆された (図 10E)。PC1 および PC2 のシグネチャー遺伝子を表 2 に示

す。そこで、MM 患者のシングルセル RNA-seq データで PC1 と PC2 のシグネ

チャー遺伝子群 (図 10F-G) の発現量を観察したところ、全生存期間 (OS) < 2

年の患者では PC2 のシグネチャー遺伝子群が有意に濃縮されていたが (図 10G、
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右)、PC1 のシグネチャー遺伝子群では有意差は見られなかった (図 10F、左)。

PC2 シグネチャーには EV 分泌と細胞接着に関連する遺伝子が含まれていたた

め (表２、下)、この結果は、PC2 シグネチャーに含まれる遺伝子の発現上昇が

MM 患者の予後不良に関連している可能性を示唆している。さらに、LAMP2 は、

OS が 2 年未満の患者において有意に発現が上昇していたが、(図 10H、右)、

SORT1 の発現レベルは有意な差は認められなかった (図 10H、左)。PC2 シグ

ネチャーでは、CAV1、CD9、TSPAN7、AHNAK などの EV 分泌に関わる遺伝子

が OS が 2 年未満の患者に高発現していた (図 10I)。加えて、PC2 シグネチャ

ーに含まれない代表的な EV マーカー遺伝子である CD63 と TSG101 も、OS＜

2 年の患者で有意に上昇していた (図 10J)。CD44 などの細胞接着に関わる遺伝

子も OS が 2 年未満の患者に高発現していた（図 10K）。 
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表 2. 主成分分析による PC1、PC2 シグネチャー遺伝子 
PC

1_
si

gn
at

ur
e 

ge
ne

 

CGB7 PEG3-AS1 CELP NOS1 CHL1 

CLDN22 PHYHIPL ECE2 DCHS2 PDE11A 

CYP2A6 PKD2L2 PCNA-AS1 SLC1A2 SHC3 

FUT6 PLGLA OCM LAMA3 GPR26 

KCNIP4 RIMS4 LOC440895 PTGER3 PRAMEF14 

LYPD1 SPATA22 USP17L5 GABRA4 FBN3 

NBPF14 SPRR2B GRIN2B CR1 COL6A5 

OR1E1 SPRR2E TMEM155 MXRA5 ADAM12 

OR2T12 TP53TG5 LONRF2 NCR3 KCNK10 

PCDHB8 TSSK2 MUC21 ADAMTS5 PARVA 

PC
2_

si
gn

at
ur

e 
ge

ne
 

ITM2C EYA2 TMSB15A SULF1 PFKP 

CTHRC1 ITM2A CAV1 JUP IGF2BP3 

CD9 PTP4A3 FGFR3 FUCA2 CD44 

HES6 CA2 GPAT2 TSPAN7 RASSF4 

ANXA1 PEG10 CDH2 TUBB3 PFN2 

IDH2 AHNAK TUBB2B LRIG1 DSG2 

ITGB7 GPRC5D CYB5A CLU MAF 

GAS6 MEST PLD4 TMEM173 AP1S2 

MCAM AGT CST3 PDLIM1 PDE3B 

MARCKSL1 PTPRCAP RCN1 TIMP2 SLC16A14 
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図 10. 遺伝子発現データベース解析を用いた SORT1、LAMP2の発現の検討 

A-B. 我々の細胞株のデータ(A)と CCLE 上に存在する MM 細胞株のデータ(B)に

おける SORT1 と LAMP2 の発現量の相関性を確認した。R は相関係数を示す。

B. 赤い●は我々の細胞株を表し、◆は Len に対して耐性を持つと報告がある細

胞株を示している。C. UMAP プロット。それぞれのドットは細胞を表し、患者

ごとに色を分けた。EM: derived from extramedullary sites。D. MM 患者由来の

細胞を全生存期間の長さで分類した UMAP プロット。それぞれのドットは細胞
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を表し、全生存期間が 2 年以上と 2 年未満で分類した。E. 我々の細胞株のデー

タを用いて PCA 解析を行い、PC1 シグネチャーと PC2 シグネチャーをそれぞ

れプロットした。F-G. PC1/PC2 シグネチャーの発現量によって分類した UMAP

プロット (左) とそれぞれの細胞を予後 2 年以上か 2 年未満で分けた時の

PC1/PC2 シグネチャーの発現量をヴァイオリンブロット (右) で検討した。H-I. 

それぞれの細胞を予後 2 年以上か 2 年未満で分けた時の SORT1、LAMP2 の発

現量 (H)、PC2 シグネチャーに含まれる EV 関連遺伝子の発現量 (I)、PC2 シグ

ネチャーには含まれていないが、一般的な EV 生合成に関わる遺伝子の発現量を

ヴァイオリンブロットで検討した。K. それぞれの細胞を予後 2 年以上か 2 年未

満で分けた時の CD44 などの細胞接着因子を含む PC2 シグネチャー遺伝子の発

現量をヴァイオリンブロットで検討した。 
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さらに、新規に MM と診断された患者約 300 人を含むマイクロアレイ

データセット (GSE19784) を解析した (図 11A-B) (39)。カプラン・マイヤー解

析の結果、LAMP2 の高発現プロファイルは、OS (図 11A、右図) と無増悪生存

期間 (PFS) (図 11B、右図) の両方において予後不良と有意に相関していること

が示された。一方、SORT1 が高発現している患者では、予想に反して OS およ

び PFS が延長していた (図 11A-B、右図)。この原因として GSE19784 で用い

たデータセットには Len を投与された患者が含まれていなかったことが考えら

れた。そのため、Len を投与された 200 名以上の患者 (TT3b, TT4, TT5) を含

む GSE136324 を解析した (37)。SORT1 の高発現は、予後不良と有意に相関

していた (図 11C)。このことより、SORT1 の発現レベルが、患者の Len 抵抗

性に直接関係している可能性を示唆している。このように、データベース解析か

らも、SORT1 と LAMP2 が介在すると思われる EV 分泌と細胞接着が、Len 耐

性を導き、Len を含むレジメンによる治療を受けた MM 患者の予後不良と関連

していることが明らかになった。
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図 11. SORT1、LAMP2 遺伝子発現と予後との検討 

A-B. SORT1 および LAMP2 の発現プロファイルを使用して (GSE19784)、全生

存期間 (OS) (A)および無増悪生存期間 (PFS) (B)における生存曲線を作成した。

SORT1 の発現は ROC 曲線を書き、最も有意差がつく、OS (高発現群：n=54、

低発現群：n=228) および PFS (高発現群：n=33、低発現群：n=247)で分けた。

LAMP2 の発現も、ROC 曲線を書き、最も有意差がつく、OS (高発現群：n=31、

低発現群：n=251)および PFS (高発現群：n=43、低発現群：n=237) で分けた。 

C. GSE136324 データセットの SORT1 発現プロファイルを用いて全生存期間

(OS) (左) および無増悪生存期間(PFS) (右) における生存曲線を作成した。

SORT1 の発現は、OS (高発現群：n=153、低発現群：n=48) および PFS (高発

現群：n=153、低発現群：n=48) で分けた。 
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4.考察 

 

EV を標的とする、がんの新たな治療戦略の可能性を示唆する証拠が近

年、蓄積されている (50)。がん細胞における EV の分泌機構を理解することは、

この戦略を成功させる上で重要である。しかし、がん細胞における EV の生合成

のメカニズムは、由来する細胞によって分泌経路が異なると考えられているた

め、依然として不明な点が多い (51)。一般に、がん細胞は正常細胞よりも多く

の EV を分泌する (52)。この特徴は、がん細胞由来の EV を標的とした治療法

が理にかなっていることを示している。本研究では、Len 耐性細胞株で高発現

し、MM 細胞株における EV 分泌と細胞接着を促進する EV 分泌関連遺伝子

SORT1、LAMP2 を新たに同定した。この結果は、Len 耐性 MM 細胞由来の EV

が、感受性 MM 細胞株に対して部分的に耐性を付与していることを示している。

EV が内包する様々な生理活性物質の効果を考慮すると、EV 内または EV 上に

存在するどのような分子が MM 細胞における Len 抵抗性に関与しているかが、

重要である。例えば、Safaei らは、以下の報告をしている。卵巣がん細胞にライ

ソゾームタンパク質が異常に蓄積し、シスプラチントランスポーターが EV に搭

載される (53)。すると EV 内にシスプラチンが取り込まれ、がん細胞からシス

プラチンが排出されることでシスプラチンへの耐性を示す。さらに、EV で輸送

された含有物は腫瘍微小環境の遺伝子変化を誘発するため、薬剤耐性を持つが

ん細胞はこの機構を乗っ取って感受性細胞に耐性を付与する(27, 53)。EV を介

した薬剤耐性については固形がんでは多く報告されている (54-58)。また、別の

例として口腔扁平上皮がんでは Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) の

シグナルが亢進している。そのため、セツキシマブは EGFR を標的とした分子

標的薬として口腔扁平上皮がんの治療に使われている (59)。しかし、セツキシ
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マブによる抗腫瘍効果は部分的なもので、一部のがん細胞が生き残る。生き残っ

た細胞は、正常細胞よりも多くの EGFR を発現する EV を分泌することがわか

っている。この EGFR を発現した EV がデコイとしてセツキシマブと作用し、

セツキシマブ耐性を獲得する。この場合は単純に EV の分泌を止めるのみでセツ

キシマブへの感受性が回復した。このように、がん治療を考える際には、がん細

胞だけでなく、がん細胞から分泌される EV についても、考慮することが重要で

ある。 

本研究には大きく 2 つの限界がある。一つは、SORT1 と LAMP2 経路に

よる EV 分泌を抑制することが、薬剤耐性に重要なのか、もしくは単純に EV 分

泌抑制のみで Len の感受性を回復させることが可能であるかを検討できなかっ

たことである。これは、MM 細胞における EV 分泌を効率的に抑制する方法がな

いためである。我々は、EV の分泌抑制に広く使用されている nSMase2 阻害剤

GW4869 を試した。しかし、GW4869 投与による MM 細胞の EV 分泌抑制効果

は多くても 20％程度であり、EV 分泌抑制による Len の感受性回復効果を十分

に評価することができなかった。SORT1 と LAMP2 が MM の EV 分泌を正に制

御していることがわかったが、我々は、薬剤耐性を感受性細胞に伝播させる重要

な因子を含んでいると思われる耐性細胞の EV の内容物は検討できていない。し

たがって、EV を介した薬剤耐性の鍵となる分子の同定は重要であり（60-61）、

これが次の課題の一つである。これらを解明するためには、まずは耐性株由来

EV が受け手細胞に何を伝えているのか、EV の含有物の検討が必須の課題であ

る。これにより、単なるEVの分泌阻害でLen耐性株が感受性に戻るのか、SORT1、

LAMP2 といった特定の経路から分泌される EV の分泌を止めることが重要なの

かが明らかとなる。また、耐性株由来 EV の内容物を理解することは、どのよう

なシグナルが受け手細胞で活性化するのかを知る上でも重要である。 
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また、KMS27R と KMS34R 細胞では、円形から紡錘形への形態変化も

観察された。MM では、BMSC など骨髄微小環境内との細胞接着が薬剤耐性獲

得に重要である（62-64）。EV を介した細胞間コミュニケーションでは、受け手

細胞を考えることも重要である。細胞接着は、骨髄微小環境における他の細胞へ

の EV の効率的な移動に寄与していると考えられている。Kohmo らは、肺がん

細胞が CD9 を高レベルで発現し、細胞接着能の増大が薬剤耐性を高めることを

示した(65)。我々の耐性細胞由来 EV やデータベース解析において予後不良の症

例にて、CD9 が高発現していることが確認された。これらの結果から、耐性細

胞由来の EV が受け手である薬剤感受性細胞に移行し、Len 感受性細胞膜表面へ

の CD9 発現につながった可能性が示唆された。このように、がん細胞由来 EV

は様々な細胞に作用し、薬剤耐性を引き起こすこともわかっている (66-67)。例

えば、代謝のリプログラミングは、がんの大きな特徴の一つである。Tumor-

associated macrophage (TAM) が、骨髄内特異的な long non-coding RNA であ

る HIF-1α-stabilizing long noncoding RNA (HISLA) を EV を介して伝達すること

が報告されている (66)。HISLA は乳がん細胞の好気的な解糖とアポトーシス抵

抗性を高める。逆に、腫瘍細胞から放出される乳酸は、マクロファージの HISLA

発現を上昇させ、TAM と腫瘍細胞の間で相互に作用しあう。EV から伝達される

HISLAをブロックすると、in vivoで乳癌の解糖と化学療法抵抗性が阻害される。

臨床的にも、TAM における HISLA の高発現は、乳がん患者の解糖、化学療法へ

の反応性低下、生存期間の短縮と関連している。他にも、神経膠芽腫は致死的な

がんである。その理由として腫瘍の遺伝的およびエピジェネティックな変異が

複雑であり、MM 細胞同様に、すべての腫瘍細胞を根絶する治療法の開発は困難

だからである (67)。神経膠芽腫は脳周囲の他の細胞とのコミュニケーションを

とることで、周囲の細胞の性質を作り変えることが可能であり、これが腫瘍の進
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行と治療への耐性を誘導する。神経膠芽腫細胞は自然免疫細胞を動員し、腫瘍の

成長をサポートするようにその表現型を変化させ、適応免疫応答を抑制する。神

経膠芽腫はまた、内皮細胞、ニューロン、アストロサイトなどの正常な脳細胞を

破壊し、腫瘍の成長に有利な微小環境を作り出す。この神経膠芽腫による脳の正

常細胞を自身に都合よく作り変える能力は、ケモカインやサイトカインなどの

可溶性因子、細胞間の直接接触、EV（エクソソームやマイクロベシクルを含む）

など、複数のコミュニケーションが関与している。腫瘍とその周囲の細胞との多

次元的なコミュニケーションを理解することで、新たな治療法の開発につなが

る可能性がある。つまり、今回同定した SORT1、LAMP2 に関してもがん細胞

同士ではなく、受け手となる細胞についても考え、動物実験や BMSC・免疫細

胞との高度な in vitro での共培養系での実験など、さらなる検討が必要である。

今回の実験は全て in vitro でされたものであり、理想的には、MM 細胞の in vivo

イメージング等により、MM において耐性細胞がどのように存在し、感受性細胞

が薬剤耐性細胞へと移り変わるのかについて、より深いが研究が必要である。 

SORT1 は、エンドソームと関連していることが知られている。他に、転

移性がん患者の循環内皮細胞で SORT1 遺伝子が高発現していることが報告さ

れており (68)、SORT1 は転移にも関連している可能性がある。MM では、通

常、MM 細胞は骨髄で増殖するが、一部の症例では、MM 細胞が骨髄外に髄外病

変 (EMD) を形成することがあり、MM の予後不良と密接に関連している (38)。

EMD 発生の分子機構はほとんど解明されていない (69)。シングルセル解析の結

果では、EMD から採取された細胞で PC2 シグネチャーの高発現が確認された。

これは EV 分泌に関連する遺伝子が EMD の細胞で高発現していることを示して

いる。また、転移先のがん細胞は原発巣のがん細胞と比較してより多くの EV を

分泌していることがわかっている (70)。今回、MM 細胞において SORT1 が EV
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分泌を促進していることが示されたので、SORT1 の高発現は EMD と関連して

いる可能性も考えられる。 

一方、LAMP2 は、シャペロンを介したオートファジー経路のキータンパ

ク質として知られ、その発現は乳癌組織で上昇していることが報告されている 

(71)。Qadir らは、LAMP2 と EV の関係を明らかにした (72)。EV は早期エンド

ソームから後期エンドソーム (Multivesicular body; MVB) を経て、細胞膜と膜融

合することで分泌される (15)。MVB には他にもリソソームと融合し、オートフ

ァジーによって EV 内のものを分解することも可能である。正常細胞では MVB

内の不要なものがリソソームと融合することで分解される。頸部扁平上皮がん

細胞株では、正常細胞由来の EV ではなく、がん細胞由来の EV が特異的に

LAMP2 の発現を調節することが示されており、オートファジーが抑制されると

その代償として細胞膜との融合が起き、EV 分泌が増えるとされている (73)。つ

まり、MM 細胞では LAMP2 を介してオートファジーが抑制されることで、EV

分泌が増えている可能性も考えられる。しかしながら、今回の検討では SORT1

と LAMP2 が EV の生成の過程もしくは分泌の過程どちらに関与するのか確定で

きていない。例えば、Acute myeloid leukemia (AML) の患者の多くは、化学療法

後に再発すると言われている。これは MM と同じく、主に薬剤耐性が原因であ

る (70)。AML 細胞由来の EV は、抗アポトーシスタンパク質や耐性遺伝子を受

け手の細胞に送達することにより、白血病の薬剤耐性に重要な役割を果たす。

EV 分泌量は、診断時から AML 患者の血漿中で上昇し、化学療法後の完全寛解

に至った症例でも EV 分泌量は増加したままであった。これはシタラビンやデシ

タビンに暴露された AML 細胞では、コレステロールとコレステロール合成メバ

ロン酸経路の律速酵素である HMGCR (3-ヒドロキシ 3-メチルグルタリル-コエ

ンザイム A 還元酵素) の細胞内濃度が著しく増加していることが原因である。
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これはコレステロールなどの脂質が EV の合成に必要不可欠であり、コレステロ

ール合成が促進したことによって、EV の素材が増え、結果として合成される EV

の量が増えたと考えられる。HMGCR 阻害剤のシンバスタチンや HMGCR を標

的とした siRNA の投与は、化学療法による AML 細胞の EV 分泌の亢進を阻害

し、細胞内のコレステロールを低下させ、AML 細胞の増殖を抑制した。つまり、

HMGCR の阻害は、AML のコレステロール駆動型薬剤抵抗性をもたらす EV シ

グナルを阻害することが治療につながる可能性を示している (70)。この場合の

ように SORT1、LAMP2 による EV の分泌促進は EV の合成が亢進しているの

か、それとも細胞内から外に分泌する機構が亢進しているのか理解をすること

が必要である。つまり、もう一つの限界は、EV、細胞接着、薬剤感受性の３者

の関係について、正確な分子メカニズムを理解できていないことである。これま

での研究で、後天的に薬剤耐性を獲得した MM 細胞は、VLA-4、STAT3、p-STAT3

または CD44 の高発現と関連していることが既に示されている(46、47、74)。

我々のデータでは、すべての耐性細胞株で STAT3、p-STAT3 などの薬剤耐性関

連遺伝子が高発現しており、LAMP2 や SORT1 のサイレンシングにより STAT3

や p-STAT3 の発現が減少していることが確認された。つまり、Len の長期曝露

により、JAK/STAT 経路が活性化されていることが確認された。EV による薬剤

耐性を解明するためには、JAK/STAT 経路が治療標的の一つとなる可能性があり、

さらに正確な分子メカニズムの解明が必要である。 

以上より、MM 細胞株の Len 耐性・感受性株の比較解析と全トランスク

リプトーム解析により、新規 EV 分泌制御因子である SORT1 と LAMP2 が、細

胞接着と Len 耐性を制御していることを初めて明らかにした (図 12)。最後に、

SORT1、LAMP2 の臨床応用を考えると、EV の生合成を抑制する、あるいは分

泌された EV を特定の抗体でブロックすることは、MM における薬剤耐性の獲得
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を防ぐための有効なアプローチの一つになる可能性がある。 

 

 

図 12. 本研究の概念図 
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