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緒緒  言言  

 
腫瘍の形成・進展には腫瘍細胞と微小環境の相互作用が、重要であることが明らかとなっている。近年腫瘍細

胞そのものではなく、こうした非腫瘍細胞を標的とする治療は患者への負担の少ない低侵襲の治療となりうるた

め、注目されている［1］。特に腫瘍関連マクロファージ（TAM）は様々な機構により腫瘍形成を促進することが

分かっているが、いまだ TAM を標的とする十分な治療は開発されていない。具体的には腫瘍の放出するサイト

カインの一つで、マクロファージ分化に重要とされる CSF1 の受容体阻害剤など、治療標的になり得るか試み

られていたものの薬効は限られていた。  
我々は TAM に作用するサイトカインなどの液性因子ではなく、腫瘍細胞と単球／TAM の直接接触そのもの

に注目し、以前に悪性リンパ腫の一つであるホジキンリンパ腫において、トロゴサイトーシスという細胞接触に

よる免疫細胞間の細胞膜移動ががんの進展に密接に関わり得ることを見出した。具体的にはリンパ腫細胞から単

球／TAM へトロゴサイトーシスで PD-L1／L2 が移動し、この PD-L1／L2 が CD3＋T 細胞活性の抑制を導き、

がん進展に寄与する可能性を示した［2］。 
 多発性骨髄腫は形質細胞の腫瘍であり、近年その病態形成や進展にがん微小環境が関わることが明らかとなっ

ている。骨髄腫は B 細胞・NK 細胞・T 細胞・樹状細胞の異常、免疫抑制に関与する制御性 T 細胞や骨髄由来抑

制細胞の増加が見られ、病勢進行に寄与する［3］。抗体治療として形質細胞に発現する CD38 に対するダラツム

マブ（Dara）などの抗体薬や、免疫調節薬の一種であるレブラミド（LEN）などの免疫超節約（IMiDs）が、近

年骨髄腫治療の中心となり、Dara、LEN にステロイドを組み合わせた DRd 療法は 2017 年に承認され標準治療

の一つとなっている。Dara、LEN は免疫抑制細胞障害・免疫賦活化の作用を持ち、治療効果に密接に関連する

ことが知られている［4］。 多発性骨髄腫と単球／TAM においても、骨髄内で腫瘍細胞周囲の TAM 浸潤量が多

いほど予後不良であることが明らかとなっている［5］。また骨髄腫細胞から単球へトロゴサイトーシスは生じ、

病態に関わることが示されている［6］。以上より骨髄腫細胞から TAM への接触に着目した。In vitro で骨髄腫

細胞株とマクロファージを直接接触させ、骨髄腫からマクロファージに移る分子を、RNA-seq や膜蛋白解析を行

うことで、mRNA は変化ないが蛋白で上昇した因子に注目することとした。膜蛋白解析を行う上で、まずそのた

めの条件検討を行った。また骨髄腫の新規治療である DRd 療法が実際単球／TAM にどのように影響するかは明

らかとはなっておらず、DRd 療法を行った患者の単球の推移について検討した。 
 

方方  法法  

 
11．．トトロロゴゴササイイトトーーシシススがが効効率率よよくく見見らられれるる骨骨髄髄腫腫細細胞胞株株のの検検討討  
 骨髄腫細胞における膜蛋白回収が困難であったため、効率よくトロゴサイトーシスが見られる骨髄腫細胞株の

検討が必要となった。骨髄腫細胞株である RPMI8226、MM1S、KMS-11、OPM-2 について、公共データベース

を用いた RNA 発現解析を行った。RNA-seq は NCBI（National Center for Biotechnological Information）の

データベースに登録されているデータ（登録番号 SRR8615354、SRR8615877、SRR8616028、SRR8616070）

上原記念生命科学財団研究報告集, 37 (2023)

1



 

を用いた。ゲノムデータのアライメントに必要なリファレンスゲノム配列としては、GRCh38 を用いた。リファ

レンス後の転写産物の発現量を定量するためのアセンブリツールとしては Stringtie2 を用いた［7］。RNA 発現

量の高い上位 1,000 個の遺伝子を抽出した上で、パスウェイ解析として DAVID（Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery）を用いて、各々の細胞株について検討した。 
 
22．．AAPPEEXX 法法にによよるるビビオオチチンン標標識識にによよるる膜膜蛋蛋白白質質のの解解析析のの検検討討  
 トロゴサイトーシスによって細胞膜表面で交換された蛋白質の解析を質量分析（MS）で効率よく行うために、

APEX2 を用いた proximity labeling による MS の精度向上に取り組んだ。そのために細胞膜に広く存在する

ATP1A1 に注目することとした。まずは HEK293T の cDNA より、ATP1A1 タンパク質をコードする遺伝子配

列を取り出し、それを図 1 のように pMSCV ベクターに導入することで、3xFlag-APEX-ATP1A1 タンパク質を

過剰発現させた。 
このプラスミドを用いて、骨髄腫細胞株の表面に 3xFlag-APEX-ATP1A1 を過剰発現し、単球との共培養によ

ってトロゴサイトーシスを惹起し、その後回収した単球を FACS によって集めた上で、その単球に対して APEX2
法を用いて APEX タンパク質の周囲にあるトロゴサイトーシスにより交換が行われた膜蛋白質をビオチン化で

きると考えた。その後細胞融解後、ビオチン化蛋白質を Streptavidin ビーズによりラベリングし、この蛋白質を

回収することが可能ならば膜蛋白の解析が可能と考え、まずは HeLa 細胞を用いた検討を行った。 

図 1．作製した proximity labeling 用プラスミド 
ATP1A1 タンパク質のタンパク質をビオチン化するための 3xFlag-
APEX2-ATP1A1 およびコントロールとして 3xFLag-ATP1A1 タン

パク質過剰発現のためのプラスミドをクローニングした。 
 
33．．DDRRdd 療療法法をを施施行行ししたた多多発発性性骨骨髄髄腫腫患患者者ににおおけけるる施施行行前前後後のの単単球球数数推推移移のの検検討討  
実臨床でも単球／TAM が重要な役割を果たすか検証をするために、DRd 療法を施行した患者の末梢血単球推

移の検討を行った。具体的に我々は施設の再発・難治性骨髄腫患者で、DRd 療法を施行した 37 名を後方視的に

解析した。DRd 療法施行前と、2 コース目開始前の単球数についてそれぞれ比較した。2 コース目開始前に単球

が減少した群を単球減少群（n＝14）、減少しなかった群を単球非減少群（n＝23）として、PFS（Progression-
Free survival）、TTNT（Time to next treatment）についてそれぞれ比較した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．RRPPMMII88222266 はは微微小小管管細細胞胞骨骨格格のの制制御御にに関関わわるる遺遺伝伝子子をを多多くく有有ししたた  
トロゴサイトーシスはがん細胞と免疫細胞が直接接触した際の細胞膜断片の移動であり、細胞骨格の制御の関

与（cellular process）が示唆されていた［8］。RPMI8226、MM1S、KMS-11、OPM-2 の各々について、RNA
発現量の高い遺伝子のパスウェイ解析を行ったところ、RPMI8226 に関しては、トロゴサイトーシスが生じるの

に関与する「cellular process」に関わる遺伝子の発現量が多いことが明らかとなった（図 2）。よって今後の解析

で RPMI8226 を用いることが妥当と考えられた。 
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22．．33xxFFllaagg--AAPPEEXX--AATTPP11AA11 標標識識はは HHeeLLaa 細細胞胞ににおおいいてて確確認認ででききたた  
Empty vector、3xFlag-ATP1A1、3xFlag-APEX-ATP1A1 を過剰発現させた HeLa 細胞を作製し、ウエスタン

ブロッティング（WB）によって蛋白質の解析を行った。その結果、ATP1A1 抗体の際は HeLa 細胞の内因性の

ATP1A1 のシグナルで、過剰発現させた蛋白質の確認は困難であったが、Flag 抗体の際は Empty vector 導入細

胞では WB のバンドは見られず、3xFlag-ATP1A1、3xFlag-APEX-ATP1A1 のサンプルを比較すると図 3 のよう

に APEX2 蛋白質の分子サイズの大きな蛋白質のバンドを確認することができた。 
以上結果 1、2 をふまえて、今後は 

・Flag 抗体を用いた免疫染色により細胞の膜表面に実際に 3xFlag-APEX-ATP1A1 が発現していることを確認 
・3xFlag-APEX-ATP1A1 を過剰発現させた骨髄腫細胞株の作製 
・単球との共培養によるトロゴサイトーシスの惹起 
・FACS による単球の抽出 
・APEX2 法を用いた蛋白質のビオチン化 
・Streptavidin ビーズを用いたビオチン化ラベルされた蛋白質の回収 
・MS を用いた膜蛋白の同定 
を行うことで、トロゴサイトーシスによる膜蛋白解析を進めていくこととした。 
  
33．．DDRRdd 療療法法施施行行後後、、単単球球減減少少群群のの PPFFSS、、TTTTNNTT はは単単球球非非減減少少群群とと比比ししてて不不良良だだっったた  

DRd 療法施行後、図 4 に示す通り単球減少群の PFS は単球非減少群と比して、2 年時点での PFS が前者で

26.8％であった一方、後者では 66.8％と予後不良であった（P＝0.0193）。また TTNT の比較においても単球減

少群が、単球非減少群と比べて同様に予後不良となった（2年TTNT：単球減少群23.8％ vs 単球非減少群66.8％、

P＝0.0204）。 
 血液腫瘍において末梢血単球の割合と TAM の割合は正の相関を示すと考えられたため［9］、当初 DRd 療法で

末梢血単球が減少した際は予後良好と関与すると仮説を立てていたが、逆の結果となった。LEN のもつ免疫賦活

作用により TAM が抗腫瘍的な M1 マクロファージへと再誘導されて、単球数が多い方が予後良好となった可能

性は考えられるが、Dara 自身も腫瘍に結合した CD38 分子が単球へトロゴサイトーシスで移動することが報告

されている［10］。今後本研究を進めていくにあたり、治療による影響、また抗体薬自身のトロゴサイトーシスに

よる影響も加味して、解析を進める必要性が示唆された。  

図 2．RPMI8226 でのパスウェイ解析の結果 
RPMI8226 について、発現高い 1,000 個の遺伝子を抽出して、DAVID を用いてパス

ウェイ解析を行った結果を示した。トロゴサイトーシスに関与する cellular process
の遺伝子群はパスウェイ解析で上位 4 番目と発現目立つことが明らかとなった。 
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図 3．HeLa 細胞に 3xFlag-APEX-ATP1A 標識が可能であった 

Empty vector、3xFlag-ATP1A1、3xFlag-APEX-ATP1A1 を過剰発現させた

HeLa 細胞を作製し、WB によって蛋白質の解析を行った。Flag 抗体の際は

3xFlag-ATP1A1、3xFlag-APEX-ATP1A1 のサンプルを比較すると APEX2 蛋

白質の分子サイズの大きな蛋白質のバンドを確認することができた。 
 

 
図 4．DRd 療法施行後の単球減少群と非減少群の PFS の比較 

DRd 療法施行後の PFS の比較を行った。DRd 療法後、単球減少群（n＝14）
では 2 年 PFS が 26.8％である一方、単球非減少群（n＝24）では 66.8％と前者

で有意に低かった（P＝0.0193）。 
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