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【研究の背景・目的】 

近年 B 細胞腫瘍の分子病態の解明が進み、新たな分子標的薬や治療法が開発されている。

DNA アルキル化剤 Bendamustine は、単剤またはリツキシマブとの併用による高い抗腫瘍効

果がすでに報告されている。また B 細胞抗原受容体 (BCR) を介したシグナル伝達経路は、B

細胞腫瘍細胞における恒常的活性化がみとめられ、BCR シグナル経路上の分子を標的とする

阻害剤の開発が進められている。本研究では、これら 2 つの薬剤に着目し、Bendamustine と

BCR シグナル伝達経路阻害剤併用法の殺細胞効果を検討し、その有効性の評価と細胞死の

分子メカニズムの解析を行った。昨年度までの研究において、いくつかのBCRシグナル伝達経

路阻害剤を用いてBendamustine との併用効果を検討したところ、Bruton’s tyrosine kinase 

(Btk)阻害剤 PCI-32765 を併用すると、相乗的な増殖抑制効果を示し、Caspase-3 を介したア

ポトーシスが誘導されることを見出した。 

【結果・考察】 

昨年度に引き続き、マントル細胞リンパ腫細胞株 Jeko-1 を用いて実験を行った。

Bendamustine + PCI-32765併用処理においてリン酸化Aktの発現減少が顕著であったこと

から、Akt の下流標的と考えられるいくつかの遺伝子発現を検討したところ、併用処理において

Caspase-9 分解産物の発現が増加しており (Figure 1)、Caspase-9 活性化が示唆された。

Caspase-9は、アポトーシスを開始する initiator caspaseの一つであり、Aktによってリン酸化

されると不活化され、アポトーシスは抑制される。よって、Bendamustine + PCI-32765併用処

理によりAkt リン酸化が抑制され、リン酸化Caspase-9（不活性型）が減少し、活性化による分解

産物の増加につながったと考えられる。 

またマントル細胞リンパ腫に特徴的に過剰発現するCyclin D1も、併用処理により強く発現抑制

されていた (Figure 1)。Cyclin D1は細胞周期制御因子であり、Cyclin D1の発現低下は細胞

周期の停止を引き起こし、増殖抑制につながると考えられる。これを確認するため、現在フロー

サイトメトリーによる細胞周期解析を行っている。 



研究実績報告書 

 - 2 - 

さらにBendamustineの併用がPCI-32765耐性克服に有効であるか検討するため、Btk下流

のCARD11、MYD88遺伝子に変異がありPCI-32765に耐性と報告されているLy-3細胞 1を

用いて、まず PCI-32765単剤による殺細胞効果をMTT assayにより解析した。我々の実験で

は、PCI-32765 は濃度依存的に Ly-3 細胞の増殖を抑制し、耐性は示されなかった。よって、

PCI-32765耐性と考えられる他の細胞株の検索および入手、またはPCI-32765耐性細胞株の

樹立を現在検討しており、これを用いてBendamustine + PCI-32765併用処理の効果をさらに

解析する予定である。 
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