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研究成果の概要（和文）：我々は、小児白血病における白血病治療薬剤耐性機序の一つとして細胞接着分子の一
つであるN-カドヘリン分子に注目した。本研究により、N-カドヘリン分子接着を高発現する白血病細胞株におい
て、同分子の接着を阻害すると、デキサメサゾンに対して感受性が増加することが分かった。白血病治療薬とし
て広く使用されるオンコビン、メソトレキサート、L-アスパラギナーゼへの感受性には影響を認めなかった。ま
た、骨髄ニッチモデルで検証を進めるため、N-カドヘリン分子を高発現する骨髄ストローマ細胞から同分子をノ
ックダウンした細胞株を樹立した。今後は、これらの細胞株を用いて、実験を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether N-cadherin, one of the adhesion molecules, could 
play pivotal roles in resistance against anti-leukemic drugs in childhood leukemia. We showed the 
sensitivity for dexamethasone, not L-asparaginase, Vincristine or Methotrexate, in 697 leukemia cell
 line with the highly expression of N-cadherin using the neutralizing antibody (GC-4) was increased 
in cytotoxic assay. Moreover, we developed N-cadherin knock-down bone marrow stroma cell (BMSC) 
lines to investigate this specific mechanism in bone marrow microenvironment niche model. In next 
step, we will examine the influence for dexamethasone in the co-culture system using 697 and BMSC 
with various expression of N-cadherin and to study the molecular mechanism.  

研究分野： 小児白血病

キーワード： 小児白血病　白血病微小環境　N-カドヘリン分子

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
白血病細胞の薬剤耐性機序の一つとして、

骨髄ニッチの関与が指摘されている。特に、
白血病細胞と骨髄ストローマ細胞との細胞
間接着に関しては、多くの研究が行われてい
るが、カルシウム依存性細胞接着分子である
カドヘリンに着眼した報告は少ない。          
約 20 種類のサブファミリーから構成される
クラシックカドヘリンの一つに N-カドヘリ
ンがある。N-カドヘリンの分布は主に神経及
び筋肉細胞とされてきたが、近年、骨髄スト
ローマ細胞及び造血幹細胞にもその発現が
報告された。Zhang らは造血幹細胞の自己複
製能を支持するのは骨芽細胞であり、その中
でも骨表面に並ぶ N-カドヘリン陽性紡錘形
細胞が造血幹細胞と接着し、正常造血幹細胞
のニッチを形成していることを報告した
（Nature.2003;425:836）。更に、Hosokawa
らは造血幹細胞の long-term engraftment に
は骨髄ニッチにおける N-カドヘリンが不可
欠 で あ る こ と を 示 し た （ Blood. 
2010;116:554）。この骨芽細胞を裏打ちし、
かつ同細胞へ分化可能な細胞こそがストロ
ーマ細胞である。N-カドヘリンは、近年様々
な癌細胞に高発現していることが示され、白
血病細胞においても、いくつかの報告が散見
される。また、マウスモデルにおいて N-カド
ヘリンを発現するフィラデルフィア陽性リ
ンパ性白血病細胞株を mouse embryonic 
fibroblast と共培養すると、白血病細胞株に
薬剤耐性が生ずることが報告されている。一
方、急性骨髄性白血病（AML）に関しては、
成人 AML 初発時及び治療後骨髄検体におけ
る N-カドヘリン蛋白の発現変化をフローサ
イトメトリーで検討し、初発時検体では
CD34+/CD38-/CD123+/N-カドヘリン+分画
を 0～49.8%に認め、その頻度は予後不良染
色体異常を有する群で有意に高く、治療抵抗
群では治療後検体で同分画の増加を認めた
（Cancer letter. 2010 ;296:65）。これらの報
告から、急性白血病細胞と骨髄ストローマ細
胞とが接着することで誘導される薬剤耐性
機構に N-カドヘリン分子が関与することが
示唆される。 
２．研究の目的 
 ヒト白血病細胞―骨髄ストローマ細胞間
に形成される白血病微小環境において、N-
カドヘリン分子がヒト白血病細胞の薬剤耐
性機序に関与するか否かについて、遺伝子改
変細胞を用いて研究することとした。 
３．研究の方法 
白血病微小環境における N-カドヘリンの

意義を “in vitro ヒト白血病微小環境モデ
ル”を用いて検討する。すなわち、白血病―
骨髄微小環境にはヒト骨髄由来不死化スト
ローマ細胞株を用い、急性白血病細胞との共
培養で、migration、leukemic cell adhesion
及び cytotoxicity assay を行う。N-カドヘ
リン分子機能解析には、①N-カドヘリン中和
抗体、②レトロウイルス遺伝子改変技術によ

る N-カドヘリン蛋白発現レベルの異なる細
胞株、③N-カドヘリン発現抑制薬剤を用いて
検証する。その他、N-カドヘリン関連細胞内
シグナル伝達分子の発現は RT-PCR 法、ウエ
スタンブロット法、FACS、免疫染色及び共焦
点レーザー顕微鏡で、細胞形態変化は倒立型
顕微鏡で検討する。 
４．研究成果 
（1）白血病における N―カドヘリン分子の発
現 
①ヒト白血病細胞株における発現（RT-PCR)： 
急性リンパ性白血病（ALL）細胞株 6 種類
（OP-1,380,Nalm6, RS4;11,REH,697）と急性
骨髄性白血病細胞株3種類（U937,KG1,KG-1a）
を用いて RT-PCR にて N-カドヘリンの発現を
検討したところ、ALL では 697 で、AML では
KG1、KG1a でその発現を認めた。 
②小児急性リンパ性白血病細胞における発
現（RT-PCR）： 
小児急性リンパ性白血病初発時 15 検体にお
いては、強弱はあるものの、9検体＝60%にお
いて N―カドヘリンの発現を認めた。これは、
米国St.Judeこども病院の公開するデータベ
ースより高頻度であった。 
③ヒト白血病細胞株及び小児急性リンパ性
白血病における発現（FACS)： 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
上記図の上段に示すように、697 細胞株では
N-カドヘリンの発現が蛋白レベルでも明瞭
に確認でき、T-ALLにおいては、CEM及びMolt4
細胞株に加え初発時の１検体においても、蛋
白レベルでの発現を認めた。 
（2）N―カドヘリンブロッキング抗体による
細胞接着への影響： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
697 細胞株と他の細胞塊をつくって増殖する
N―カドヘリン非発現 Raji 細胞株を用いて、
N―カドヘリン中和抗体（GC-4）の効果を検
討した。中和抗体を培養液に添加すると、697
細胞株においてのみ、特異的に細胞接着が阻
害された。すなわち、GC-4 中和抗体は、N-



カドヘリン間の接着を阻害する効果を持ち、
697 細胞株では同分子間での接着が主である
ことが示唆された。 
（3） N―カドヘリンブロッキング抗体によ
る細胞増殖への影響： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
N―カドヘリン分子発現のない 380（小児 ALL
細胞株）及び 697 細胞株の培養液に、中和抗
体 GC-4 を添加した。しかし高濃度であって
も抗体自体が細胞増殖に影響することは認
めなかった。 
（4）697 細胞株の抗がん剤感受性に対する N
―カドヘリンブロッキング抗体の影響： 
ALL 治療薬として広く使用されているステロ
イ ド 、 L-asparaginase,Vincristine, 
Methotrexate を本研究の試験薬として用い
た。各薬剤の添加濃度は、697 細胞株に対す
る IC50 で実施した。興味深いことに、N-カ
ドヘリン中和抗体添加により感受性が増し
たのは、ステロイドのみであった。 
（5）N―カドヘリン分子ノックダウンの細胞
株の樹立： 
siRNA を用いて、N―カドヘリンを強発現する
ALL及びBMSC細胞株から同分子を恒久的にノ
ックダウンした細胞株を樹立した。 
 
① 697 細胞株 
 
 
 
 
 
 
 

 
ウイルスベクターはレトロウイルスベクタ
ーを用いて、遺伝子改変細胞株の樹立を試み
た。その結果、上図左は Scramble 配列を組
み込んだ 697 細胞株で、縦軸に示す N-カドヘ
リンの発現は高いままであった。しかし、右
のように、Target 配列を組み込んだ siRNA 細
胞では N-カドヘリンの発現が著しく低下し
た。尚、当初、siRNA 細胞株での N-カドヘリ
ンの発現が戻ることを繰り返したため、
single cell sorting など工夫を加え、樹立
するのに 1年以上の時間を要した。 
    
 
 
 

② TERT-BMSC 細胞株 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
同様に、TERT にて不死化したヒト骨髄由来ス
トローマ細胞（BMSC）に、遺伝子改変を加え
た。上図は遺伝子改変 BMSC の N―カドヘリン
蛋白発現をウエスタンブロットで確認した
ものである。確かに、Target 配列を組み込ん
だ siRNA BMSC-Ncd TA4 では N－カドヘリン発
現が完全に低下していることが示された。こ
れらを 2年以上継体培養しても、その発現が
回復しないことも確認した。 
 
本研究期間においては、ここまでの結果に留
まった。 
しかし（4）の結果からも、骨髄ニッチにお
ける薬剤（特にステロイド）耐性の獲得に N
―カドヘリンが一役を担っている可能性が
示唆されており、今後は（5）で樹立した細
胞株で検証することとする。 
また、当初研究計画にあげていた白血病の中
枢神経浸潤における検証もできかなかった
が、siRNA 方法を用いてヒト脳由来微小血管
内皮細胞（HBMEC）でも検証する。 
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