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研究成果の概要（和文）：白血病幹細胞は、骨髄血管ニッチにより保護されている。しかし血管ニッチの制御機
構は未だ不明である。我々は、血管ニッチ近傍に存在する骨芽細胞に注目し、血液悪性腫瘍予後不良因子である
FGF2の影響を検討した。骨芽細胞は、強力な血管新生因子であるVEGF-A165isoformを大量に分泌していた。FGF2
刺激により骨芽細胞は、mRNA発現増大を伴ったVEGF-A分泌を増加させた。マウスVEGF-Aのプロモーターを利用し
ルシフェレーズアッセイを行ったが、FGF2刺激による活性は上昇せずプロモーターを介したものではなかった。
よってmRNAの安定性に起因するものか、マイクロRNAによるものと推察された。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have reported that leukemia stem cells are protected by 
vascular niche in the bone marrow. However, the regulatory mechanism for the vascular niche is still
 unknown. We focused on angiogenic factors from osteoblasts closely resided near vascular niche, and
 Fibroblast growth factor 2 (FGF2), which was prognostically significant for hematological 
malignancies. We found that osteoblasts secreted VWGF-A 165: the most potent isoform, and FGF2 
induce VEGF-A secretion from osteoblasts with increased mRNA expression. Next, we examined whether 
FGF2 regulates the VEGF-A promoter activity. However, luciferase assays with mouse VEGF-A promoter 
showed FGF2 did not increase luciferase activity. These observations provide evidence that FGF2 does
 not regulate VEGF-A transcription in osteoblasts. Thus, we supposed that FGF2 up-regulated VEGF-A 
expression by accelerating VEGF-A mRNA stability or micro RNA.

研究分野：血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病幹細胞は、骨髄血管ニッチにより保護されているため、化学療法などに抵抗性となり再発につながる。し
かし血管ニッチの制御機構は未だ不明である。我々は、血管ニッチ近傍に存在する骨芽細胞に注目し、血液悪性
腫瘍予後不良因子であるFGF2の影響を検討した。骨芽細胞は、強力な血管新生因子であるVEGF-A165isoformを大
量に分泌していた。したがって今後の検討により骨芽細胞由来VEGF-Aの血管ニッチにおける意義を確認すれば、
新たな抗白血病幹細胞治療に結びつく可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 化学療法技術の向上により血液悪性腫瘍における寛解率は、大きく向上した。しかし再発率が

高く 5年生存率は、例えば白血病の場合には約 40％に留まる[Sakamaki et al. Int J Hematol. 

2010]。近年の研究から、血液悪性腫瘍幹細胞が特定部位（ニッチ）に存在し静止期にあり薬剤

耐性を獲得し再発の原因となっていることが明らかとなった[Krause et al. Nature medicine. 

2006]。したがって治療成績を向上させるためには血液悪性細胞に対する直接的な療法だけでは、

限界があり微小環境を標的にする必要性があることは明らかである。骨髄内において巨核芽球

など多様な細胞がニッチを形成するが、主要なニッチは 2つである。1つは毛細血管に隣接する

ストローマニッチであり、もう１つは骨芽細胞に隣接する細動脈ニッチである（下図参照）。細

動脈ニッチのほうが、より未分化な造血幹細胞を保持していると考えられている「Frenette et 

al. Blood 2014」。よって白血病幹細胞をターゲットとする治療法を開発する上で、重要なのは

細動脈ニッチの制御機構の解明である。以前は、骨芽細胞そのものがニッチを形成すると考えら

れていたが、現在では直接的な影響は否定されている。しかし骨芽細胞数と造血幹細胞数は、比

例すること「Calvi et al. Nature 2003」や、

細動脈ニッチは、骨芽細胞に隣接している

こと等から、細動脈ニッチは骨芽細胞から

何らかの影響は受けていると思われるが、

詳細は不明である。つまり骨髄内における

血管形成や維持のメカニズムは、殆ど解析

されていない。 

 予後改善のため血液悪性疾患における微

小環境研究の必要性は高いと考えられる

が、微小環境を構成するメカニズムを解明

しようとした報告は、現在までに極めて少

ない。とくに骨髄は、骨の中にあるという特

殊な環境により解析が困難であるためか、白血病幹細胞ニッチと考えられている骨髄内細動脈

の制御機構を解析した研究は、皆無といってよい。VEGF-A は、血管組織の維持に必要不可欠の

サイトカインだが、骨髄中にはこれを豊富に分泌する細胞は、骨芽細胞の他にはない。したがっ

て重要な機能を担っていると予想される。細動脈は、もともと化学療法剤や放射線に耐性があり、

それが骨芽細胞からの VEGF-A 刺激によって増強されていると判明すれば、低分子化合物や抗体

等により、それを減弱することができる。このメカニズムを解析することによって、白血病の微

小環境を破壊するという新規療法に発展出来る可能性がある。。 

 
 
２．研究の目的 

骨芽細胞に隣接している細動脈叢は、より未分化な造血幹細胞（白血病幹細胞を含む）を保持す

る骨髄ニッチと報告されているが、その制御機構は不明である。ヒト白血病マウスを、予後不良

因子である FGF2 で処理したところ骨芽細胞と幼若白血病細胞の増加、抗癌剤抵抗性の亢進が認

められた。FGF2 は、白血病細胞に対して直接的な増殖効果は無く、骨芽細胞においても白血病

細胞に対する支持能力を亢進させなかった。よって FGF2 は、細動脈ニッチの機能制御を通じ、

白血病細胞の生存に関与しているのではないかと推測した。そこで骨芽細胞から分泌される血

管新生因子の生理機能確認と FGF2 による影響の解析を行う。 

 
３．研究の方法 

骨芽細胞から分泌される血管新生因子のスクリーニングを行い整理作用が強いと思われるもの

を選出する。骨芽細胞から分泌される VEGF-Aの生理的意義を検証するため、骨芽細胞特異的に

VEGF-A をノックアウトしたマウスを、骨芽細胞に特異的に発現するプロモーターcol 2.3 の下

流に Cre を組み込んだマウスと VEGF-A 遺伝子の両端に flox を組み込んだマウスの交配により

作製する。その後、同系マウスの白血病細胞を移植し、FGF2 と抗癌剤で処理する。wild type と

比較して骨髄中の白血病細胞数や薬剤耐性がどのように変化するか検証する。FGF2 が、

osteoblastにおける VEGF-A発現を上昇させるメカニズムを解析するためにルシフェレーゼを用

いた VEGF-Aのプロモーター解析や抗リン酸化抗体を用いたウェスタンブロッティング法により

シグナル伝達経路を同定する。次に FGF2刺激による影響を検討し、もし反応があればそのメカ

ニズムを同定する。 
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４．研究成果 

まず骨芽細胞においてどのよう

な血管新生因子が発現されてい

るか、マイクロアレイでスクリ

ーニングを欠けたところ右図の

ような結果となった。この中で

我々は、強力な血管新生因子か

つ血管保護因子である VEGF-Aに

着目した。ヒト VEGF-Aは、アミ

ノ酸 121個，165個，189 個ある３つのアイソフォームが知られているが、RT-PCRで解析したと

ころマウス骨芽細胞は、VEGF122 と VEGF164 を主に発現していることが明らかとなった。アイソ

フォームのなかで VEGF165 が最も効率よく血管を誘導できるといわれている。また FGF2刺激に

より VEGF-A の変化を ELISA で検討したところ分泌量が増加していた。この反応は、VEGF-A の

mRNA 増加を伴っていた。 

FGF2 が、骨芽細胞における VEGF-A 発現を上昇さ

せるメカニズムを解析するために、マウス VEGF-A

のプロモーターをクローニン後にルシフェレーズ

ベクターにサブクローニングした。これをもちい

て FGF2 による VEGF-A発現上昇がプロモーターを

介在したものかを解析したところ、FGF2刺激を加

えてもルシフェレーズ活性は、上昇せずプロモー

ターを介したものではないことが確認された。よ

って mRNA の安定性に起因するものか、マイクロ

RNA によるものと推察された。したがってアマニチンを用いた mRNA の安定性を確認するととも

に、FGF2 刺激によりどのようなマイクロ RNA 発現が増加するかを検討している。しかしながら

まだ同定には至っていない。文献的には、riboswitchと呼ばれるような現象や micro RNAとは

異なる non-coding RNA によっても VEGF-A 発現の調整が報告されており、今後はこちらを解析

する予定である。 
 

 
 
 

Gene Symbol signal intensity Gene function
Efnb2 122.81 angiogenesis
Tnfaip2 121 angiogenesis
Vegfa 581.59 angiogenesis
Wars 278.19 angiogenesis
Figf 606.69 angiogenesis
Angpt1 405.1 angiogenesis
Lox 958.32 vessel development

Factors related to angiogenesis in osteoblasts
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VEGF-A isoforms expressed in osteoblasts

VEGF-A164

VEGF-A122
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