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研究成果の概要（和文）：阻害薬を用いた薬理学的検討において、PECAM-1はSHP2を通じてPI3K/Akt/mTORC経路
の活性化を来す可能性が示唆された。32Dcl3細胞を用いた検討ではPECAM-1の発現は、骨髄間質細胞との共培養
系において細胞増殖や生存に対し有利な結果をもたらさなかった。しかし、PECAM-1を発現した慢性リンパ性白
血病細胞を用いた検討においては、骨髄間質細胞との共培養で有意に培養期間の延長が認められ、その効果は骨
髄間質細胞にPECAM-1を過剰発現させるとさらに顕著であった。これらPECAM-1発現による延長効果はBTK阻害薬
を用いることで抑制された。

研究成果の概要（英文）：Pharmacological analyses using inhibitors suggested that PECAM-1 may 
activate the PI3K/Akt/mTORC pathway through SHP2 regulation. PECAM-1 over-expressed 32Dcl3 cells 
demonstrated no advantage on cell proliferation or survival in a co-culture system with bone marrow 
stromal cells compared to control cells. However, chronic lymphocyte leukemia(CLL) cells expressing 
PECAM-1 showed significant advantage on its survival when co-cultured with bone marrow stromal 
cells, and the effect was enhanced with over-expression of PECAM-1 on bone marrow stromal cells. 
Interestingly, this favoring effect of PECAM-1 expression on CLL cell survival was diminished by 
using BTK inhibitor.

研究分野： 血液内科学

キーワード： PECAM-1　CLL　leukemia　bone marrow stromal cell　SHP2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CLLにおいて細胞表面のPECAM-1を通じた骨髄間質細胞とのinteractionが細胞生存に対し有利な環境を付与して
いることが示唆され、BTK阻害薬によりその効果は抑制された。PECAM-1はBTKなどによりその
immunotyrosine-based inhibitory motif(ITIM)のチロシンがリン酸化され、SHP2などをリクルートすることで
シグナル伝達を行い、骨髄微小環境を介した治療抵抗性に寄与している可能性が考えられ、また、BTK阻害薬は
このような骨髄微小環境とCLLの相互作用も包括的に治療標的としうることが示唆される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 近年白血病の治療成績は、BCR/ABL や Jak2−V617F、FLT3−ITD などの driver mutation に対す
る分子標的治療の導入で劇的な治療成績の改善を認めている。しかし、このような薬剤の適応と
なる driver mutation が見られないような白血病も多く、耐性機序や難治化の原因解明、新しい
治療標的の探索が求められる。 
白血病の再発難治化の一因として、骨髄間質細胞、細胞外マトリックスなどからなる骨髄微小
環境との相互作用が考えられ、その中でも、骨髄間質細胞から分泌される SDF−1 とその受容体
である CXCR4 のシグナルは、造血幹細胞の分化増殖に必須であり、白血病幹細胞の骨髄での増
殖に重要な役割を果たしている (1))。 
 申請者はこれまで SDF−1 とその受容体である CXCR4 と PECAM−1 の相互作用について研究を継
続してきた。PECAM−1 は 130kDa のイムノグロブリンスーパーファミリーに属する膜貫通型の接
着分子の一つである。細胞内にチロシンを含む ITIM（immunotyrosine-based inhibitory 
motif）をもち、これらのチロシンリン酸化が SHP2 などのアダプター分子の結合を通じて細胞
内シグナル伝達に関与している。臨床的にも AML、ALL、CLL などのさまざまな白血病において
PECAM−１の発現が報告され、申請者の研究室では PECAM-1 がフィラデルフィア染色体陽性 ALL
においてチロシンキナーゼ阻害薬に対する治療抵抗性を付与する可能性 (2)や PECAM-1 による
SDF-1（間質細胞由来因子） 刺激に伴う持続的な PI3K/Akt/mTORC シグナル、低分子 GTPase の
活性化を報告した（3）。 
これらの報告は白血病細胞が PECAM-1 を通じて骨髄間質細胞との相互作用により、PI3K/Akt 
経路などのシグナルを亢進させ、引いては治療抵抗性を誘導する可能性を示しており、白血病
細胞は、そのものがもつ Driver mutation などからのシグナルをさらに骨髄微小環境において
亢進させていると考えられる。PECAM-1 を介したこれらのネットワークは白血病治療において
新たな治療標的や予後予測のバイオマーカーとして有用である可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
これまでの研究成果から、PECAM-1 が骨髄間質細胞をはじめとする骨髄微小環境との
interaction を通じて白血病などへの治療抵抗性に寄与しているという仮説を検討する。本研究
では造血器腫瘍の driver mutation（BCR/ABL や FLT3−ITD など）ではなく、血管内皮細胞などに
も発現している接着分子である PECAM−1 に着目している。PECAM-1 はチロシンキナーゼや転写因
子などではなく、一見直接的な腫瘍原性には関係なさそうだが、さまざまなシグナル伝達に寄与
することが報告されており、SDF−1/CXCR4 axis もその一つである。白血病治療において driver 
mutation の検索やその阻害による治療成績は飽和してきているのが現状であり、骨髄微小環境
のもたらす腫瘍原性、治療抵抗性の検討を PECAM-1 を通じて行うことで包括的な治療コンセプ
トの展開へとつなげていく。 
 
 
３．研究の方法 
これまでの我々の研究で、PECAM-1 が SDF-1 により JAK2 や BTK を介して ITIM のチロシンをリ
ン酸化させ、その下流にある PI3K/AKT/mTOR 経路の活性化することを報告してきている。レト
ロウイルスベクター等を用いた PECAM-1 の過剰発現、またはノックダウンによりモデル細胞株
を作製しており、阻害薬を用いた薬理学的方法や、PECAM-1 のアダプター分子である SHP2 の阻
害薬、遺伝子導入による影響を検討する。また、骨髄微小環境との相互作用による影響を検討
するため、ST2 や KUSA-H1 といった骨髄間質細胞のモデル細胞株と PECAM-1 発現細胞との共培
養や慢性リンパ性白血病細胞、患者細胞（臨床検体）を用いた骨髄間質細胞との共培養を行
い、細胞生存に及ぼす影響を検討し解析を行った。 
 
 
 
４． 研究成果 
 
（１）PECAM-1 発現細胞と骨髄間質細胞の共培養が細胞生存に及ぼす影響の検討 
造血幹細胞モデルとして 32Dcl3 細胞、白血病細胞モデルとして BCR-ABL 発現細胞
（Ton .B210）において PECAM-1 の発現細胞、ノックダウン細胞をレトロウイルスベクターを用
いて作製した。阻害剤を用いた薬理学的検討ではノックダウン細胞において PI3K 阻害剤、Jak
２阻害剤の感受性が亢進される結果であったが、PECAM-1 の過剰発現細胞においてはコントロ
ール細胞と有意差は見られなかった。骨髄微小環境モデルとして骨髄間質細胞株の Kusa-H1、
ST2 を用いて、32Dcl3 の PECAM-1 発現やノックダウンが骨髄間質細胞との共培養における細胞



死に及ぼす影響をフローサイトメトリーを用いて検討した。32Dcl3 細胞は IL-3 の withdrawal
にて細胞死が誘導されるが、PECAM-1 の発現やノックダウンが骨髄間質細胞との共培養におい
て、この細胞死誘導に与える一定の影響は認めなかった。 
 
（２）PECAM-1がSDF-1刺激下にPI3K /Akt /mTORCを活性化する分子メカニズムの検討 
PECAM-1による骨髄間質細胞と腫瘍細胞とのinteractionには過去の検討からPI3K/Akt/mTORCシ
グナルが関連している可能性が考えられた。PI3K経路活性化の分子メカニズムの検討のため
PECAM-1のITIMに対するアダプター分子であるSHP2についての検討を行なった。免疫沈降法によ
る検討では32Dcl3細胞で、PECAM-1とSHP2のassociationが認められた。SHP2の阻害薬（IIB-
08）を用いた検討ではPECAM-1を過剰発現させた細胞において、細胞死誘導がコントロール細胞
と比較して抑制された（図１）。また、32Dcl3細胞においてはSHP2阻害薬によりSDF-1誘導性の
Aktの活性化が強く抑制され（図２）、さらにSHP2阻害に伴いPECAM-1の発現の低下がウエスタン
ブロッティング、FACSで確認され、CXCR4の発現も低下していた。SHP2阻害によるPECAM-1、
CXCR4の発現抑制、もしくは分解亢進機序は検討の余地があるが、PECAM-1によるSDF-1誘導性の
PI3K/AKT経路の活性化にはSHP2が強く関連している可能性が考えられる。 
 
 
図１ PECAM-1発現細胞に対する   図２ SHP2阻害薬使用による 

SHP2阻害薬の効果         PI3K/Akt経路への影響 

   

 

（３）慢性リンパ性白血病臨床検体を用いた腫瘍細胞と骨髄間質細胞とのinteractionの検討 

Myeloid系における検討では上述のようにPECAM-1の発現が薬理学的阻害や細胞間質細胞との共
培養で明らかな細胞生存、治療抵抗性へ与える影響が見られず、Lymphoid系のモデルとして慢
性リンパ性白血病（CLL）細胞を用いての検討を行った。CLLのモデル細胞株としてのTMD12は
PECAM-1を発現しておらず、PECAM-1の発現をプラスミドベクターを用いて試みたが、良好な増
殖が得られず、モデル細胞株としての樹立が困難であった。そこで、臨床検体を用いた検討を
行うこととし、CLL臨床検体の10例をフローサイトメトリーでPECAM-1の発現を見たところ、全
例で陽性であった。CLLの臨床検体をHS-5(骨髄間質細胞の細胞株)およびHS-5にレトロウイルス
ベクターでPECAM-1を強発現した細胞と共培養した結果、特にPECAM-1を強発現させたHS5との共
培養で細胞死が有意に培養期間の延長が見られ、これらの延長効果はIbrutinibにより阻害され
た。 
 
 図３ CLL 細胞と HS5 との共培養が細胞死に及ぼす影響 
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PECAM-1 が PECAM-1 同士の相互接合により、ITIM のリン酸化を受けるという我々の過去の検討
からも、CLL において細胞表面の PECAM-1 が細胞間質細胞が発現する PECAM-1 との interaction
により細胞生存に対し有利な環境を付与していることが推定され、BTK 阻害薬である Ibrutinib
によりその効果は抑制されると考えられる。PECAM-1 は BTK によりその ITIM がリン酸化を受け
るが、このような骨髄微小環境と CLL 細胞の相互作用を包括して治療標的とできることが、BTK
阻害薬の CLL に対する治療効果のメカニズムの一つである可能性が示唆され、今後モデル細胞
株の早期の樹立と分子メカニズムの更なる検討を行う。 
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