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研究成果の概要（和文）： 

本研究において、マントル細胞リンパ腫 (mantle cell lymphoma, MCL)の増殖には悪性細胞周辺

の微小環境(ニッチ)が必要で、ストローマと MCL 細胞との細胞間相互作用で活性酸素(ROS)が

重要な役割を果たしていることが明らかになった。これらは難治性悪性リンパ腫であるマント

ル細胞リンパ腫に対する有効な治療薬となりうると考えられ、これらの併用によって抗癌剤の

治療効果を高める可能性があることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Mantle cell lymphoma (MCL) is an aggressive tumor and is characterized by deregulated 
growth and resistance to apoptosis.  Reactive oxygen species (ROS) are important signal 
transduction molecules in regulation of MCL cell growth, differentiation and 
apoptosis.  ROS generated by Nox2, at least in part, transmit cell survival signals through 
the AKT- ASK1 pathway in MCL cells and their depletion leads to apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 

マントル細胞リンパ腫 (mantle cell lymphoma, 

MCL)は、進行性かつ治療抵抗性で最も予後
不良な悪性リンパ腫である。骨髄や消化管な
ど複数のリンパ節外に浸潤し、進行した病期
で見つかる比率が高い。この原因の一つとし
て、悪性細胞周辺の微小環境(ニッチ)が重要
な役割を果たしている可能性がある。悪性細

胞は単独では存在せず、線維芽細胞や血管内
皮細胞などのいわゆるストローマ細胞と共
存する。ストローマによる細胞接着並びに液
性因子を介した生存シグナル伝達分子が細
胞の増殖やアポトーシスの抑制に関与して
いる。 
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本研究では、このストローマと MCL 細胞と
の細胞間相互作用を解析するとともに、これ
を阻止することにより有効な治療法の確立
を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞生存の解析: 生細胞染色用色素
Calcein (FITC)と死細胞染色色素 Ethidium 

(PE)を共に用いることで生死細胞二重蛍光染
色を行い、フローサイトメトリーで viability

の判定および細胞毒性について検討する。
S17 ストローマ細胞と MCL 細胞を共培養し
た際の MCL 生細胞数は、CD19 を APC で染
色するにより三重蛍光染色により解析する。 

(2) アポトーシス解析: アポトーシスを誘導
後、細胞を Annexin V と７AAD で生細胞と死
細胞を染色し、フローサイトメトリーで、早
期アポトーシス細胞と後期アポトーシス細
胞を高精度に解析する。 

(3) Western blot 解析: MCL 細胞を S17 ストロ 

ーマ細胞と培養すると、単独で MCL 細胞を
培養して時と比較し、細胞増殖能は低下する
ものの、PI3K/AKT 阻害剤や PDK1 阻害剤に
よる細胞傷害活性は減弱する。S17 ストロー
マ細胞と培養した MCL 細胞の AKT, ERK, 

ATK や p38 などの発現を Western blot 解析で
検討する。ADA を作用させた際
PI3K/PDK/AKT 経路や ASK/JNK/p38 経路が
複雑に作用しているので、これらの蛋白リン
酸化を詳細に検討する。 

(4) 遊走能の検討: 低酸素化の癌細胞は、抗癌
剤に抵抗性で転移能が高く、癌幹細胞と類似
した性質をもつ。MCL 細胞の遊走活性を、
pore size 0.5M 孔の透過膜を底に有する
Transwell (Costar）のチャンバーを用いて解析
する。腫瘍の低酸素領域では、線維芽細胞か
らの SDF1 の産生が亢進し、腫瘍細胞での
CXCR4 の発現が増加し、腫瘍細胞自身の変
形性や浸潤能が高まっている。誘導された遊
走反応が CXCR4 阻害剤 AMD3100 で抑制す
るか否かを解析する。 

 

４．研究成果 

(1) 細胞の生存と死におけるシグナル伝達系
の解析 

10 種類の MCL 細胞株において、蛋白リン酸
化酵素 (protein tyrosin kinase, PTK)阻害剤に
よる細胞生存能を検討した。PI3K/AKT 対す
る阻害剤 LY294002 によってアポトーシスが
誘導された (IC50<5M, 図 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

特に全細胞株で PDK1 の恒常的リン酸化を観
察し、PDK1 対する阻害剤 OSU03012 によっ
て細胞増殖は完全に抑制された (IC50<2M)。
ERK 阻害剤  PD098059 や mTOR 阻害剤 

Rapamycin は細胞生存に有意な影響を与えな
かった。一方、p38MAPK 阻害剤 SB203580

では細胞増殖を促進させたことから、p38 経
路は細胞死に正のシグナルを送っているた
め、この阻害は細胞死を抑制し細胞生存をも
たらしたと考えられた。細胞の生存にとって
PI3K/PDK1/AKT シグナル伝達系が重要な役
割を果たし、細胞死には p38 経路が関与して
いると考えられた (図 5)。 

(2) ストローマ細胞依存性薬物耐性の克服 

PI3K/PDK1/AKT 経路のシグナル伝達の阻害
によって MCL 細胞はアポトーシスしたが、
MCL 細胞株をストローマ細胞と共培養し
PI3K/PDK1/AKT 阻害剤を作用させると、ア
ポトーシスは抑制され細胞生存は維持され
た (図 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの所見は、ストローマ細胞は MCL 細
胞に対して何らかの生存シグナルを送って
おり、薬物耐性への関与を示唆するものであ
る。PTK 阻害剤は癌に対する主要な標的治療
戦略の一つであるが、ストローマ細胞依存性
薬物耐性を克服することが重要な課題とい
える。 

アダホスチン (Adaphostin, ADA)は強力な
PTK 阻害剤で、全 MCL 細胞株において IC50

が 0.3-1.2M の低濃度で、抗腫瘍活性を有し
ていることを見出した。さらに、ADA は、
MCL 細胞とストローマを共培養した際でも、
全 MCL 細胞にアポトーシスを誘導した (図
2)。これらの所見は難治性 MCL に対する
ADA の有効性を示唆するのみならず、ストロ
ーマ細胞と MCL 細胞との細胞間相互作用を
理解する上で極めて重要な所見である。 

(3) 活性酸素種 (reactive oxygen species, ROS)

の役割 

MCL 細胞に ADA を作用させると、アダホス
チンは細胞内の ROS を増加させ、DNA の
strand break を誘導し、アポトーシスに導く(図
3 と 4)。 
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さらに、活性酸素阻害剤  N-acetylcysteine 
(NAC)で前処理すると、ROS の増加は抑制さ 
れ細胞死は抑制された。この所見は、ADA の
抗腫瘍作用に活性酸素が関与していること
を示唆するものである。 

 

(4) MCL における悪性細胞周辺の微小環境
(ニッチ)の役割の検討 

ストローマ細胞ニッチモデルを樹立し、この
細胞間相互作用を解析した。ストローマ細胞
と MCL 細胞を共培養すると、MCL 細胞を単
独培養した場合と比較し、MCL 細胞の生存は
有意に延長した。MCL 細胞の生存能は、抗酸
化剤の添加により用量依存性に抑制された。
その際に MCL 細胞の生存能は、細胞内 ROS

の産生は有意に減尐しアポトーシスが誘導
された。さらに、ストローマ細胞と共培養し
た際のMCL細胞のRNA発現強度を比較した
ところ、ストローマ細胞と共培養した MCL

細胞で、ROS の生成源として機能している
Nox family 遺伝子のうち Nox2 の遺伝子発現
が有意に亢進していた。また Nox2 の発現は、
MCL 細胞は健常人の B 細胞と比較し有意に
亢進していた。 

(5) MCL 細胞の増殖における Nox family 遺伝
子の機能的役割の検討 

MCL細胞株SP49やSP53をSiRNA Nox2-RNA

で knockdown すると、細胞内 ROS の産生は
減尐し、アポトーシスが有意に誘導された。

これらの結果から、MCL ではストローマなど
の微小環境(ニッチ)が MCL 細胞の生存に重
要な役割を果たしていることが示唆された。
また、抗酸化剤や Nox2-SiRNA によって MCL

細胞化株にアポトーシスを誘導したことか
ら、ストローマと MCL 細胞との細胞間相互
作用で ROS が重要な役割を果たしていると
考えられた。このような悪性細胞周辺のニッ
チの環境改良、つまりストローマと腫瘍細胞
との細胞間相互作用の分断こそが難治性悪
性リンパ腫の有効な治療標的となりうるこ
と、さらにこれらの併用によって抗癌剤の治
療効果を高める可能性が示唆された。   
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