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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、白血病・リンパ腫病態における腫瘍細胞の組織微小環境(悪性ニッチ)の重要性を

明らかにした。悪性ニッチを構成する生体分子の一つであるプラスミンは、マトリックスメタ

ロプロテイナーゼの活性化とこれに伴う造血因子の細胞外ドメイン分泌、そして単球・マクロ

ファージ系細胞のニッチ内への動員と血管新生因子供給を介して腫瘍増殖の起点として機能し

ていること、さらにその活性は、白血病・リンパ腫治療の新たな分子標的となる可能性が示唆

された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Malignant niche plays a key role for leukemia/lymphoma progression. The main 

fibrinolytic enzyme, Plasmin (Plm), can activate matrix metalloproteinases and promotes 

ectodomain shedding of hematopoietic growth factors and mobilization of monomyelocytic 

lineage cell which can supply angiogenic factors into tumor tissue. This study suggested a 

new role of protease, like MMP or Plm, in the pathogenesis of leukemia/lymphoma and 

possibilities of these proteases as new targets of novel molecular therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

臍帯血移植は既に広く行われており、

わが国における累積移植数は 5000 例を

超えようとしている。一方、移植後の原

疾患再発の克服は依然として同種移植

療法の最大のテーマであり、骨髄移植と比べ

て低い生着率および造血回復遅延の改善が

臍帯血移植の安全性を向上させるための重

要な課題でとなっている。造血幹細胞の未分

化性の維持や分化・増殖をコントロールする
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造血微小環境（ニッチ）の重要性に関す

る認識が進み、ストローマ細胞、骨芽細

胞、血管内皮細胞等の非造血系細胞とし

てニッチ構築に関与する細胞群と幹細

胞・前駆細胞を含む造血系細胞群とが主

要な構成因子であることが知られてい

る。また、組織解析等から「白血病ニッ

チ」の存在が示唆されており、白血病幹

細胞とともに白血病骨髄を形成するこ

とが明らかになっている。半致死的な治

療を前処置としておこなった後に幹細

胞を移植する現行の造血幹細胞移植療

法では、いかに効率よく白血病ニッチを

破壊した後に、正常な造血ニッチを回復

させるか、という観点からの改良が理論

的には可能である。しかしながら、造血

ニッチと白血病ニッチとの相違点につ

いては未だ不明な点が多い。 

造血系細胞の細胞動員因子である顆
粒球コロニー刺激因子(G-CSF)、ケモ
カイン CXCL12･SDF-1 や血管内皮増
殖因子(VEGF)、胎盤成長因子(PlGF)

等の血管新生因子、あるいは抗癌剤、
放射線照射等の生理学的ストレスによ
るマトリックスメタロプロテイナーゼ
（MMP）の活性化が、造血因子
Kit-ligand の膜型から可溶型へとプロ
セシングを介して、生体内の造血幹細
胞の分化増殖、末梢組織中へと動員す
ることが解ってきた。またストレス後
の骨髄組織再生過程の解析から、骨髄
中には幹細胞が静止期で存在する骨芽
細胞ニッチと分化成熟を開始する血管
ニッチとが存在すること、幹細胞の動
員が細胞の分化成熟と強い関連性を有
することも報告されている。MMP の
活性化は、末梢組織の再生及び血管新
生においても重要であり、骨髄由来細
胞の一部は組織中で VEGF をはじめ
とする血管新生因子、あるいは
CXCL12 等のケモカインの供給源と
して機能していること、骨髄由来の
VEGF 受容体-1(VEGFR1)陽性細胞の
中で特に CXCR4 陽性 VEGFR1 陽性
の細胞群が、アンギオポエチン-2 を産
生し、他の骨髄由来細胞群との相互作
用を保持しながら、血管新生を促進す
ることも報告された。これらのヘマン
ジオサイトは、造血幹細胞の骨髄への
ホーミング、そして生着した幹細胞の
分化増殖、造血ニッチを含めた造血機
構再構築の一連の過程に深く関与して
いると考えられている。白血病をはじ

めとする造血器腫瘍性疾患においては、悪
性細胞増殖を容認する造血ニッチに何らか
の障害が生じていることが予想され、造血
ニッチの HUB として制御機能を担うこの
細胞に、質的あるいは量的異常が存在する
可能性がある。また、ヘマンジオサイトの
刺激因子と目されるストローマ由来の
SDF-1 や VEGF、PlGF、またこれらの受
容体の血中濃度ないしは組織中の発現など
については、正常人と白血病患者の末梢血、
骨髄組織には相違のあることが一部既に報
告されており、こうした事象も正常造血ニ
ッチと白血病ニッチとの機能、構成等の違
いを反映しているものと考えられる。 

２．研究の目的 

1) 白血病・リンパ腫のマウスモデルを作
製し、正常対照群と造血系細胞動員因
子・細胞増殖因子の血中濃度、また正
常骨髄、およびモデル骨髄における各
種因子の産生能を比較する。 

2) 白血病・リンパ腫のマウスモデルの骨

髄細胞外環境の構造・構成細胞の性状

と機能を解析し、正常骨髄、およびモ

デル骨髄間の相違を明らかにする。 

3) 白血病・リンパ腫のマウスモデルに対

する MMP 阻害剤、抗線溶剤をはじめ

とする蛋白分解酵素阻害剤、造血系細

胞動員因子・細胞増殖因子抗体、線溶

系因子の効果を明らかにし、その有効

性について検討する。 

4) 各種造血幹細胞を用いた細胞移植療
法における造血器悪性疾患別の移植後
再発率、および生着率について、臨床
データを明らかにする。 

5) 患者と正常対照群で造血系細胞動員

因子・細胞増殖因子の血中濃度、また

正常骨髄、および造血器腫瘍患者骨髄

における各種因子の産生能を比較する。 

6) 骨髄細胞外環境の構造・構成細胞の

性状と機能を解析し、健常者と造血器

腫瘍患者との相違を明らかにする。 

7) 正常および造血器腫瘍患者由来の

骨髄ストローマ細胞の培養により、

骨髄細胞外環境、造血ニッチの機能

上の相違を明らかにする。 

8) in vitro において、上記ストローマ

細胞と正常造血幹細胞および白血病

細胞との相互作用とホーミング機構

の詳細を解明する。 

9) MMP 阻害剤、抗線溶剤をはじめと

する蛋白分解酵素阻害剤、造血系細



 

 

胞動員因子・細胞増殖因子抗体、

線溶系因子等による正常または

造血器腫瘍患者における細胞増

殖因子産生への影響、造血ニッ

チ細胞構成、骨髄細胞外環境の

性状変化について検討する。 

３．研究の方法 

1) 各種マウス白血病・リンパ腫細胞

を各種凝固・線溶系因子遺伝子欠損

及びこれらの野生型あるいは近交

系マウスの皮下または静脈内へ移

植する。 

2) (1)の処置後、2-3 日間隔でマウス血

漿を採取し、血管新生因子あるいは

造血因子、ケモカイン、各種 MMP、

線溶系因子等の濃度あるいは活性

を測定、検出する。 

3) (1)の処置後、腫瘍発育の状況と末梢

血球数を 2-3 日毎に記録し、1 週間

毎に、マウス各種臓器及び腫瘍を摘

出し、これらの病理組織所見を精査

する。 

4) (3)で作製した切片について、免疫学

的特殊染色を施行し、各種臓器組織

中の血管新生、腫瘍細胞あるいはそ

の周囲の集簇細胞の性状、骨髄内外

の MMP あるいは線溶系因子活性、

サイトカイン局在等について精査

する。 

5) (1)の処置後、各群マウスに連日で、

プラスミン活性阻害剤またはPAI-1

阻害剤、さらに tPA あるいは uPA

を投与する群を作製する。対照群に

は溶媒のみを投与する群を作製す

る。 

6) (5)の処置後、2-3 日間隔でマウス血

漿を採取し、血管新生因子あるいは

造血因子、ケモカイン、各種 MMP、

線溶系因子等の濃度あるいは活性

を検出する。 

7) (5)の処置後、腫瘍増殖の状況と末梢
血球数を 2-3 日毎に記録し、1 週間
毎に、マウス各種臓器及び腫瘍を摘
出し、これらの病理組織所見を精査
する。 

8) 造血器悪性疾患別に、東大医科研
附属病院において同一レジメンの
下で実施された各種造血幹細胞移
植の移植後再発率について、臨床
解析をおこなう。さらに、移植後
の白血病再発について、再発率の
増加にかかわる因子について統計
的手法を用いて抽出する。 

9) 造血器腫瘍患者と正常対照群の末梢血
液を採取し、血漿成分を凍結保存する。
患者についてはその重症度、病期、治療
の有無等を把握し、最終的にこれらで分
類、評価可能な状態にしておく。患者デ
ータについては個人情報保護の観点か
らその管理には細心の注意を払う。 

10) 各群血漿中の CXCL12 をはじめとする
ケモカイン、Kit-ligand 等の細胞増殖性
サイトカイン、VEGF、PlGF 等の血管
新生因子、MMP-2、MMP-9、ProMMP-9

等の蛋白分解酵素群、プラスミノーゲン
(Plg)、組織プラスミノーゲンアクチベー
ター(tPA)、ウロキナーゼ型 PA(uPA)等
の線溶系因子群を ELISA 法等により測
定する。また可能であれば、同一患者の
経時的サンプリングを行い、病勢と生体
因子濃度との関連性を精査する。 

11) 造血器腫瘍患者と正常対照群の骨髄組
織を採取し、病理組織切片を作製する。
これらを CXCL12、CXCR4 をはじめと
するケモカインとその受容体、VEGF、
PlGF、 VEGF 受容体 -1(VEGFR1)、
VEGFR2 等の血管新生因子とその受容
体、VLA-4、CD144、VCAM-1 等の接着
分子、MMP-9、MMP-2 等の蛋白分解酵
素、Plg 、tPA、uPA 受容体(uPAR)等の
線溶系因子等に対する抗体を使用し、免
疫組織特殊染色を行い、主に骨髄細胞外
環境の構造、性状について詳細を把握す
る。 

12) 造血器腫瘍患者と正常対照群の骨髄細
胞を採取し、CXCR4 等のケモカイン受
容体、VEGFR1、VEGFR2 等の血管新
生因子受容体、VLA-4、VCAM-1 等の接
着分子、PDGF 受容体、CD24、CD44、
Stro-1 等の間葉系細胞表面抗原、uPAR

等の線溶系因子受容体等に対する抗体
を使用し、フローサイトメーターによる
細胞表面マーカー解析を行い、採取骨髄
細胞中の陽性比率、各分画の共発現の状
況等を精査する。また可能であれば、同
一患者の経時的サンプリングを行い、病
勢と末梢血単核球成分との関連性を精
査する。3.及び 4.のデータとの関連性に
ついても検討する。 

13) さらに上記の各分画についてフローサイ
トメーターにより細胞を分離採取し、こ
れらを一定期間培養することにより、そ
の培養上清中のケモカイン、サイトカイ
ン、アンギオポイエチン-2(Ang-2)を含む
血管新生因子、蛋白分解酵素、線溶系因
子群を ELISA 法、ウェスタンブロット法、
ザイモグラフィー等で測定、検出する。 

 



 

 

４．研究成果 

 代表者らは、生体中のMMPの活性化を

起点としたKit-ligandをはじめとする造

血因子の細胞外ドメイン分泌(プロセシ

ング)の促進と共に、分化・増殖、そし

て骨髄より動員される骨髄由来の

CD11b陽性F4/80陽性細胞が、T細胞由来

の白血病・リンパ腫細胞周囲の微小環境

中に集簇し、血管内皮増殖因子等の血管

新生因子やさらなるMMPの産生を通じ

て、これらの腫瘍増殖に関与することを

明らかにした。さらに代表者らと神戸学

院大学との共同研究で見出された新規

プラスミン阻害剤は、各種プロテアーゼ

の活性化を上流より阻害し、これらのT

細胞性白血病・リンパ腫の増殖を抑制す

ることを報告した。このことは、血液凝

固・線維素溶解系因子群の血液腫瘍性疾

患病態における新たな機能ばかりでな

く、腫瘍増殖における骨髄由来細胞の重

要性を示している。代表者らはマウスB

細胞、形質細胞由来の細胞株によるマウ

ス骨髄腫モデルを確立し、前出のプラス

ミン阻害剤、そして昨年度に有効性を確

認したMMP阻害剤との併用療法の有効

性について精査中である。本研究成果は

多発性骨髄腫の新規分子療法開発の基

礎研究としても重要な意味を有してい

る。 
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