
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

若手研究(B)

2015～2013

骨髄ニッチを再現した低酸素環境での白血病幹細胞の病態解析に基づく分子標的治療

Molecular target treatment based on the pathological analysis of leukemia stem 
cells under mimicking bone marrow microenviroment in hypoxia

７０４１５５４５研究者番号：

伊藤　真以（ITOH, Mai）

東京医科歯科大学・医歯（薬）学総合研究科・助教

研究期間：

２５８６０４０４

平成 年 月 日現在２８   ６   ６

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：急性白血病の治癒率の向上には、白血病幹細胞を制御する治療戦略が必要である。骨髄ニッ
チを再現した in vitro 低酸素培養系にて白血病細胞を培養すると、HIF蛋白の発現が誘導され、幹細胞制御シグナル
に関与するNotch、mTORシグナル、あるいはNF-κBシグナルは抑制される傾向にあることが分かった。Notchリガンド刺
激によりNotchシグナルを強制的に活性化させた場合、低酸素培養では活性化Notchシグナルが抑制されることが分かっ
た。正常血液細胞または白血病細胞の低酸素刺激に対する反応性は、HIF蛋白の発現において違いが見られた。

研究成果の概要（英文）：For treatment of acute leukemia, it is necessary to eradicate leukemia stem cells 
which reside in bone marrow microenviroment in hypoxia. We found that HIF protein expression was 
upregulated, in association with downregulating of Notch, mTOR, or NF-κB signals when leukemia cell 
lines were cultured in hypoxia. Activated Notch signal was also downregulated in hypoxia. The reactivity 
in hypoxia was different between normal blood cells and leukamia cell lines with respect to the 
expression of HIF protein.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
急性白血病は、正常造血幹細胞が腫瘍化し

て生じた白血病幹細胞が、正常造血幹細胞の

増殖能を上回る自己複製能を獲得し、無制限

に白血病細胞の増殖をきたす疾患である。治

癒率を向上させるには、単なる白血病細胞の

増殖抑制ではなく、白血病幹細胞を制御する

治療戦略が必要である。そのためには、骨髄

低酸素環境（骨髄ニッチ）で、自己複製能を

獲得した白血病幹細胞が、正常造血幹細胞を

凌駕して増殖し続ける機構を解析すること

が重要である。 
 
２．研究の目的 
 
 骨髄ニッチを再現した in vitro 低酸素環

境で細胞培養を行うことにより、骨髄におい

て白血病幹細胞が正常造血幹細胞の増殖能

を上回る自己複製能を獲得する分子メカニ

ズムを明らかにする。また、白血病幹細胞の

病態解析を行い、これに基づく分子標的治療

戦略を確立する。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) ヒト白血病細胞株を材料とする。通常

酸素濃度下あるいは低酸素細胞培養インキ

ュベータを用いた低酸素環境（酸素濃度 

1 %）にて細胞培養を行い、両者で見られる

細胞内蛋白の発現の違いを、ウェスタンブロ

ット法にて解析する。 

(2) 骨髄ニッチを再現するため、骨髄支持

細胞の代用として遺伝子組換え Notch リガ

ンド蛋白（Delta1）を底面にコーティングし

た培養プレートを用い、白血病細胞株を低酸

素下にて培養する。このときの細胞内蛋白の

発現の様子をウェスタンブロット法にて解

析する。また、siRNA により HIF の発現を

抑制することで、HIF、Notchシグナルの相

互作用を検討する。 

(3) 正常血液細胞と白血病細胞において、

低酸素下で示す反応性を比較検討するため、

健常者末梢血より単核球を分離し、低酸素培

養を行う。 
 

４．研究成果 

 

(1) 白血病細胞における HIF、Notch、mTOR、

NF-Bシグナルへの効果 

 白血病細胞を低酸素環境にて培養すると、

mTOR上流の Aktは低酸素により活性化され

る傾向を示したが、その他のシグナルは抑制

される傾向にあった。また、Notch シグナル

の標的遺伝子である HES1 の発現は、HIF 蛋

白の持続的な発現にも関わらず、ネガティブ

フィードバック機構が働く細胞株があるこ

とが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図. 低酸素刺激による白血病細胞株の蛋白
発現への効果 
 

(2) HIFと Notchとの相互作用の検討 

骨髄ニッチを再現するため、骨髄支持細

胞の代用として遺伝子組換えNotchリガン
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ド蛋白（Delta1）を底面にコーティングし

た培養プレートを用い、低酸素下にて培養

を行った。その結果、Delta1により活性化

された Notchシグナルは、低酸素培養によ

って抑制されることが分かった。この現象

が、低酸素刺激により発現が誘導される

HIF に依存するか否かを調べるため、HIF

に対する siRNA を用いて検討を行ったが、

HIFの有意なノックダウン効果が見られず、

両者の相互作用を明らかにすることはでき

なかった。 

 

(3) 正常血液細胞における HIF、Notch、mTOR、

NF-Bシグナルへの効果 

正常血液細胞を酸素下にて培養すると、

Notch または mTOR シグナルに明瞭な変化

は見られなかったが、HIF の発現において

白血病細胞とは異なる現象が見られた。こ

の発現の違いが、正常血液細胞と白血病細

胞との性質の違いの一因である可能性が示

唆された。 
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