
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３３９２０

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

リンパ腫微小環境に存在する多能性幹細胞MUSEの機能解析

Analysis of the functions of MUSE in the lymphoma microenvironment.

００４５６６５９研究者番号：

中山　享之（Nakayama, Takayuki）

愛知医科大学・医学部・准教授

研究期間：

２６４６１４３５

平成 年 月 日現在２９   ６ １４

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：がん微小環境は、病勢の悪化や化学療法抵抗性を付与する。しかしどのように構成さ
れるか不明である。そこで間質に存在する多能性幹細胞であるMUSE細胞に着目し解析を行ったところホジキンリ
ンパ腫等において多数集簇していた。骨芽細胞を悪性リンパ腫の予後不良因子であるFGF2で刺激するとVEGF-Aの
発現が上昇し、血管の安定化を促すAng-1の発現が減少した。これは血管内皮の接合を緩め新たな血管を形成す
る上で重要である。リンパ腫細胞の培養上清に対しMUSE細胞は遊走することも明らかとなった。つまりMUSEは、
FGF2によって形成された豊富な血管を通じてリンパ腫に浸潤すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The tumor microenvironment favors the tumor growth and enhanced the 
chemo-sensitivity of tumors. However, little is known about the mechanism what a kind cell forms the
 tumor microenvironment and where they come from so far. We found that multilineage-differentiating 
stress-enduring (Muse) cells reside in lymphoma tissues. Elevated expression of FGF2 has been 
reported in hematological malignancies, and is prognostically significant for malignant lymphoma. 
FGF2 significantly modulated expression of genes related to angiogenesis such as VEGF-A, Ang-1 in 
osteoblasts, a component of the tumor microenvironment, suggesting that FGF2 promotes angiogenesis. 
Migration assays showed that supernatants of lymphoma cells enhanced migration of MUSE cells. Thus, 
we concluded that MUSE cells migrate towards the lymphoma tumor via newly formed vasucularities by 
FGF2.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
近年の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
かしながら再発率が高く 5年生存率は、例え
ば白血病の場合には約 40％に留まる。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ることが明ら
かとなった。その結果、薬剤耐性を獲得し再
発の原因となっている。また炎症性細胞が、
ニッチを含めた腫瘍微小環境を修飾するこ
とも判明してきた。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。我々は、これまでに炎症性細胞である肥
満細胞が、多発性骨髄腫およびリンパ腫微小
環境において血管新生や線維化をうながし
間接的に腫瘍を増大させることを見いだし
た。その機能を低下させれば、腫瘍の進展は
起こらないことをマウスモデルにて実証し
た。悪性腫瘍における血管新生の役割は、良
く認識されているが、線維化（線維芽細胞）
の重要性も判明して来た。それは、悪性細胞
の niche と働くばかりでなく悪性細胞に物理
的な刺激を与え増殖を促したり血管より栄
養物質をしみ出させたりという機能である。
じっさいに線維化と予後とは相関している。
血液疾患において FGF2 の上昇は、予後不良
因子と考えられている。FGF2 は、血管新生や
線維化に関与すると考えられているが、癌微
小環境における生理的役割は全て解明され
ていない。また、どのような前駆細胞がどこ
から遊走しストローマ、線維芽細胞や内皮細
胞に分化するか、現時点では不明である。以
上を解明すれば、微小環境をターゲットにし
た新しい治療法に発展出来る可能性が高い。
そこで我々は、間質（fibroblast 様細胞）に
存在する多能性幹細胞である MUSE
（ Multilineage-differentiating Stress 
Enduring）細胞に着目し、FGF2が微小環境
に与える役割について解析することとした。 
２．研究の目的 
 MUSE 細胞は、ストローマなどに分化す
ることは確認されており微小環境を構築す
る前駆細胞である可能性は高いと考えられ
る。リンパ腫微小環境における MUSE 細
胞の機能を解析することと、リンパ腫微小
環境における MUSE 細胞の数と予後や化
学療法抵抗性となにか相関はあるか（臨床
的バイオマーカーとしての有用か）を統計
学的に解析することを着想した。また
FGF2 が、微小環境を構成する細胞に与え
る遺伝子変化を解析することとした。 
３．研究の方法 
ヒトリンパ腫標本を用いて免疫染色法によ
り MUSE 細胞を同定した。一次抗体は、
抗 SSEA-3抗体抗を用いた。MUSE細胞の
リンパ腫微小環境への遊走メカニズムを検
証するため transwell を用いた migration 
assayを行った。 

FGF2 による微小環境の変化を検討するた
め、骨芽細胞細胞を FGF2で刺激し遺伝子
の発現変化をマイクロアレイ法にて検証し
た。その後、発現変化の認められた遺伝子
の発現量の推移を quantitative RT-PCR
や ELISAにて確認した。 
 
４．研究成果	
 

 
悪性リンパ腫標本において免疫染色法を用
いて MUSE 細胞を同定するとある種のリ
ンパ腫（Hodgkinlymphoma、Mantle cell 
lymphoma 、 follicular lymphoma, 
angioimuunoblastic T cell lymphoma）に
おいて多数浸潤していることが明らかとな
った(上図参照)。これらのリンパ腫は、線
維化など間質に組織学的特徴があるものば
かりである。興味深いことに、CRP上昇や
熱発などのB症状が存在する患者由来のリ
ンパ節標本に MUSE 細胞は、より多く存
在している傾向が認められた。 
 

 
実際に transwell を用いた migration 
assayを行ったところ、MUSE細胞はホジ
キンリンパ腫の培養上清に対して走化性を
示すことが明らかとなった。他のホジキン
リンパ腫の cell line（Hs445）に対しても
同様の結果を示した（data not shown）。 
しかしながら、同じホジキンリンパ腫の
HDLM2に対しては遊走性を示さなかった
（data not shown）。このことは、ホジキ
ンリンパ腫から分泌されるなんらかの物質
が、MUSE細胞を誘引していると考えられ
る。現在、これらの細胞の発現タンパクを
比較することにより、原因物質を同定しよ
うと試みている。 
 
 

FLHD MCL AITL

DLBCL ATL

MUSE

MUSE

FL: Follicular lymphoma

HD: Hodgkin lymphoma
MCL: Mantle cell lymphoma

AITL:Angioimmunoblastic T cell lymphoma
DLBCL: Diffuse large B-cell lymphoma
ATL: Adult T-cell lymphoma
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FGF2 による微小環境の変化を検討するた
め、骨芽細胞細胞を FGF2で刺激し遺伝子
の発現変化をマイクロアレイ法にて検証し
たところ、意外にも造血に関与する遺伝子
の発現変化は少なく主に代謝や血管新生に
関するものが大半であった（上記表参照）。
なかでも強力な血管新生因子である
VEGF-Aの発現が上昇し、血管の安定化を
促す Ang-1の発現が減少していた。これは
血管内皮の接合を緩め新たな血管を形成す
る上で重要である。つまり MUSE は、
FGF2 によって形成された豊富な血管を通
じてリンパ腫に浸潤すると考えられた。 
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