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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞由来の腫瘍であるMDSにおいて、骨髄ニッチ細胞とされるCXCL12陽性細胞
と腫瘍の相互作用、病態との関連性を検討した。結果、MDS骨髄ではCXCL12陽性細胞は有意に増加し、これと近
接したCD34陽性の腫瘍細胞はアポトーシス耐性を有していた。またCXCL12陽性細胞の多いMDS症例で病期進行が
早い傾向が認められた。細胞実験においてもCXCL12産生性間質細胞とMDS由来血球細胞の共培養にて血球細胞の
アポトーシス耐性と薬剤耐性の獲得が示され、この相互作用にCXCL12-CXCR4シグナルの存在が示された。これら
の結果から、CXCL12を標的としたMDS新規治療戦略の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the association between the CXCL12(+) stromal cells and CD34(+) 
tumor cells of myelodysplastic syndromes (MDS).  In MDS bone marrow, CXCL12(+) cell density was 
higher than control bone marrow.  The CXCL12(+) cells were in contact with CD34(+) tumor cells, 
which were positive for several anti-apoptotic markers. Furthermore, CXCL12-high MDS cases had the 
greater tendency to show rapid disease progression than CXCL12-low cases.  In vitro analysis, 
MDS-derived hematopoietic cell line cells cocultured with CXCL12(+) stromal cell line cells showed 
upregulation of anti-apoptotic molecules and drug-resistance for Ara-C treatment.  These phenomena 
were inhibited by CXCR4 antagonist, AMD3100, therefore CXCL12-CXCR4 signaling was essential for the 
interaction between MDS cells and CXCL12(+) stromal cells.  Thus, CXCL12(+) stromal cells may 
represent a novel MDS therapeutic target.

研究分野： 骨髄病理
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１． 研究開始当初の背景 
骨髄異形成症候群（MDS）とは骨髄造血幹

細胞の異常をきたす血液腫瘍であり、発症当
初は腫瘍細胞の増殖とともにアポトーシス
を起こして無効造血、汎血球減少を呈するが、
病期進展に伴ってアポトーシス耐性獲得と
芽球増加が起こり、やがて急性白血病へと進
展する。白血化すると化学療法抵抗性であり、
造血幹細胞移植以外には根本的な治療法が
確立されていない。また、高齢者に多いため
移植できる症例もごく限られており、予後は
不良とされている。 
一方、最近になり、正常組織および腫瘍組

織におけるニッチの存在が脚光を浴びてき
ている。ニッチとは種々の幹細胞を維持する
のに重要な微小環境のことであるが、なかで
も骨髄造血幹細胞ニッチについてはマウス
骨髄にて CXCL12 陽性細網細胞が重要である
といわれている。また腫瘍組織のニッチに関
しては、ニッチの存在が腫瘍幹細胞の治療抵
抗性に関与するという報告や、ニッチの異常
が血液腫瘍の発症に関与するという報告も
されている。 
 
２． 研究の目的 
研究者らはこれまでにヒト骨髄における

CXCL12 陽性細胞の同定を行い造血幹細胞と
の密な関連性を明らかにしており、CXCL12 陽
性細胞がヒトにおいても造血幹細胞ニッチ
の構成因子である可能性を示してきた。さら
に造血幹細胞由来の血液腫瘍であるMDS骨髄
において CXCL12 遺伝子発現が高いことも明
らかにした（第 71 回日本癌学会総会記事
p301: 2012）。そこで本研究では、MDS 骨髄に
おけるニッチの同定およびMDS病態との関連
性を解析し、治療への応用性を検討すること
を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
(1) 骨髄検体の選択と収集 
ホルマリン固定パラフィン包埋骨髄検体

は、東京医科歯科大学医学部附属病院で採取
された MDS と MDS 由来の AML（AML-MRC）と、
比較対象として de novo AML 骨髄検体、対照
例として血液疾患のない骨髄検体とを選択
し用いた。 
 
(2）免疫組織学的手法を用いた骨髄 CXCL12
陽性細胞の同定と定量、局在解析 

ホルマリン固定パラフィン包埋骨髄検体
から薄切した組織切片と抗CXCL12抗体を用
いて免疫染色を行い、MDS と AML-MRC および
de novo AML、対照症例の CXCL12 陽性細胞
の同定を行った。さらに画像処理ソフト
（ImageJ）を用いて CXCL12 陽性細胞の密度
を定量し、各群で比較検討した。次に抗
CXCL12 抗体および、血管内皮と幼若な造血
細胞を同時に標識する抗CD34抗体を用いて
免疫二重染色を行い、MDS 骨髄における
CXCL12 陽性細胞と血管や CD34 陽性造血細

胞との局在関連を解析した。 
 

(3）CXCL12 産生性間質細胞と血球細胞を用い
た共培養実験 
MDS骨髄におけるCXCL12陽性細胞と血球細

胞の相互作用について解析するため、CXCL12
産生性間質細胞と血球細胞の共培養実験を
行い、アポトーシス応答や遺伝子発現解析、
治療薬剤反応性などの検討を行った。 
① マウス間質細胞株とヒト骨髄球系血球 
細胞株を用いた共培養実験 
ヒト CXCL12 を強制発現させたマウス線維

芽細胞株（3T3）と、ヒト骨髄球系血球細胞
株（HL60, THP-1, K562）を共培養すること
により、CXCL12 発現細胞との共存が血球細胞
に与える影響を解析した。具体的にはウェス
タンブロット法を用いたBCL-2などのアポト
ーシス関連分子の発現解析を行った。 
② ヒト骨髄間質細胞株と MDS 由来細胞株を 
用いた共培養実験 
ヒト骨髄由来の CXCL12 産生性間葉系幹細

胞である UE6E7T-2 細胞と、ヒト MDS 骨髄由
来の血球細胞株であるSKM-1細胞を共培養し
て血球側のアポトーシス関連分子の発現解
析を行った。さらに治療薬剤反応性の解析と
して、抗癌剤 Ara-C を投与した場合の、血球
のアポトーシス頻度の変化を検討した。 
 
(4) MDS 骨髄検体における血球のアポトーシ
ス応答の解析 
細胞実験の結果を踏まえ、MDS 骨髄において、
CXCL12 陽性細胞と接する CD34 陽性血球細胞
におけるアポトーシス応答を検討した。具体
的には抗アポトーシス分子であるBCL-2およ
びアポトーシスを検出する cleaved caspase 
3 の免疫染色を施行した。 
 
(5)  MDS 骨髄における CXCL12 発現と予後の
関連性の検討 
MDS 症例において、CXCL12 高発現群と低発現
群で予後に差があるかどうか検討した。 
 
(6) 統計解析 
骨髄検体の免疫染色解析には Mann-Whitney
の U 検定および Kruskal-Wallis 検定を用い
た。免疫染色結果と予後の検定にはχ2 検定
を用いた。細胞実験におけるアポトーシス頻
度の解析には Student の t検定を用いた。い
ずれの検定においても P < 0.05 を統計学的
有意差として採用した。 
 
4. 研究成果 
(1) 骨髄における CXCL12 陽性細胞の局在解
析と定量 
対照例の骨髄において CXCL12 陽性細胞は血
管周囲および間質内に分布する細網細胞と
して同定され（図 1a-c）、MDS/AML-MRC の骨
髄ではその密度は有意に増加していた(図
1d/1e, 図 1h)。また対照骨髄および MDS 骨髄
において CXCL12 陽性細胞は CD34 陽性造血細



胞と近接して局在していた（図 1f 対照骨髄, 
図 1g MDS 骨髄）。 
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（注）図 1a-e  CXCL12: 茶 
   図 1f-g  CXCL12: 青 CD34：茶 
 
(2) CXCL12 産生性間質細胞と血球細胞を用
いた共培養実験 
① ヒト CXCL12 を強制発現させたマウス線
維芽細胞株（3T3）と、ヒト骨髄球系血球細
胞株（HL60, THP-1, K562）を共培養した結
果、共培養下では血球細胞において抗アポト
ーシス分子であるBCL-2の発現亢進が認めら
れた。この変化は CXCR4 アンタゴニストであ
る AMD3100 投与にて阻害され、アポトーシス
耐性獲得における CXCL12-CXCR4 シグナルの
関与が示唆された(図 2)。 
 
図 2 
 
 
 
 
 

 

 
② 次に、ヒト骨髄由来の CXCL12 産生性間 
葉系幹細胞である UE6E7T-2 細胞と、ヒト MDS
骨髄由来の血球細胞株であるSKM-1細胞を共
培養した結果、①と同様に共培養下では
SKM-1 細胞において BCL-2 発現亢進が認めら
れた(図 3a 左)。 
さらに治療薬剤反応性解析として、抗癌剤
Ara-C を投与下における血球のアポトーシス
頻度の変化を検討したところ、共培養下では
Ara-C により誘導される SKM-1 細胞のアポト
ーシス応答は抑制され、薬剤耐性が示された
(図 3b 左)。これらの変化はともに AMD3100
投与にて阻害され(図 3a, b 右)、ヒト細胞株
においても共培養におけるアポトーシス耐
性獲得に CXCL12-CXCR4 シグナルが関与して
いることが示唆された。 
 
図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) MDS 骨髄検体における血球のアポトーシ
ス応答の解析 
MDS 骨髄において、CXCL12 陽性細胞と接する
CD34陽性血球細胞におけるBCL-2およびアポ
トーシスマーカーである cleaved caspase 3
の免疫染色を施行した。結果、CXCL12 陽性細
胞と接する CD34 陽性造血細胞は BCL-2 高発
現（図 4a）かつ cleaved caspase 3 陰性(図
4b)であり、アポトーシス耐性を有している
ことが判明した。 
 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 

（注） 
図 4a  CXCL12: 赤, CD34：青, bcl-2: 茶 
図 4b  CXCL12: 赤, CD34: 茶,  

cleaved caspase 3: 青 



(4) MDS骨髄におけるCXCL12発現と予後の関
連性の検討 
初期の MDS 症例（RCMD）において、CXCL12 高
発現群と低発現群で予後の検討を行ったと
ころ、CXCL12 高発現群では 5症例中の 4症例
がより 2 年以内に病期の進行したステージ
（RAEBないし AML-MRC）に至ったのにたいし、
CXCL12低発現群では6例中いずれの症例も病
期進行が認められなかった（P＜0.05）。この
結果から、CXCL12 陽性細胞の密度が初期 MDS
症例において予後と相関していることが示
された。 
 
(5) まとめ 
これらの結果から、CXCL12-CXCR4 シグナルを
介した CXCL12 陽性細胞と血球細胞との相互
作用が、MDS 骨髄において腫瘍細胞のアポト
ーシス耐性獲得や病期進展に関与している
ことが示唆された。先に述べた通り、腫瘍ニ
ッチの存在が注目を集めつつあるが、MDS に
おけるニッチに着目した研究は国内外を含
めて現在のところほとんど報告がなく、ニッ
チの異常が腫瘍のアポトーシス耐性の獲得
や病期進展に関与しているとの本研究結果
は、MDS の新しい治療戦略開発につながる可
能性があると思われる。 
実際、MDS は化学療法に抵抗性であるが、

これは、いわば「中身」である造血細胞が化
学療法によりダメージを受けても、「容れ物」
である腫瘍性ニッチが残存している限り、腫
瘍性の造血幹細胞が残存ないし再度発生し
増殖しやすい環境が整っており、腫瘍再発を
きたしているのかもしれない。腫瘍細胞のみ
にターゲットを絞った従来の治療法では MDS
において根本的な治癒が得られなかった理
由が、腫瘍ニッチの存在を無視していたこと
によるとすれば、本研究結果が根本的な MDS
治療法の開発に大きく貢献できると考えら
れる。今後の展望としては、この CXCL12 を
ターゲットとした新規治療モデルの開発の
ため、本研究期間では成し遂げられなかった
異種骨髄移植モデルマウスの実験系を確立
し、in vivo でより詳細な解析を行なうこと
が必要と思われる。 
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