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研究成果の概要（和文）：骨髄異形成症候群（MDS）は難治性の血球減少をきたす治療抵抗性造血器腫瘍であ
る。MDSの腫瘍細胞は抗癌剤に対して抵抗性を示すことが多く、その克服が大きな課題となってきた。本研究で
は骨髄微小環境がMDS腫瘍細胞に薬剤抵抗性を付与する可能性について研究を行い、細胞株を用いた実験でスト
ローマ細胞がdel(5q)由来MDS細胞にレナリドミド耐性を付与することを確認したが、インテグリンなど表面の接
着分子の発現には有意な変化は認めず、これらの薬剤耐性は接着分子を介しているものではないことが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：Myelodysplastic syndrome (MDS) is a hematological malignant disease that is 
characterized by refractory cytopenias. Malignant cells frequently show resistance to conventional 
chemotherapeutic drugs, and it is an important issue to overcome the resistance. This research aimed
 for revealing mechanisms how bone marrow microenvironment affects the resistance of tumor cells in 
MDS. We found that co-culturing MDS cells with stromal cells gives MDS cells resistance to 
lenalidomide, but expression of surface adhesion molecules on these cells showed no significant 
change in the co-culture condition. Our results show that stromal cells do not give drug resistance 
via expression of adhesion molecules.

研究分野：血液内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では骨髄異形成症候群（MDS）の腫瘍細胞が骨髄微小環境から薬剤耐性を付与されることについて検討を
行った。その結果、del(5q) MDS細胞は骨髄ストローマ細胞によってレナリドミドに対する耐性を付与されるこ
とを確認した。表面の接着分子の発現量には変化が認められず、薬剤耐性機序は明確になっていないが、本領域
において一つの知見を提供できたものと考えられる。また、本研究では臨床検体からのストローマ細胞の分離の
試みも準備を進め、実際の患者における腫瘍と骨髄微小環境の関連を検討する足がかりを形成できたと考えられ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨髄異形成症候群（MDS）は難治性の血球減少をきたす治療抵抗性造血器腫瘍である。こ
れまで様々な抗腫瘍剤が開発されてきたが、依然腫瘍細胞の根絶は困難であり現在でも根治療
法は造血幹細胞移植のみとされている。 

MDSでは寛解後の再発率の高さが指摘されており、化学療法によって一旦寛解が得られた
後でも極めて多くの症例で再発が認められる。寛解が得られた症例の腫瘍細胞は抗腫瘍剤に対
して感受性を持つと考えられるため、再発症例では何らかの形で腫瘍細胞が抗腫瘍剤の毒性を
回避したと想定されるが、毒性回避メカニズムの一つとして、腫瘍周囲の微小環境による生存
維持、薬剤耐性付与作用が指摘されている（腫瘍ニッチ）。腫瘍ニッチによる薬剤耐性付与は、
それ自体が腫瘍細胞に薬剤への初期耐性を与えるのみならず、より耐性の強いクローンの発生
母体となり得るものであり、疾患の悪性化に直結する臨床的に極めて重要な問題である。 

MDSに代表される難治性血液腫瘍の治療成績向上のためには、腫瘍細胞側だけではな
く、腫瘍を保護する微小環境についても同時に対策を考える必要があり、微小環境による
薬剤耐性機序の付与についての解析が必須と考えられる。近年様々な殺細胞効果を高めた
薬剤が開発されているにも関わらず、再発率を低減することができていない現状は、腫瘍
細胞のみを標的にすることの限界を示しているとも考えられる。 
現在、腫瘍周辺環境についての研究は徐々に進み始めているものの依然十分なものではなく、
特に MDS については知見が限られている。そこで本研究では MDS における骨髄微小環境の
薬剤耐性への影響について検討を行うこととした。 
また、本研究の大部分は細胞株を用いて行うが、実際のMDS症例において骨髄微小環境が
どのように変化しており、どのように MDS 細胞の生存・増殖に関係しているのかは明らかで
はない。そこで、本研究では MDS 患者から間葉系幹細胞や間葉系ストローマ細胞を分離し、
その造血支持能や薬剤耐性付与能について個々の症例で検討を行うこととした。また、得られ
た検体細胞をライブラリ化し、将来の発展的研究に使用することを試みることとした。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の２点を主な目的とした。 
①骨髄ストローマ細胞がMDS細胞に与える薬剤耐性の分子生物学的機序を明らかにする 
ストローマ細胞および MDS 細胞として細胞株および患者から採取した primary 細胞を用
いて薬剤耐性機序について解析を行い、その分子機構を明らかにする。薬剤としては、MDS
治療の key drug となっているレナリドミドやその他の薬剤について検討を行う。そして最終
的には腫瘍ニッチの本体について知見を得ることを目的とした。 
また、骨髄間葉系細胞の評価のために、マウス骨髄間葉系幹細胞の取得・培養・増幅系の確
立を行うことも合わせて目的とした。 
②骨髄系腫瘍患者における未分化骨髄ストローマ細胞の細胞ライブラリの作成 
本研究では、個々の症例における骨髄間葉系細胞の造血支持能や薬剤耐性付与能について、
実際の患者検体を用いて検討を行うが、得られたストローマ細胞は増幅、保存が可能であるた
め、細胞をライブラリ化して保存し、適切な倫理上の手続きの後に将来の発展的研究で使用で
きるように準備を行うことを目的とした 
 
３．研究の方法 
①骨髄ストローマ細胞がMDSに与える薬剤耐性機序についての解析 
まず、第一段階としてストローマ細胞株がMDS細胞株に与える影響について共培養の系で
解析を行った。MDSは細胞株が極めて少ないことで知られるが、今回はわが国で del(5q) MDS
患者より樹立されたMDS-L細胞（Tohyama K et al., 1997）を用いて検討を行った。ストロ
ーマ細胞株としては、脂肪・骨格筋への分化能力を持ち、細胞形態も比較的正常に近い UBET7
細胞を用いた。MDS-L 細胞と UBET7 細胞を共培養し、レナリドミドおよび他薬剤添加によ
る増殖・アポトーシスの変化について検討を行った。 
そして、薬剤添加後の腫瘍細胞およびストローマ細胞の、各種接着因子の発現量の変化につ
いて解析を行い、薬剤添加前後の細胞内外シグナルの変化について検討を行った。 
②骨髄 primaryストローマ細胞および間葉系幹細胞の分離 
既報の手段に従い（Houlihan DD et al.,2012）、マウスより大腿骨を取り出し、細切した後
コラゲナーゼで処理を行い、CD45(-)Ter119(-)PDGFRa(+)Sca1(+)分画を取り出し、マウス間
葉系幹細胞を取得する。 
③ヒト臨床検体からの骨髄ストローマ細胞の分離およびライブラリの作成 
倫理委員会承認の後、MDSをはじめとする各種骨髄性造血器腫瘍患者から検体をいただき、
間葉系幹細胞など骨髄ストローマ細胞の分離を行う。検体は通常診療で行われる通常検査の際
に数mLの骨髄液を余分に採取させていただき、単核球分離後にマウス間葉系幹細胞に相当す
るとされる、CD45-/CD129a-/LNGFR+/Thy1+/VCAM1+ 細胞を分離して培養増幅を行う
（Mabuchi et al., 2013）。また、残りの分画からは従来法である接着培養法で間葉系ストロー
マ細胞を作成する。 
 
４．研究成果 



①骨髄ストローマ細胞株とMDS細胞株の相互作用 
MDS-L細胞と UBET7細胞の共培養を行ってレナリドミドを添加し、レナリドミドによる

MDS-L細胞のアポトーシスの状態について、7AADと Annexin Vを用いて解析を行ったとこ
ろ、ストローマ細胞非存在下では、MDS-L 細胞に有意なアポトーシスの増加が認められたも
のの、UBET7 存在下においては、アポトーシスが、レナリドミド非添加と同様なレベルまで

抑制されており、
UBET7 細胞による
アポトーシスの抑制
が確認された。 
他腫瘍細胞株にお
ける検討において、
ストローマ細胞との
共培養による薬剤耐
性 付 与 は cell 
adhesion modulated 
drug resistance 
(CAMDR)として知
られており、その主
体には各種接着因子
が関わることが知ら
れている。 
そ こ で 、 次 に

UBET7 細胞存在下、
非存在下におけるレ
ナリドミド添加前後
の MDS-L 細胞株上

の接着因子の変化について解析を行った。その結果、CD29（β1インテグリン）、CD44、CD49d
（α4 インテグリン）、CD49e（α5 インテグリン）、CD54（ICAM）、VCAM1 について解析
を行ったが、これらの表面抗原発現には変化が認められなかった。薬剤を変更しプロテアソー
ム阻害剤であるボルテゾミブを用いて同様の実験を行ったところ、本薬剤では死細胞が多くス
トローマの有無によるアポトーシスの差は認められなかった。 
これらの結果により、MDS細胞はストローマ細胞との共培養にて特異的作用薬であるレナ
リドミドに対する薬剤耐性を獲得するが、その機序はインテグリンなど細胞の接着因子の発現
変化によるものではないことが明らかとなった。 
②骨髄 primaryストローマ細胞および間葉系幹細胞の分離 

マウス骨髄からの間葉系幹細胞の樹立
系の確立を試みた。本手法はコラゲナーゼ
処理や骨からの細胞分離に工夫を要する
ため当初分離がかなり困難であったが、手
技の工夫を行ったところ、時間を要したが
最終的に安定して細胞を分離することが
可能となった（左図）。実験系の確立に時
間を要したためまだ解析は不十分である
が、今後は細胞株を primary細胞に切り替
えて、薬剤耐性について検討を進める。 
③ヒト臨床検体からの骨髄ストローマ細
胞の分離およびライブラリの作成 

MDS患者をはじめとする各種骨髄性造
血器腫瘍患者から検体をいただき、ストローマ細胞の分離、およびヒト間葉系幹細胞の分離を
行う予定であり、倫理委員会申請準備を進めていたが、研究代表者が別施設へ異動することと
なり、新たな施設における診療科内の研究体制の確立に時間を要したため、ストローマ細胞分
離についての計画は、現在のところ倫理委員会申請準備段階となっている。 
ストローマ細胞の分離および保管は国内でも行われている施設は少ないため、本研究終了後
も計画を継続していく方針である。 
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