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研究成果の概要（和文）：白血病細胞のニッチを解明するため、骨芽細胞、破骨細胞、骨片およ

び白血病細胞の共培養系を樹立した。本実験系を用いて、骨芽細胞は白血病細胞の増殖を促す

こと、骨から破骨細胞が TGF-･･を組みだし、その TGF-・・によって白血病細胞は休止期に入り、

ABL阻害剤に耐性を獲得することを明らかとした。 

 
研究成果の概要（英文）： We have established co-culture system with osteoblasts, 
osteoclasts, bones and leukemic cells to investigate the influence of bone related cells 
on leukemic cells. With this system, we found that osteoblasts stimulated the 
proliferation of leukemic cells, and leukemic cells which were introduced to quiescent 
phase by TGF-･ that was released from bone via osteoclasts acquired the resistance to 
ABL tyrosine kinase inhibitors.  
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１．研究開始当初の背景 
 ABL チロシンキナーゼ阻害剤(TKIs)の出現
によって慢性骨髄性白血病 (CML)の予後は
劇的に改善した。しかし全ての患者が ABL 
TKIs のみで治癒するわけではない。その主
な原因は、ニッチに潜み G0期にあり ABL TKIs
に耐性を示す白血病幹細胞であると考えら
れている。 
 
２．研究の目的 
 白血病細胞のニッチ構成成分と考えられ

る骨関連細胞（骨芽細胞、破骨細胞、骨）の
白血病細胞の生存に対する影響を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 A) in vitro （通常サイズシャーレ）に

おける骨関連細胞と白血病細胞の相互
作用 

  i) 雄 Balb/CA 6~8 週齢の左右大腿骨を
摘出し、骨髄をフラッシュアウトした後
に－80℃で 24 時間以上凍結し、骨組織
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に付着した生細胞を死滅させる。Type I 
コラーゲンゲル 500μLを12穴トランス
ウェルの底面にコーティングし、上記大
腿骨（長軸方向に割をいれたもの）を設
置、骨芽細胞（哺乳１日目のマウス頭頂
骨より単離）、マウス骨髄細胞を添加し、
ビタミン D3 およびプロスタグランディ
ン E2存在下で 7日間培養し破骨細胞を分
化誘導する。マウス ProB 細胞 Ba/F3 に
野生型 bcr-abl を遺伝子導入した
Ba/F3/wt bcr-ablを 1×104個/wellを加
え、経時的に生細胞数を計測していく。
上記システムを基本として、骨芽細胞、
破骨細胞、増殖因子供給原として骨片ま
たは各種サイトカイン、さらに関与が疑
われるシグナル伝達の阻害物質などを
種々組み合わせ、多種類の培養系を構築
し、各系での白血病細胞の増殖や細胞周
期を検討した。 

 
ii) 破骨細胞から放出されることが報告
されている TGF-･･について ELISAで確認
したところ、骨芽細胞+破骨細胞+骨の培
養上清では、有意に TGF-･･が増加してい
た。Ba/F3/wt bcr-abl に精製 TGF-･を曝
露させた際の下流シグナル（Smad等）の
変化を検討する。また上記共培養系で生
存中の Ba/F3/wt bcr-ablを回収し、同様
の検討を行った。 
 

B) ナノチャンバー内での共培養系の構築 
  上記通常シャーレで構築した共培養系
を、容量 240nL のナノチャンバー内で再
構築可能か検証する。これまでにナノチ
ャンバー内で骨髄細胞を破骨細胞に分化
させることには成功している。しかし、
いまだその効率は通常シャーレより不良
であり、よりよい培養表件を検討した。 

 
C) in vitro（通常シャーレ内）でのニッチ
攻撃療法の確立 

上記で構築した共培養系で、骨芽細胞あ
るいは破骨細胞に特異的にアポトーシス
を誘導する物質、またはシグナル伝達阻害
物質から CML 治療に応用可能なものを同
定する。破骨細胞に対して、ビスホスホネ
ートについて検討した。 

 
４．研究成果 
本研究によって、骨芽細胞は CML細胞の増

殖を促進し、骨組織から破骨細胞によって汲
み出される TGF-･･が CML 細胞を休止期に誘
導することで、増殖が抑制されることを明ら
かとした。休止期に誘導されることにより、
破骨細胞周囲に接着している白血病細胞は
ABL 阻害剤・ニロチニブに暴露されても死滅
され難いことがわかった。破骨細胞を阻害す

る目的で開発されたビスホスホネート製
剤・ゾレドロン酸の投与によって、やはり共
培養系内でも破骨細胞は死滅した。そしてニ
ッチを構成すると考えられる破骨細胞が死
滅したことにより、白血病細胞はニロチニブ
に対する感受性を回復した。以上の結果から、
破骨細胞がくみ出す TGF-･･がニロチニブの
治療抵抗性に重要であることが明らかとな
ったため、単純な in vitro 実験系で TGF-･･
の関与について再検討を行った。骨関連細胞
を含まない培養系において、ゾレドロン酸は
ニロチニブの作用を相乗的に増強したが、
TGF-･･を添加することで、この併用効果はキ
ャンセルされ、逆にゾレドロン酸はニロチニ
ブと拮抗作用を示した。本結果は、白血病細
胞に対する併用効果を検討する際に、単純な 
in vitro の系だけでは不十分であり、今回
我々が用いたような共培養系下での検討も
必要であることが示唆された。 
過去の報告と以上の結果を合わせ、白血病

細胞の殲滅には破骨細胞を除去することが
不可欠と考え、特に破骨細胞がその病態と密
接に関与する成人 T 細胞性白血病に対して、
抗がん剤治療にゾレドロン酸を併用する臨
床試験を開始した。  
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