
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 5 月 23 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

ヘッジホッグ（Hh）シグナル伝達の異常再活性化は、多彩な癌幹細胞で報告されている。しか

しながら、骨髄系腫瘍の発症・進展と骨髄微小環境における Hh シグナル系の関係は、不明で

ある。本研究において、我々は健常人 CD34+細胞、CD34+白血病/骨髄形成細胞と BM 間質細

胞における Hh 関連タンパク質の発現を検討した。Indian hedgehog（Ihh）蛋白とそのシグナ

ル伝達トランスデューサ SMO は双方ともに CD34+急性骨髄性白血病（AML）で発現してい

た。また、骨髄異形成症候群（MDS）における CD34+分画においても発現を認めた。さらに、

Hhに対する中和抗体の実験で、Ihhが autoclineしている可能性が示唆された。意外なことに、

内因性 Hh 抑制蛋白である HHIP の発現は、健常由来の間質細胞における HHIP の発現に比し

て、AML/MDS-由来の間質細胞において激減していた。さらに、骨髄間質細胞における HHIP

発現量は、共培養した際の SMO+白血病細胞の増殖性と強い相関を認めた。薬剤 5-Aza-dC を

用いて、HHIP 遺伝子のプロモーターの脱メチルを促すと、HHIP 発現が上昇し、それに伴っ

て、AML/MDS-由来間質細胞の白血病細胞の支持能が減少した。5-Aza-dCのこの効果は、HHIP

に対する shRNA を間質細胞に導入することで打ち消された。これらの結果は、骨髄間質にお

ける HHIP 発現が抑制されると、AML/MDS が進行・進展しやすくなる可能性を示唆している

ものと考えられ、今後の本研究領域のさらなる進展が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Aberrant reactivation of Hedgehog (Hh) signaling has been described in a wide variety 
of human cancers including cancer stem cells. However, involvement of Hh signaling 
system in bone marrow (BM) microenvironment in the development of myeloid 
neoplasm has remained unclear.  In this study, we assessed the expression of Hh 
related proteins in normal human CD34+ cells, CD34+ leukemic/dysplastic cells and 
BM stromal cells.  Both Indian hedgehog (Ihh) and its signal transducer, SMO were 
expressed in CD34+ acute myeloid leukemia (AML) and myelodysplastic syndrome 
(MDS) derived cells, suggesting that Ihh could effect in autocrine manner.  
Remarkably, the intrinsic Hh signaling inhibitor, human hedgehog-interacting protein 
(HHIP) expression in AML/MDS-associated stromal cells was drastically lower than 
that in healthy donor derived stromal cells.  Moreover, the HHIP expression level in 
BM stromal cells highly correlated with supporting activity of SMO+ leukemic cells.  
Demethylating agent 5-aza-dC rescued the HHIP expression via demethylation of 
HHIP gene and reduced the leukemia-supporting activity of AML/MDS-associated 
stromal cells. This effect of 5-aza-dC could be negated by HHIP shRNA transfer into 
stromal cells.  Interestingly, HHIP-reduced stromal cells preferentially migrated toward 
Ihh-releasing leukemic cells.  These results indicate that suppression of stromal HHIP 
expression could be involved in the progression of AML/MDS.     
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１．研究開始当初の背景 

近年、血液腫瘍に対する化学療法や分子標的
療法は目覚ましい進歩をとげ、悪性リンパ腫
や白血病の一部に長期生存が得られる症例
が見られるようになった。しかしながら高リ
スクの白血病や骨髄腫などにおいては腫瘍
細胞を根絶することが困難で、骨髄移植や近
年進歩した分子標的療法を併用しても根治
することは困難である。最近、この治療抵抗
性に血液腫瘍細胞と骨髄間質細胞の様々な
相互作用が関与することが明らかとされて
いる。しかしながら、ヒト骨髄間質細胞の培
養は極めて困難であり、約 20 継代程度で細
胞分裂が停止してしまうことが、血液腫瘍細
胞とヒト間質細胞の相互作用を迅速に解析
していく上での妨げとなっている。最近、申
請者らはヒト骨髄間質細胞の株化に成功し、
それらにおける遺伝子の発現を解析した。そ
の結果、Indian hedgehog (Ihh)が造血前駆・
幹細胞の生存および増殖を支持することを
見出した。また、急性骨髄白血病に関して解
析した結果、薬剤抵抗性が integrin β1 を介
した骨髄間質細胞との接着により、惹起され
ることを見出した。さらに Hh を in vivo で
過剰発現させると、骨髄造血微細環境の構造
異常や、T および B リンパ球の分化が抑制さ
れることを見出し報告した。これらのことは、
Hh シグナルは腫瘍細胞自身の細胞増殖に働
くのみならず、腫瘍間質細胞の形成支持因子
として作用する可能性を示唆している。 

 

２．研究の目的 

本研究では白血病細胞および腫瘍間質細胞
における Hh シグナルの関与をより詳細に解
析するとともに、そのシグナルを遮断するこ
とにより腫瘍細胞および腫瘍間質細胞の両
者を同時にターゲットとした新規の治療法
を開発することを目的とする。本研究では研
究期間内に、Hh シグナルが血液腫瘍細胞の

増殖および腫瘍間質細胞の形成を誘導する
分子機構を詳細に解析する。次に前臨床試験
を視野に置き、患者由来の血液腫細胞および
間質細胞を用いることで、抗 Hh 中和抗体、
Cyclopamine および HIP を含む Hh シグナ
ル阻害剤の治療効果を検討する。以上のアプ
ローチにより最終的に臨床応用を目指し研
究を展開する。 

 

３．研究の方法 

平成 21 年度は主として Hh 阻害剤等の血液
腫瘍細胞および間質細胞における効果を in 

vitro において詳細に解析し、今後の研究の進
展ための充分な基礎データを得ることを目
的とする。平成 22 年度以降は、患者由来の
初代白血病細胞を用いた解析を行とともに、
Hh 阻害剤を用いた治療効果の検討を開始す
る。 

  

1) 白血病細胞における Ihh、receptor 分子お
よびシグナル伝達分子の発現とその活性の
解析   

AML 細胞株として U937, HL60, Kasumi-3, 

KG-1, TF-1 を用いて、Ihh の発現とそのレセ
プ タ ー 分 子 の 発 現 を PCR お よ び
Taqman-PCR により解析する。 

     

2) Hh シグナルを遮断することによる in 

vitro での薬剤耐性の解除の検討 

ヒト骨髄間質細胞と白血病細胞株を共培養
する。共培養開始時に Hh シグナル阻害因子
(HIP) あ る い は Smoothened 阻 害 剤
(Cyclopamine)を培養上清に添加する。腫瘍
細胞の増殖抑制効果を MTT アッセイなどを
用いて検討する。また、白血病治療に用いら
れる薬剤である Ara-C に対する薬剤耐性に
ついても検討する。 

 

3)骨髄腫細胞と腫瘍由来・骨髄間質細胞の機



能の解析 

正常骨髄間質細胞が腫瘍細胞と相互作用し、
腫瘍間質細胞として働く場合の形質や機能
の変化については充分解析されていない。本
研究では血液腫瘍細胞と腫瘍由来・骨髄間質
細胞の表面抗原や接着分子は flowcytometry

で、サイトカイン遺伝子発現については RCR

および real time PCRでスクリーニングする。
また、正常骨髄間質細胞との機能の差異に関
して検討する。 

 
４．研究成果 
１）一部の CD34陽性白血病細胞株および
赤白血病細胞株においては、Hhが発現し、
そのレセプター（ Patched および
Smoothened）が発現していることを
PT-PCR法で明らかにした（図 1）。 

２）さらに、下流の転写因子 Gli 反応性
プラスミドを用いたルシフェラーゼ・ア
ッセイで、Hhシグナルが細胞内に伝達し
ていることを確認すると共に、Hhの中和
抗体で処理することにより、このシグナ
ル伝達が阻害されることを明らかとした。
したがって、腫瘍細胞から産生された Hh
は、オートクラインにより腫瘍細胞の増
殖が促進するものと考えられた。 
３）さらに、Cyclopamineなどの Hhシグ
ナル阻害剤を用いること、腫瘍細胞増殖
抑制、アポトーシスを誘導のみならず
Ara-C に対する薬剤耐性が解除できるこ
とが示された（図 2）。 

 

 
４）CD34陽性白血病細胞株および赤白血病細
胞株においては、Hhシグナルｎの内因性抑性
因子であるお HHIP が、腫瘍細胞にアポトー
シスを誘導することを確認した。さらに、正
常骨髄間質細胞における HHIP の発現を解析
したところ腫瘍細胞の数 100倍の高発現を認
めた（図 3）。 

 
５）骨髄間質細胞のクローンを作成したとこ
ろ、HHIP 高発現のみならず HHIP 低発現のク
ローンを樹立可能であった。無血清培地で腫
瘍細胞と間質細胞を共培養したところ、HHIP
高発現・間質細胞では腫瘍細胞の増殖が遅く、
HHIP低発現・間質細胞では、腫瘍細胞の増殖
が速いことが確認された（図 4）。 
 

６）HHIP 高発現・間質細胞の HHIP を shRNA
で knockdownした後に、腫瘍細胞と共培養す
ると腫瘍細胞の増殖が促進されることが示
され、逆に HHIP低発現・間質細胞に HHIPを
高発現させると、共培養による腫瘍支持能が
低下することが示された。このことは、間質
細胞の HHIP が新たな分子標的になる可能性
を示唆している。 
 
７）正常間質細胞、腫瘍間質細胞および CD34
陽性細胞における human HIP(HHIP)の発現強
度を real time PCR法を用いて検討したとこ
ろ、正常間質細胞における HHIP の発現は、
腫瘍間質および CD34 陽性腫瘍細胞の数 100
倍の高発現を認めた（図 5）。 



 
８）無血清培地で CD34 陽性腫瘍細胞と腫瘍
間質細胞をサイトカイン存在下で共培養し
たところ、HHIP高発現・正常間質細胞では腫
瘍細胞の増殖が遅く、HHIP低発現・腫瘍間質
細胞では、腫瘍細胞の増殖が速いことが確認
された。 
9)HHIP 高発現・正常間質細胞の HHIP 発現を
shRNAで knockdownした後に、CD34陽性腫瘍
細胞と共培養すると腫瘍細胞の増殖が促進
されることが示され、逆に HHIP 低発現・間
質細胞に HHIP を高発現させると、共培養に
よる腫瘍支持能が低下することが示された。
このことは、骨髄間質細胞における HHIP 発
現が CD34 陽性腫瘍細胞に対して抑制的に働
く可能性を示唆している。現在、腫瘍間質細
胞において HHIP 発現が低下する分子機構を
解明し、新たな腫瘍ニッチに対する分子標的
療法に発展させる方策を検討中である。 
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