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研究成果の概要（和文）：白血病の治療には、抗白血病薬の的確な薬剤感受性検査法による評価が

必要である。従来の通常酸素下での細胞培養系ではなく、生体内の骨髄微小環境を模した低酸素培

養系の方が白血病幹細胞の薬剤感受性を的確に評価できるのではないかと考えた。本研究では、低

酸素培養系が白血病幹細胞における HIF 蛋白の発現誘導および Notch シグナル、NF-B シグナル

および mTOR シグナルに影響を及ぼすことを明らかにし、新規培養法を用いた薬剤感受性試験の基

礎を築いた。 

 
研究成果の概要（英文）：For treatment of leukemia, it is necessary to assess antileukemia agent by 

precise drug sensitivity test. We assumed that cell culture system in hypoxia mimicking bone marrow 

microenvironment is useful for assess the effect than the system in normoxia. In this study, we found 

that hypoxia culture system upregurated HIF protein expression as well as affected Notch, NF-B, and 

mTOR signaling in leukemia stem cells. We established a basis for a new drug sensitivity test in 

hypoxia. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

 急性白血病は、造血幹細胞が腫瘍化して生
じた白血病幹細胞の自己複製能亢進と分化
停止により、無制限に白血病細胞の増殖をき
たす疾患である。治癒率を向上させるには、
白血病細胞の単なる増殖抑制ではなく、白血

病幹細胞を制御する治療戦略が必要である。 

 従来の薬剤感受性試験は、細胞培養装置
（炭酸ガス 5 %、酸素濃度 21 %）内の培養プ
レートを用い、種々の濃度の抗白血病薬を添
加した液体培地で白血病細胞を培養して、数
日後に細胞数測定などにより、増殖に対する
効果を評価した。しかしながら、この結果と
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実際の臨床効果とは必ずしも一致しないこ
とが知られている。 

  

２． 研究の目的 

 

 近年、白血病幹細胞は、骨髄の内骨膜領域
の骨髄ニッチと呼ばれる微小環境に存在す
ることが明らかにされた。この領域は酸素濃
度が 5 %以下と低酸素状態であり、白血病幹
細胞は Notch リガンド蛋白などを発現する骨
髄支持細胞に接して存在すると言われてい
る。 

従来法による薬剤感受性試験の結果と、実
際の臨床効果とに乖離が見られることの原
因は、従来の 21%酸素下での培養系では、実
際の骨髄ニッチを反映していないためでは
ないかと考えた。そこで、白血病幹細胞の培
養条件を骨髄ニッチに近い条件にした新規
培養法、即ち、低酸素環境下、かつ Notch リ
ガンド刺激が入った状態において、薬剤感受
性試験を行う方が、より生体内での現象を正
しく反映するのではないかと考えた。 

本研究は、骨髄微小環境を模した低酸素培
養が、白血病幹細胞に及ぼす効果について解
析を行う。更に、低酸素下で Notch リガンド
刺激のある新規培養法にて、白血病幹細胞に
対する治療薬の効果を予測する薬剤感受性
検査法の確立を試みる。 

 

３． 研究の方法 
 

(1) ヒト骨髄性白血病細胞株 4 種およびリン
パ性白血病細胞株 3 種を材料とする。低酸素
骨髄微小環境を模するため、低酸素細胞培養
インキュベータを使用し、骨髄支持細胞の代
用として遺伝子組み換え Notch リガンド蛋白
（Delta1）を底面にコーティングした培養プ
レートを用いる。このように、低酸素下（酸
素濃度 1%）で、Notch リガンド刺激がある新
規培養法にて、短期的な細胞増殖能、あるい
は白血病幹細胞の自己複製能を評価する二
次コロニーの形成能を検討する。従来法と比
較し、新規培養法では、白血病幹細胞の自己
複製能の亢進が認められるか否かを調べる。
また、この時に生じる遺伝子発現の変化を定
量 RT-PCR法を用いて調べ、更に細胞内シグ
ナル伝達因子の発現量および活性化の変化
をイムノブロット法で解析し、差異をもたら
した分子機序を明らかにする。 

(2) 新規培養法と、従来の培養法とで、Notch

阻害薬（ガンマセクレターゼインヒビター）
や抗白血病薬を添加し、薬剤感受性検査を行
うことにより、細胞増殖や感受性に差異が生
じるかどうか、即ち従来法と比較し、新規培
養法が生体内の状態をより反映しているか
否かを検討する。 

 

４. 研究成果 
 

(1) 低酸素培養系および  Notch リガンド
（Delta1）刺激による細胞増殖に対する作用 

 

通常酸素（Normoxia）と低酸素（Hypoxia）
を比較すると、低酸素により増殖が抑制され
たもの、変化がなかったもの、あるいは増殖
が促進されたものがあり、細胞によって多様
な反応を示した。この結果は、Delta1 をコー
ティングした培養プレートを用いても、細胞
増殖効果に変化は見られなかった。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N：Normoxia, H：Hypoxia 

図 1：低酸素刺激および Notch リガンド刺激
による白血病細胞株の増殖への効果 

 

 

(2) 低酸素培養系および Notch リガンド
（Delta1）刺激による自己複製能への効果 

 

 通常酸素または低酸素下において液体培
養を行った後、メチルセルロース培地による
コロニーアッセイを開始し、形成されたコロ
ニー数をカウントした。また、コロニー形成
率から CCR（Clonogenic Cell Recovered）を求
めることにより、自己複製能の評価を行った。
その結果、メチルセルロース培地中でコロニ
ーが形成された細胞株すべてにおいて、低酸
素刺激ではコロニーの形成が抑制され、自己
複製能が抑制される結果となった。この結果
は、Delta1 があっても違いは見られなかった。 

 

(3) 低酸素培養系および Notch リガンド
（Delta1）による蛋白発現および細胞内シグ

 
 

Control 
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ナル伝達系に対する作用 

 

 低酸素条件下にて白血病細胞株を培養し、
蛋白発現および細胞内シグナル伝達系への
変化をイムノブロット法により解析した。そ
の結果、低酸素刺激によりすべての細胞株に
おいて HIF-1α の発現誘導が認められ、一部
の細胞株では、HIF-2αの発現が著増するもの
があった。Notch シグナルに関しては、低酸
素刺激により活性型分子である Cleaved 

Notch 蛋白および Notch シグナルの標的遺伝
子である Myc 蛋白の発現低下が認められた。
また、NF-κBシグナル経路およびmTORシグ
ナル経路に関しても抑制傾向を示すものが
あった。この培養系に Delta1 を作用させ骨髄
微小環境を模した培養系においても、結果に
違いは見られなかった。 

 以上より、低酸素刺激は、白血病細胞に対
し、HIF 蛋白の発現誘導をもたらす一方、
Notch シグナル、NF-κBシグナル、mTOR シ
グナルを抑制する傾向にあることがわかっ
た。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 低酸素刺激および Notch リガンド刺激
による白血病細胞株の蛋白発現への効果 

 
 
 (4) 薬剤感受性検査 

 

骨髄ニッチを再現するため、骨髄支持細胞
の代用として Notch リガンド蛋白をコーティ
ングした培養プレートを用い、低酸素環境下
にて細胞培養を行ったが、白血病幹細胞の自
己複製能の亢進は見られなかった。in vitroに
おいて、より生体内の骨髄を模した条件で白
血病細胞の薬剤感受性を評価するには、Notch

リガンド蛋白だけではなく、細胞外マトリッ
クスの存在など、更なる工夫が必要であるこ
とがわかった。 
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