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研究成果の概要（和文）：	 CML 由来細胞株は骨髄間葉系細胞と接着することにより幹細胞に

類似した dormancy を獲得し薬剤耐性が誘導された。これらの細胞においては抗アポトーシ

ス活性を持つ BCL-2 や p53 の高発現が認められ、これが薬剤耐性の機序として考えられ、

これらを標的とする分子標的療法の可能性が示された。	 

また骨髄間葉系細胞との接着により BCR-ABL 蛋白の高発現および BCR-ABL	 ｍRNA の半減期

延長が認められた。このことは細胞接着が mRNA の post-transcriptional	 regulation に関

与している可能性を示した。	 
 
研究成果の概要（英文）：Direct contact with bone marrow stromal cells provides 
CML-derived cell lines with dormancy similar to stem cells and induced-drug resistance. In 
these cells, up-regulation of anti-apoptotic protein BCL-2 and p53 was observed and was 
thought to lead to this resistance, suggesting that the molecular targeted therapy toward 
these proteins could be reasonable. Moreover, up-regulation of BCR-ABL protein and 
elongation of BCR-ABL mRNA were observed by contact with stromal cells. This indicates 
that cell-to-cell contact may be involved in post-transcriptional regulation of mRNA. 
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１．研究開始当初の背景 
白血病に対する治療は新規抗癌剤の開発や
その投与方法の改良により、8 割以上の患者
で完全寛解を達成できるようになった。しか
しながらその半数以上で再発を来たし、長期
予後は不良である。再発は治療後にもわずか

に残存する白血病幹細胞(leukemic	 stem	 
cell:LSC)より生じると考えられている。
LSC は正常造血幹細胞と同様に、間葉系細
胞や骨芽細胞などに囲まれた骨髄ニッシェ
に局在している。そこで接着因子や液性因
子からシグナル伝達を受け、環境依存性薬
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剤 耐 性 （ Environment-mediated	 Drug	 
Resistance:EMDR）による“一次性”治療抵
抗性を示す。そして EMDR により治療を生き
延びた LSC には遺伝子異常が加わりやすい
ため、“二次性”治療抵抗性を獲得してさら
に治療抵抗性なる。そしてこの LSC から増
殖しニッシェから離れた非 LSC 白血病細胞
も耐性化する。以上より、治療早期から
EMDRによるLSCの治療抵抗性を解除するこ
とが LSC の耐性化抑制、そして根絶に重要
である。これまで LSC を含む微少残存病変
を根絶するため、抗腫瘍薬を増量すること
や多剤併用することで治療強度を上げるこ
とが行われてきた。しかし、これらは骨髄
抑制を始めとする副作用を強めるため時に
は致死的な合併症を引き起こしてしまう。
そこで治療強度を上げることなく効率的に
LSC の根絶を行う LSC 特異的治療法が望ま
れている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、治療強度を上げることなく効
率的に LSC の根絶を行う LSC 特異的治療法
を可能とするために、LSC に治療抵抗性を
もたらしている機序を明らかにし、白血病
のさらなる治癒率向上に貢献する。	 
３．研究の方法 
LSC の検討には免疫不全動物が用いられる
が、時間や手間が非常にかかる。そこで分
子細胞学的に LSC の耐性化の機序を明らか
にするために、in	 vitro で簡便に評価でき
る実験系の構築を検討した。骨髄の微小環
境を再現するため、マウス骨髄間葉系細胞
由来ストローマ細胞株 MS-5 などを用いて
ヒト白血病由来細胞株との共培養を行い、
EMDR の機序の検討を行った。 
	 
４．研究成果	 
ヒト慢性骨髄性白血病(Chronic	 Myeloid	 
Leukemia:CML)由来細胞株で、共培養により
殆どの細胞がHSCのようにMS-5の下に潜り
込む現象“pseudoemperipolesis”を示す細
胞株 NCO2 を見いだした。この細胞株の細胞
周期解析では静止期分画と考えられる
Hoechst33342	 low/Pyronin	 Y	 low 分画の増
加も認めた。Pseudoemperipolesis および
静止期分画の増加は LSC の特徴であり、こ
れらは“pseudoemperipolesis”を示さない
CML 細胞株 K562 では認めなかった。以上よ
りこの共培養系は LSC の EMDR を検討する
in	 vitro モデルになりうると考えられた。
そこで共培養下で CML 細胞株の薬剤感受性
が低下するかを検討した。MS－5 との共培養
下では CML に対する分子標的薬イマチニブ
（STI）の IC50 は NCO2 において 3倍程度上
昇していた。この IC50 上昇はアポトーシス
抑制によるものかどうか検討した。MS－5 と

共培養を開始 24 時間後、ほとんどの細胞が
pseudoemperipolesis をきたした状態で
STI を添加した。48 時間後にフローサイト
メーターを用いて CML 細胞株でのアポトー
シスについて調べた。MS-5 と共培養した
NCO2 では K562 と比べ有意にアポトーシス
の抑制を認めた。このアポトーシス抑制は
孔付きチャンバーで接着を阻害することに
より認められなくなった。以上より MS-5
より産生される液性成分は薬剤耐性をもた
らさず、MS-5 と腫瘍細胞の直接の接着によ
り薬剤耐性が誘導されると考えられた。	 
	 
①BCL2 発現亢進を伴うアポトーシス抑制
による薬剤耐性	 
そこで MS-5 の下に pseudoemperipolesis
を起こしている細胞におけるアポトーシス
関連蛋白の発現量を検討したところ、抗ア
ポトーシス分子である BCL2 の発現が接着
依存的に亢進しており、BCL2 の高発現が薬
剤耐性に関わっている可能性が考えられた。
BCL2 阻害薬である ABT-737 併用により
pseudoemperipolesis を起こしている細胞
のアポトーシスを回復させることができ、
BCL-2 阻害薬による LSC を標的とした分子
標的療法の可能性が示された。	 
	 
②p53-p21 経路の活性化による細胞周期を
介した薬剤耐性	 
近年、造血幹細胞（Hematopoietic	 Stem	 
Cell：HSC）の幹細胞性についての制御機構
が明らかにされつつあるが、これらは LSC
にも共通する可能性がある。p53 や p21 と
いったアポトーシスや細胞周期の制御に重
要な役割を担っている分子が HSC の幹細胞
性、特に静止性に関わっていることが報告
されている。MS-5 との共培養においても静
止期細胞の増加を認めたことから、これら
の分子の発現量について検討した。MS-5 と
の共培養により p53 および p21 の発現量は
増加していたが、同じく CDK	 inhibitor で
ある p27 の発現量は変わらなかった。CML
細胞株における p53 および p21 には変異は
認められなかった。	 
	 
③CML 特異的キメラ蛋白 BCR－ABL 量の増加
による薬剤耐性	 
CML の薬剤耐性の機序の一つとして CML に
おける責任分子である BCR-ABL キメラ蛋白
の発現について検討した。BCR-ABL の発現
は接着により亢進していた。しかしながら
MS-5 培養液上清による培養下においても
軽度の発現が認められた。この BCR-ABL 発
現量がどのように制御されているかを検討
するために BCR-ABL	 ｍRNA 量を定量的 PCR
法にて測定したところ、MS-5 との接着によ
り BCR-ABL	 ｍRNA 量は増加していた。RNA



の合成が亢進するのかそれとも分解が抑制
さ れ る の か を 検 討 す る た め に RNA	 
Polymerase	 II 阻害薬であるα-Amatinin
処理を行い定量的 PCR 法にて BCR-ABL	 ｍ
RNA 量を測定した。MS-5 との接着により
BCR-ABL	 ｍRNA の半減期は著明に延長し、
BCR-ABL	 ｍRNA の分解が抑制されている可
能性が示された。	 
	 
考察：薬剤耐性には様々な分子や機序が関
わっていることが示されている。今回は
MS-5 への影響を抑えるため、抗腫瘍効果が
腫瘍細胞特異的となるような CML 細胞株と
イマチニブ（STI）を用いた実験系にて検討
を行った。そのため、BCR-ABL の発現量の
制御は CML において特異的な現象と考えら
れるが、他の病型の白血病や腫瘍でもこの
ような機序により腫瘍の生存や増殖にとっ
て重要な分子の制御を行っている可能性は
ある。RNA 干渉法やエピジェネティックな
手法を含めこれらの分子の制御を解除する
ような治療法により治療抵抗性を克服出来
るかもしれない。また BCL2 による抗アポト
ーシス効果については最も臨床応用に向い
ていると思われる。現在、BCL2 阻害薬やア
ンチセンス RNA による臨床試験が行われて
おり、他の抗腫瘍薬との併用により LSC の
アポトーシス感受性を高め薬剤耐性を解除
出来る可能性がある。	 
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