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1. 研究概要 

骨髄、脾臓などの造血組織における造血現象は、ストローマ細胞と呼ばれる

間質系細胞等より構成される造血微小環境により制御されている。最近では造

血幹細胞に由来する白血病などの異常クローンの増殖にも微小環境は関与し、

時には抗がん剤から異常クローンを保護するような機能を有していることも報

告されている。一般に化学療法に使用する薬剤の抗白血病細胞効果の判定には、

株化細胞や患者検体からの新鮮白血病細胞を対象として、試験管内での薬剤感

受性試験を行うことが多い。しかしながら造血微小環境などにより制御される

生体内造血組織における異常クローンの複雑な増殖動態のなかでは、実際の治

療効果が単純な試験管内での感受性試験結果そのままに反映されるとは限られ

ない。近年、本研究者らのグループは、三次元的構造に構築されたストローマ

細胞を feeder layer とし、この培養系の中で造血幹細胞を共培養する三次元培

養法(3D 培養)を開発した。この培養法のなかでは、造血幹細胞は 3 か月以上に

わたり安定して増殖・分化することが確認されており、生体内造血に近い造血

環境が再現されていると考えられる。本研究では 3D 培養法を用いて、造血幹細

胞の代わりに慢性骨髄性白血病患者由来の細胞株 K562 を共培養し、白血病治

療薬として選択されることの多い抗がん剤である cytarabine の抗腫瘍(白血病)

効果について検討した。さらに 3D 培養における K562 細胞動態についても細胞

周期の測定を行うことより検討を試みた。本研究におけるストローマ細胞はマ

ウス骨髄由来の線維芽細胞様細胞株 MS-5 を使用し、従来から行われているス

トローマ細胞を培養皿底面にシート状に付着させて作製した feeder layer を用

いた二次元培養法(2D 培養)と 3D 培養とを用いて比較実験を行った。 

ストローマ細胞との共培養を行わない K562 細胞の浮遊培養(ストローマ細胞非

存在下培養；St(-)培養)においては、10 ng/mL の cytarabine 添加で K562 細胞
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増殖は有意に抑制され、100 ng/mL 添加でほぼ完全に抑制された。一方 feeder

細胞である MS-5 細胞自身は、100 µg/mL の高濃度 cytarabine 処理でも影響が

認められないことが確認された。これらの結果をもとに 3D および 2D 共培養系

において cytarabine の添加実験を行った。K562 細胞を共培養すると同時に

cytarabine を添加する実験では、cytarabine の K562 細胞増殖抑制効果は 3D

培養において有意に低下しているのが確認された。また cytarabine 添加により

一時的に増殖が抑制されても、cytarabine を除去してさらに培養を継続すると、

3D 培養では 2D 培養あるいは St(-)培養に比較して、残存した K562 細胞が有意

に、より多く再増殖を開始してくる結果が得られた。さらに K562 細胞が feeder 

layer に十分に付着した後に cytarabine 添加を行った実験では、3D 培養では 2D

培養に比較してストローマ細胞である MS-5 細胞に付着した K562 細胞は

cytarabine に対する感受性がさらに低下している結果が得られた。cytarabine

の K562 細胞に対する作用機序を検討する目的で、アポトーシス細胞表面に発

現する 7A6 抗原のフローサイトメトリーを用いて検出実験を行った。その結果

cytarabine は K562 細胞をアポトーシスに誘導することにより増殖抑制作用を

有すること、また 3D 培養では 7A6 抗原陽性細胞比率が低下しており、

cytarabine のアポトーシス誘導作用が抑えられている結果が得られた。さらに

培養環境による K562 細胞動態(細胞周期)を検討する目的で、cytarabine 非添加

時での St(-)、2D および 3D 培養における K562 細胞周期をそれぞれ測定した。

3D 培養時の K562 細胞では休止期(G0/G1 期)細胞が有意に増加しており、継時

的に観察した培養過程においてほとんど変化を認めなかった。すなわち 3D 培養

では多くの細胞が常に休止期にあることより細胞周期依存性薬剤である

cytarabine の殺細胞効果が低下していることが示唆された。一方、St(-)培養あ

るいは 2D培養ではK562細胞が増殖すると共にG0/G1期細胞比率の増加が認め
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られ、細胞数がプラトーとなる時点では G0/G1期細胞比率は 3D 培養と差がない

ことが明らかとなった。これら結果は 3D 培養においてストローマ細胞が常に

K562 細胞周期をコントロールすることにより K562 細胞増殖を制御し、

cytarabine 感受性に影響を及ぼしていることを示すものと考えられる。残念な

がら本研究ではストローマ細胞がどのようなメカニズムで細胞周期のコントロ

ールを行っているかについての解析には至らなかったが、3D 培養系が生体内で

の薬剤感受性を反映する in vitro モデルとなることが示唆された。またこのよう

な新たな共培養方法により、ストローマ細胞が白血病などの異常クローンある

いは正常の造血系細胞に対してどのような機序で作用するかについてのより詳

細を探るうえで、より生体に近いストローマ細胞状態を再現している in vitro

モデルとなる可能性が明らかとなった。 
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2. 英文抄録 

In the bone marrow, hematopoietic stem cell proliferation and 

differentiation are regulated by the hematopoietic microenvironment. This is 

reflected by the ability of the bone marrow microenvironment to alter the 

growth of leukemic cells, and protect leukemic cells from anti-cancer agents. 

Previously, we established a three-dimensional (3D) bone marrow culture 

system that maintained normal hematopoiesis, including prolongation of 

hematopoietic stem cell proliferation and differentiation. In the present 

study, we analyzed the effects of the anti-cancer drug, cytarabine, on the 

human leukemic cell line (K562) co-cultured with stromal cells in the 3D 

system. Comparisons were made with K562 cells treated with cytarabine in 

suspension or grown on a two-dimensional stromal cell monolayer (2D). We 

demonstrated that K562 cells cultured in the 3D system were more resistant 

to cytarabine treatment compared with cells grown in 2D or in suspension. 

Furthermore, there was a significant increase in the number of K562 cells in 

G0/G1 phase in 3D culture compared with cells grown in 2D or suspension 

cultures. These findings suggest that the differential response to cytarabine 

treatment in 3D culture may be related to the cell cycle period, which was 

modulated by stromal cells in the 3D microenvironment. Thus, the 3D 

culture system may be a valuable new tool for investigating leukemic 

cell-stromal cell interactions and the leukemic cell response to anti-cancer 

agents in vitro. 
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3. 緒言 

体内において、血液細胞は、造血組織に存在する造血幹細胞から分化し、恒

久的に産生される。造血幹細胞は全ての血球に分化できる多分化能を有し、さ

らに自己複製能を有することにより枯渇することなく、一生涯造血が営まれる。

生体内における造血は、造血幹細胞が造血組織において育つ過程を示すもので

あり、特に造血幹細胞の自己複製、増殖、分化は、造血微小環境と称される造

血幹細胞を取り巻くように存在する環境により制御されていると考えられてい

る(1-3)。この造血微小環境の重要な構成因子として、線維芽細胞、マクロファ

ージ、骨芽細胞、脂肪細胞、内皮細胞などの間質系細胞が重要な役割を担って

いることがわかり、これらの細胞をストローマ細胞と総称している。このスト

ローマ細胞の存在下においては、試験管内でも造血細胞の長期培養が可能であ

ることより、その重要性が in vitro 実験系においても証明されている(4、5)。ス

トローマ細胞はサイトカインなどの造血因子産生、細胞外マトリックス産生、

細胞間の接着因子を介した直接接触などの機能を介して造血幹細胞の増殖、分

化を制御していると考えられている(1、6-12)。さらにストローマ細胞は生体内

では三次元構造を構成することで、よりその特異的機能を発現し、正常造血あ

るいは異常造血動態に関係していることも明らかになりつつある(10、13-16)。 

ところで造血幹細胞あるいは造血前駆細胞を由来とする白血病細胞の増殖に

関してもストローマ細胞を中心とする造血微小環境が関与していることが知ら

れるようになった(Figure 1)。このような環境は、本来造血幹細胞より派生した

異常クローンを監視し、排除する機能を有すると考えられているが(Figure 1A) 

(17)、何らかの破綻が生じると、造血因子などの液性因子の産生、あるいは接着

因子を介して白血病細胞の増殖を支持したり、また抗がん剤から白血病細胞を

「守る」ように働く可能性について報告されている(Figure 1B) (18、19)。事実、
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試験管内で行われる白血病細胞に対する抗がん剤の感受性試験結果と実際の治

療効果が異なったり(20)、多くの患者で治療後の残存白血病細胞による再発が臨

床の場において問題となっている(21)。このために、生体における造血現象、あ

るいは白血病細胞増殖を in vitro で観察する方法として、ストローマ細胞と造血

細胞あるいは白血病細胞を同時に培養する共培養システムが開発されてきた。

これは生体内の骨髄などの造血組織において、造血細胞あるいは白血病細胞が

ストローマ細胞などの造血微小環境構成細胞と「niche(ニッチェ)」と呼ばれる

造血の場において、細胞間の非常に密接な関係を持ちながら増殖・分化を行っ

ていることが前述のように理解されてきたことによる(22)。しかしながら従来の

方法は、二次元的に培養皿底面に発育させたストローマ細胞と造血細胞あるい

は白血病細胞との共培養法(2D 培養)であり、三次元的な細胞間の相互関係から

成り立つ niche を再現するに至らず、また技術的にも長期間培養、また白血病

細胞の増殖にともないストローマ細胞が培養皿より剥がれてきてしまうなどの

問題が発生している(Figure 2)。 

ところで近年、本研究者らの研究室ではエポキシ鎖を持つ高分子微粒子担体

を用いてストローマ細胞の三次元培養(3D 培養)を行う方法を開発し、この環境

における共培養実験で造血幹細胞の増殖、分化が長期間維持されることを報告

した(23-25)。高分子微粒子担体は大きさ、側鎖の長さ、質など自由に設計でき

る特徴を有する。当研究室で使用している担体は側鎖にアミド基を有するもの

で、このためペプチドやサイトカインなどの生理活性物質を担体に修飾するこ

とも容易に可能である。担体と共に培養したストローマ細胞は担体間に架橋す

るように増殖し、自由な三次元空間である niche を構成する。特に本培養系で

は従来報告されてきているメッシュやハイドロゲルといったすでに物理的に三

次元的に加工された培養装置(26-28)を用いるのではなく、ストローマ細胞が存
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在する担体に付着しながら、あたかも積み木を重ねるように細胞自身で立体的

自由空間を構成していく特徴を有する。したがって培養方法が簡便であり、視

覚的に観察しやすい利点がある。ただし担体のみと造血幹細胞を培養した際に

は、細胞増殖、分化には影響を与えない(23)。この系において共培養した造血細

胞はその自由空間内でストローマ細胞に付着しながら、ストローマ細胞との密

な関係を持ちながら増殖、分化していることが確認されている(23)。これらの報

告はヒトの造血細胞を対象として、その増殖、分化を検討したものであるが、

ストローマ細胞としてはマウス由来ストローマ細胞株 MS-5 を使用している。

MS-5 細胞は放射線照射マウス骨髄より分離、株化された線維芽細胞様の株化細

胞であり、マウス、ヒトの造血細胞の増殖、分化を支持することが報告されて

いる(29-31)。マウスのストローマ細胞とヒト造血細胞を共培養することは異種

間の細胞の相互作用を観察するデメリットはあるが、マウス、ヒトそれぞれの

特異的マーカーを用いることにより共培養中のストローマ細胞、造血細胞を個

別に分離し、観察することのできるメリットがある。興味深いことに、この 3D

培養を用いた実験で、造血幹細胞は従来の 2D 培養ではそのほとんどが S 期に

入っているのに対し、3D で構成される niche に存在する幹細胞は 50%以上が非

S 期であることが明らかとなっている(25)。このことはストローマ細胞が造血細

胞の細胞周期をコントロールしながらその増殖、分化の制御を行っていること

を示唆しており、ストローマ細胞は白血病細胞に対しても同様な制御を行って

いる可能性が予想される。またストローマ細胞からの造血因子産生の指標とし

て種々の mRNA 発現についての検討結果より、2D および 3D 構成ストローマ

細胞ではその動態が異なっていることが確認されている(25)。 

そこで本研究では、ストローマ細胞が構成する niche における白血病細胞の

細胞動態の検討、さらに抗がん剤感受性についての in vitro 試験方法の確立を目
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指すことを目的に、2D と 3D 共培養システムを用いた比較実験を行った。スト

ローマ細胞は従来の方法と同じ MS-5 細胞を用い、白血病細胞として K562 細胞

を使用した。K562 細胞は、慢性骨髄性白血病患者より樹立された骨髄球性白血

病細胞株であり(33)、ヒト特異的マーカーにより MS-5 細胞とは容易に鑑別が可

能である。抗がん剤として cytarabine(Ara-C)を使用した。cytarabine は核酸ア

ナログであり、生体内で cytosine arabinoside triphosphate となり、DNA 合成

阻害作用を有する細胞周期依存性の抗がん剤である。cytarabine は 1959 年に海

綿から合成され、日本では 1971 年より白血病治療薬として使用されており、現

在でも骨髄性白血病治療薬として最も使用されている薬剤である(34)。本研究に

用いる 3D 培養法は特殊な機器を使用することなく比較的簡便に作製可能であ

るが、実際に薬剤感受性試験モデルとなりうるか、さらにストローマ細胞-白血

病細胞相互作用に基づく白血病細胞動態解明モデルとなるかについて検討を行

った。 
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4. 方法 

4-1 試薬  

高 分 子 微 粒 子 担 体 の 基 材 合 成 に あ た り 、 2,2’-Azobis 

[N-(2-propenyl)-2-methylpropionamide] (APMPA) 、 Pentaerythritol 

triacrylate (PETA) 、 Ethylene glycol di(methacrylate)   (EGDMA) 、

Methacrylic acid (MA)、Glycidyl methacrylate (GMA)は Wako Pure Chemical 

Industries(大阪、日本)より入手した。高分子微粒子担体の合成は既報の方法で

行った(24)。重合した担体は 150-200 µm 径で、エポキシ鎖として 1.03ｘ10−3 

μmol/g 担体以上有する担体を実験に使用した(23)。なお高分子微粒子担体は、

大阪府立大学工学部 安田昌弘氏との共同研究にて作製した。 

cytarabine(Ara-C)は Sigma-Aldrich(St. Louis、MO、USA)より購入した。

1mg/mL になるように生理食塩水で溶解し、その後使用濃度に応じて Iscove’s 

modified Dulbecco’s medium (IMDM、Gibco BRL、 Grand Island、 NY、 USA)

で希釈した。なお cytarabine の K562 細胞に対する half maximal effective 

concentration (EC50)は 0.064 µM (15 ng/mL)であることが報告されている 

(35)。本実験では終濃度 1 ng/mL (0.004 µM)から 10 µg/mL (40.1 µM)の

cytarabine を使用した。 

4-2 MS-5 ストローマ細胞と K562 白血病細胞培養 

 ストローマ細胞としてマウス由来の造血支持骨髄間質細胞株(MS-5 細胞)、白

血病細胞として慢性骨髄性白血病患者由来の骨髄性白血病細胞株(K562 細胞)を

実験に用いた。 

MS-5 細胞は 10%(v/v) Fetal bovine Serum(FBS)、penicillin (50 U/mL；Gibco 

BRL) および streptomycin (100 µg/mL； Gibco BRL)を含む IMDM 培地 7 

mL/Flask（Falcon 3014；Becton Dickinson、San Jose、CA、USA)を、5%CO2、
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37 ℃の条件下にインキュベーター内で培養した。7 日ごとに 0.25%トリプシン

-EDTA (Gibco BRL)処理により細胞をフラスコ底面より剥離、回収し、10%FBS

を含む IMDM を用いて 1 回洗浄後、3-4：1 の比率で新規フラスコに継代し、同

様の条件で培養した。 

K562 細胞は 10%(v/v)FBS、penicillin(50 U/mL)および streptomycin(100 

µg/mL)を含む IMDM 培地 7 mL/Flask(Falcon 3014)を、5%CO2、37 ℃の条件

下にインキュベーター内で培養した。5 日ごとに細胞を回収し、10：1 の比率で

新規フラスコに継代し、同様の条件で培養した。対数増殖期の細胞を用いてす

べての実験を行った。 

4-3 ストローマ細胞の三次元培養(3D 培養) 

 0.25%トリプシン-EDTA 処理によりフラスコ底面より剥離、回収した 1ｘ106

の MS-5 細胞は 4 mL の 10%FBS を含む IMDM で細胞浮遊液を作製し、5ｘ104

個の高分子微粒子担体を加えて 15 mL ポリプロピレン試験管内(Falcon 2006、

Becton Dickinson)で懸濁させ、5%CO2、37 ℃の条件下にインキュベーター内

で培養した。24 時間後、この懸濁液を 35-mm 培養皿(Falcon 3046、Becton 

Dickinson)に移し、同様の条件でさらに培養を継続した。MS-5 細胞は微粒子表

面に速やかに付着し、粒子間を架橋しながら増殖し、三次元的構造を構成する

様子が観察された。培地は 7 日ごとに 3 mL ずつ交換し、培養を継続した。 

4-4 3D ストローマと K562 細胞の共培養  

2-3 週間後、微粒子存在下で MS-5 細胞が発育し、三次元的構造が十分に形成

された段階で全培養液を除き、新たに K562 細胞 5ｘ104/mL の濃度に調整した

10%FBS を含む IMDM 4 mL を加えて、ストローマ細胞と K562 細胞との共培

養実験を開始した。コントロールとして、浮遊培養(ストローマ細胞非存在下培

養；St(-)培養)、MS-5 細胞との二次元培養(2D 培養)をそれぞれ行い比較した。
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細胞回収は適時行い、一回のタイムポイントごとに 2 well を使用し、各実験を

3 回繰り返して行った。 

4-5 cytarabine 添加実験 

 cytarabine 添加実験として 3 つの投与方法を行った。 

１）K562 細胞共培養開始とともに cytarabine を添加後、継時的に細胞を回収

する。 

２）K562 細胞共培養開始時に cytarabine を添加。共培養 5 日後に K562 細胞

を回収し、ストローマ細胞層および回収した K562 細胞を IMDM で 1 回洗浄し

た後、再度 cytarabine を添加せずに共培養を行い、5 日後に測定する。この実

験により cytarabine 処理後に生き残った K562 細胞は再増殖可能となり、残存

する K562 細胞の確認が可能となる。 

３）K562 細胞と MS-5 細胞の共培養開始後 2 日目に cytarabine を添加。その

後 5 日目に細胞を回収して測定する。2 日間の共培養で K562 細胞は MS-5 細胞

に付着するため、この実験によりストローマ細胞に付着した K562 細胞に対す

る cytarabine の作用の検討が確認できる。 

 共培養後の K562 細胞は、培養上清中の浮遊細胞および MS-5 細胞に付着した

細胞と別々に回収した。付着した K562 細胞は、7-8 回ピペッティングを繰り返

すことにより 2D、3D いずれの培養でもトリプシンなどの酵素処理を行うこと

なく MS-5 細胞から容易に外れて回収が可能である。なお細胞回収後の位相差

顕微鏡による観察で、St(-)、2D および 3D いずれの培養皿からもほぼ同様に

K562 細胞が回収されていることが確認できた。さらに 35 µm フィルター (Cell 

Strainer；Falcon 352235)を通すことにより、微粒子担体(直径 100-250 µm)、

また微粒子に付着した MS-5 細胞、凝集した MS-5 細胞あるいは K562 細胞を除

くことができ、単離された K562 細胞(直径 10-12 µm)のみを回収することが可
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能であった。回収した K562 細胞は生細胞数をトリパンブルー染色により算定

し、残りの細胞は細胞表面の抗原(CD45、7A6 抗原)発現、細胞周期についてフ

ローサイトメトリーを用いて測定した。 

4-6 細胞表面抗原発現の測定 

 cytarabine 処理後の K562 細胞の変化を検討する目的で、処理後の細胞表面

上の 7A6 抗原発現をフローサイトメトリーで測定した。7A6 抗原は細胞がアポ

トーシス変化をする際に発現するタンパクとして知られており(17、36)、7A6

を認識する抗体として phycoerythrin(PE)で標識したモノクローナル抗体

Apo2.7(clone 2.7 A6A3；Becton Dickinson、San Jose、CA、USA)を使用した。

2ｘ105個の細胞を 0.5 mL の 2%FCS および 0.02%の NaN3を含む PBS で細胞

浮遊液とし、4 ℃条件下で 30 分間抗体処理を行った。PBS で 3 回洗浄後フロ

ーサイトメーター(Cytomix FC500；Beckman Coulter、Brea、CA、USA)を用

いて測定した。なお回収した細胞中に混入した MS-5 細胞を検出する目的で、

K562細胞のみに発現しているCD45を fluorescein isothiocynate (FITC)で標識

した抗 CD45 モノクローナル抗体(Becton Dickinson)を用いて二重染色を行っ

た。CD45 陽性細胞における 7A6 発現細胞比率を算定した。 

4-7 細胞周期の測定 

各培養系において cytarabine 非添加で培養した K562 細胞は、回収した後

35 µm フィルターを通し、PBS に浮遊させた。細胞周期の測定は、COULTER 

DNA PREP Reagents Kit(Beckman Coulter)を用いて行った(37)。2 x 105細胞

を 0.1 mL の PBS に浮遊させ、0.1 mL の DNA Prep LPR 試薬を添加し、ボル

テックスでよく撹拌した後 2 mL の DNA PrepStain 試薬を添加、さらに撹拌し、

25 分室温、暗所で静置してからフローサイトメーターで測定した。 

4-8 統計学的検討 
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全ての結果は 平均値±標準偏差値(mean ± SD)で記載した。実験グループ間

の有意差検定は two-way analysis variance(ANOVA)を用いて評価した。統計学

的に p 値 0.05 未満のものを有意な差と判断した。 
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5. 結果 

5-1 cytarabine の K562 および MS-5 細胞におよぼす作用 

 K562 および MS-5 細胞それぞれの単独培養時における cytarabine の作用を

検討した。方法にも記載したように cytarabine の K562 細胞に対する EC50 は

0.064 µM (15 ng/mL)であることより、本実験では終濃度 1 ng/mL (0.04 µM)か

ら 100 µg/mL (400.1 µM)の cytarabine を使用した。5ｘ104/mL の K562 細胞

を開始濃度として培養すると、5 日後には細胞増殖は 1ｘ106/mL 濃度でプラト

ーとなる。培養と同時に 10 ng/mL の cytarabine を添加すると、細胞増殖はほ

ぼ半分に抑制され、100 ng/mL 以上の cytarabine 添加によりほぼ完全に K562

細胞増殖は抑制された(Figure 3A)。この結果より以後の共培養実験では 10 

ng/mL から 1 µg/mL の濃度の cytarabine を使用した。 

培養皿底面に付着した MS-5 細胞培養(2D 培養)に cytarabine を添加し、トリ

プシン処理により細胞を剥がした後、その生細胞数を測定した。この際には 10 

µg/mL あるいは 100 µg/mL の高濃度の cytarabine 処理を行ったが、ほぼ 90%

以上の MS-5 細胞が生細胞であることが確認された(Figure 3B)。したがって共

培養実験で使用した 10 ng/mL から 1 µg/mL の濃度の cytarabine では、ストロ

ーマとしてのMS-5細胞の支持機能を損ねることなく薬剤のK562細胞への影響

が観察できると考えられた。 

5-2  共培養における cytarabine の K562 細胞増殖への作用 

 5ｘ104/mL の K562 細胞を St(-)、2D、3D 培養系で共培養を行い、cytarabine

投与後の生細胞数の変動をトリパンブルーにより識別し観察した。Figure 4 に

位相差顕微鏡写真を示す。Figure 4A に St(-)培養時の K562 細胞を示す。K562

細胞は St(-)培養では浮遊細胞として増殖する。2D 共培養系に加えると、K562

細胞は MS-5 細胞表面にフラットに付着し、増殖する(Figure 4B)。3D 培養系で
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は K562 細胞は MS-5細胞が構築した自由空間を有する 3D ストローマ細胞層に

潜り込むように付着し増殖するのが観察される(Figure 4C)。K562 細胞の共培

養開始とともに 1 µg/mL の cytarabine を添加し、5 日後の位相差写真を Figure 

4D-F に示す。St(-)あるいは 2D 培養では、cytarabine 投与により K562 細胞は

やや小型化し、不整形をしているのが観察された(Figure 4D、E)。3D 培養では

cytarabine 添加後も K562 細胞はしっかりと 3D ストローマに付着し、球形状

に形態が保たれているのが確認された(Figure 4F)。 

 K562 細胞の共培養開始時に cytarabine を同時添加し、培養 5 日目の生細胞

数の測定結果を Figure 5 に示す。1 µg/mL および 10 ng/mL cytarabine 添加に

よりいずれの培養系の K562 細胞の増殖は抑制されている。しかしながら各培

養系を比較すると、3D 培養ではいずれの濃度においても St(-)培養時に比較して

有意な増殖を認めている。2D 培養では 1 µg/mL 添加時において St(-)培養に比

較して有意の増殖を認めた。なお cytarabine 非添加の control において、5 日目

の細胞数は 3D 培養において St(-)培養に比較して有意の低下を認めている。こ

のことはストローマ細胞層からの K562 細胞の回収時の技術的困難さについて

考慮すべき点はあるが、3D 培養系ではもともと K562 細胞増殖が抑制傾向にあ

ることを示唆する結果と考える。 

 次に K562 細胞の共培養開始時に cytarabine を添加し、5 日後に細胞を回収

した後、K562 細胞およびストローマ細胞層を IMDM で 1 回洗浄後、再度共培

養を再開し、再開 5 日後に生細胞数を測定した結果を Figure 6 に示す。本実験

は cytarabine処理後の残存K562細胞の増殖能について検討したものであるが、

3D 培養で処理した K562 細胞は有意に高い増殖能を保持しており、cytarabine

処理後の生存細胞数が多かった結果に加えて生存細胞が十分な再増殖能を有し

ていることを示していると考えられる。 
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 共培養を 2 日間行って K562 細胞が十分にストローマ細胞層に付着した後、

cytarabine 投与を行った。3D 培養時においてストローマ細胞層に付着した

K562 細胞に対する cytarabine の作用は、10 ng/mL 投与では St(-)および 2D 培

養時と比較して、1 µg/mL 投与では St(-)培養に比較して有意に感受性が低下し

ていることが認められた(Figure 7)。このことはストローマ細胞層に付着するこ

とにより K562 細胞が何らかの制御を受け、感受性が変化していることを示す

結果と考えられる。 

5-3  cytarabine 処理後の K562 細胞における 7A6 抗原の発現 

 cytarabine の K562 細胞に対する増殖抑制作用の機序を検討する目的で、ア

ポトーシス細胞変化の特徴である 7A6 抗原の発現について検討を行った。

cytarabine を共培養開始時に同時投与し、5 日後の K562 細胞を回収し、細胞表

面に発現する 7A6 抗原についてフローサイトメーターで測定した。1 µg/mL お

よび 10 ng/mL 投与後 5 日目の CD45 陽性細胞における 7A6 抗原発現のヒスト

グラムの 1 例を Figure 8A に示す。2D、3D 培養時に 7A6 発現が減少している

結果が得られた。3 回の繰り返し実験のまとめを Figure 8B に、また K562 細胞

を浮遊細胞と付着細胞と別々に回収して測定した結果を Figure 8C に示す。両

濃度共に 3D あるいは 2D 培養時に St(-)培養に比較して 7A6 抗原発現は有意に

減少している。また 3D 培養において、付着した K562 細胞は浮遊 K562 細胞に

比較して 7A6 抗原発現が有意に減少していた。これら結果から cytarabine 処理

により K562 細胞がアポトーシス変化を起こしていること、また K562 細胞の中

でもストローマ細胞に付着した細胞ではアポトーシス誘導が有意に低下してい

ることが観察された。 

5-4 K562 細胞の培養条件による細胞周期の変化 

 各培養法により K562 細胞の cytarabine に対する感受性が異なった結果より、
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培養系ごとの K562 細胞動態に異なる点がないか検討を試みた。本実験では

cytarabine が細胞周期依存性に作用することより、各培養法での K562 細胞周

期の変動について特に注目した。cytarabine 非添加時の各培養系より回収した

K562 細胞の細胞周期についてフローサイトメーターを用いて測定した。Figure 

9A に培養 1 日目の K562 細胞周期の測定結果のヒストグラムの 1 例と繰り返し

実験結果のまとめを示す。培養 1 日目で 3D 培養時に休止期(G0/G1期)細胞の有

意の増加を認めている。St(-)と 2D 培養間では有意の差は認めなかった。培養

1-4 日目の細胞周期の変動を継時的に観察すると、3D 培養時では G0/G1期細胞

比率は常に 60％位でほとんど変動を認めないが、St(-)あるいは 2D 培養時には

K562 細胞数の増加と共に G0/G1 期細胞比率が増加しているのが観察された

(Figure 9B)。増殖後、細胞数がほぼプラトーとなる 4 日目の G0/G1期細胞比率

は 3D 培養時とほぼ同様であり、有意差は認めない。さらに 3D 培養での浮遊細

胞と付着細胞の G0/G1 期細胞比率を別々に測定した結果、この両者には有意差

は認めないが付着細胞の方が培養 1、2 日目に G0/G1期細胞比率が高い傾向を認

める結果が得られた(Figure 10)。なお浮遊細胞、付着細胞共に St(-)培養、2D

培養と G0/G1 期細胞比率を比較すると、培養 1 日目は有意に高く、付着細胞に

ついては 2 日目も有意に高い結果であった。付着した K562 細胞はストローマ

細胞の制御をより受けていることを示唆する結果と考えられる。 
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6. 考察 

 生体内の造血組織においてはストローマ細胞が液性因子、接着因子などを介

した作用により造血を制御していることが知られている(1-3)。ストローマ細胞

は線維芽細胞、脂肪細胞、マクロファージ、骨芽細胞などの間質系細胞の総称

であり、造血微小環境と呼ばれるいわゆる造血の「畑」として、造血細胞の増

殖、分化の制御を行っていると考えられている。特に造血幹細胞が定着し、造

血微小環境と密にコンタクトをとりながら増殖、分化し、生体の恒常性を維持

している機能的部位について、Schofielde は「niche(ニッチェ)」と名付け、造

血発生における重要な要素であると位置づけている(38)。 

生体における niche を含めた造血微小環境の機能を検討するために、多くの

試験管内造血細胞培養法が開発されてきた。これらの培養実験系では造血微小

環境の構成細胞であるストローマ細胞と造血幹細胞を含む造血細胞を共培養し、

造血細胞の増殖、分化を観察する等の方法を用いて両者細胞間の相互作用を検

討している。この in vitro 造血培養を用いた検討でも、niche においてストロー

マ細胞が造血細胞の増殖、分化を制御していることが再現、確認されており、

液性因子の産生など様々なメカニズムが介在していることが報告されてきた

(6-9、11、12、39、40)。ところで造血細胞に由来する異常クローンである白血

病細胞についても niche においてストローマ細胞の制御を受けていることが明

らかとなってきた。ストローマ細胞は正常の造血を維持するために異常クロー

ンの増殖を抑制する機能がある一方(17)、液性増殖刺激因子の産生、細胞接着因

子を介した増殖刺激などを介して異常クローンの増殖を支持する機能も有する

ことが報告されている(41-43)。すなわち造血微小環境は、本来正常造血を維持

するために機能しているが、何らかの制御機能の破綻により異常クローンの増

殖を支持する立場に変わる可能性があることを示していると考えられる。しか
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しながらストローマ細胞がどのように異常クローンを認識したり、あるいは増

殖を支持したりしているかの詳細については不明の点が多い。 

近年、筆者らのグループは、エポキシ鎖を持つ高分子微粒子担体を用いてス

トローマ細胞の三次元培養を行う新規方法を開発し、この環境における共培養

実験で造血幹細胞の増殖、分化が長期間維持されることを報告した(23-25)。担

体と共に培養したストローマ細胞は担体間に架橋するように増殖し、自由な三

次元空間である niche を構成する。また共培養した造血細胞はその自由空間内

でストローマ細胞に付着しながら、ストローマ細胞との密な関係を持ちながら

増殖、分化していることが確認されている(23)。ただし担体のみと造血幹細胞を

培養した際には、細胞増殖、分化には影響を与えない(23)。興味深いことに、ス

トローマ細胞と造血幹細胞の共培養において、従来の 2D 培養では培養 4 週目の

造血幹細胞あるいは造血前駆細胞のほとんどが S 期細胞であったのに対し、3D

培養では 50%以上の細胞が非 S 期細胞であることが確認された(25)。このこと

は 3D 培養ではストローマ細胞が造血細胞の細胞周期を調節しながら制御をお

こなっている可能性を示しているものであり、休止期(G0/G1 期)細胞の存在を維

持することにより造血細胞の勝手な増殖、分化を抑え、枯渇することなく一定

の状態で造血が維持されるようにコントロールしていると考えることができる。

この現象については、白血病細胞などの異常クローンについても同様にストロ

ーマ細胞が細胞周期の調整に作用していることが今回の実験でも確認された。

このことが 3D 培養における白血病細胞株 K562 の cytarabine 感受性が低下し

ていた主要因と考えられる。ただし同時にストローマ細胞は K562 細胞が増殖

することに対して細胞周期を制御することにより抑制的にも作用していること

を示す結果でもある。事実 cytarabine 非添加時の K562 細胞増殖は、St(-)培養、

2D 培養に比較して 3D 培養では有意の低下が観察されている(Figure 5)。また
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今回の検討により、3D 培養を用いた cytarabine などの抗がん剤の in vitro 感受

性試験は従来の方法に比較して有効ではあり、より生体における反応性を表現

している可能性があること、また薬剤処理後に残存する異常クローン細胞が増

殖能を十分に保持しているのは細胞周期が培養条件(方法)により異なっている

ことに影響されていることが明らかとなった。 

ところで本実験より核酸アナログである cytarabine は K562 細胞をアポトー

シス誘導することにより抗腫瘍細胞作用を有することが確認された。標的細胞

は K562 細胞とは限らないが、従来の報告でも cytarabine はアポトーシス誘導

を介して抗白血病細胞の増殖を抑制することが示されており、さらにストロー

マ細胞との共培養実験で、本実験同様に白血病細胞の感受性が低下している結

果が報告されている。2D 培養で行った結果では、Lee 等(44)、Macanas-Pirard

等(45)はストローマ細胞からの白血病細胞増殖を刺激する液性因子の産生を介

して、Shishido 等(46)や Kogoshi 等(47)は接着因子を介してストローマ細胞が

白血病細胞を cytarabine から白血病細胞を守るように機能し、増殖を支持して

いることを報告している。また Aljitawai 等は Scaffold fiber を利用した 3D 培

養で、HL60 白血病細胞株がヒト骨髄由来ストローマ細胞により cytarabine に

よるアポトーシス誘導に抵抗性であったことを報告している(48)。しかしながら

これら報告はストローマ細胞からの白血病細胞増殖の刺激因子が産生される、

あるいは接着因子の発現が増加していることのみを報告しているものであり、

白血病細胞動態変化については生存細胞あるいはアポトーシス細胞の数の変動

のみを観察している。今回の実験は従来の報告同様に 2D 培養においては St(-)

培養に比較して K562 細胞の cytarabine 感受性の低下が明らかとなり、さらに

3D 培養においてより有意の感受性低下が明らかとなった。特に 2D 培養も 3D

培養もストローマ細胞として同じ MS-5 細胞を使用しているにかかわらず、培
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養形態を変えることによりストローマ細胞機能が異なることが証明された

(Figure 11)。また前述のように培養形態による感受性の差は、K562 細胞周期が

異なることに起因していると考えられる。ストローマ細胞が造血細胞や白血病

細胞の細胞周期を制御しているメカニズムについては今後の重要な検討課題で

ある。特に培養形態の違いで生じるメカニズムの変化については極めて興味深

い課題と考える。ストローマ細胞が産生する代表的な既知の造血因子について

は、すでに mRNA 発現について 2D と 3D 環境間で比較した (25)。この結果、

3D 環境下では解析したほとんどの造血因子の mRNA 発現は 2D 環境下に比較

して低く、経時的にもあまり変動することなく安定していた。ストローマ細胞

は 3D 環境下では無制限あるいは無駄に造血因子を産生して造血細胞増殖、分化

を刺激しているのではなく、試験管内ではあるがバランス良く造血を恒常化さ

せている可能性を示唆する結果として報告した。同様の条件で、細胞周期に関

する制御因子について、また細胞外マトリックス(49)の変化についても今後検討

する必要があると考える。 

本培養系はストローマ細胞としてマウス由来の MS-5 細胞、造血細胞あるい

は白血病細胞はヒト由来細胞を使用しており、異種間の細胞間相互作用を観察

している実験という点はあるが、ストローマ細胞と造血細胞、白血病細胞はヒ

トとマウスの固有のマーカーを用いることにより分離可能な利点を持つモデル

である。従来のように St(-)培養と 2D 培養との比較ではなく、2D 培養と 3D 培

養とを比較することにより、新たな造血に関する情報を得ることの可能性が期

待できる。ただし他の白血病由来細胞株、あるいは実際の臨床検体を用いた際

に本培養系が有効に機能するか、Aljitawai 等(48)が検討したように doxorubicin

等の他の薬剤の試験にも応用可能かどうかなど今後検討が必要である。さらに

生体内同様に正常造血幹細胞と白血病細胞が混在する培養系を作製し、それぞ
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れの細胞動態を解析するなど興味深い課題と考える。本培養系は、ストローマ

細胞と担体を共培養してから3D構造が feeder layerとして構築されるまでに約

7-10 日間かかる欠点はあるが、長期間培養が可能であることより事前に作製し

ておくことにより急の検体に対しても対応が可能である。また従来検討した壁

付着性に増殖するヒト骨髄由来線維芽細胞、HeLa 細胞、マウス由来骨芽細胞

(MC3T3E1)などで 3D 培養可能でることが確認されており(23)、造血組織以外

の細胞培養にも応用の可能性がある。さらに 3D 培養におけるストローマ細胞が

特異的に表出するサイトカイン、接着分子などの要素が解明できれば、ストロ

ーマ細胞の機能本体の解明に繋がると考えられ、また同定された分子を選択的

に担体に結合させることより、機能を持った担体を合成し、白血病細胞の動態

の観察に用いることへの可能性も考えられる。本研究より高分子微粒子担体を

用いた 3D 培養法は、新たな薬剤感受性試験モデルとして、造血における細胞間

相互作用のメカニズム解析への応用の可能性が示唆された。 
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7. まとめ 

 新規に開発された 3D 培養系において MS-5 ストローマ細胞は白血病細胞株

K562 の細胞周期を制御し、増殖のコントロールを行っていることが明らかとな

った。この際、G0/G1期細胞比率を増加させることより、核酸アナログである抗

白血病剤 cytarabine に対する感受性を低下させている。この現象は同じ MS-5

細胞を用いた 2D 培養に比較して 3D 培養で有意に誘導されており、より生体に

近い現象が再現されていると考えられた。MS-5 細胞が特に 3D 培養形態におい

て、より K562 細胞の細胞周期に対する制御機能が活性化しているメカニズム

の解明は今後の重要な課題と考えるが、本培養系がストローマ細胞と造血細胞

あるいは白血病細胞などの異常クローン細胞との細胞間相互作用の解析に、ま

た in vitro での薬剤感受性試験などにおいて有用なモデルとなる可能性が確認

された。 
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9. 図 
 
Figure 1   
異常クローン細胞と造血微小環境 
 
 A.ストローマ細胞による異常クローンの監視と増殖抑制 

 

 
 B.ストローマ細胞による異常クローンの増殖促進 

 

 
造血幹細胞に由来する異常クローンも、造血微小環境により増殖の制御が行われている。 
造血微小環境は異常クローンの発生を監視し、増殖を抑制する負の制御(Figure 1A 

→)する一方、増殖因子の産生などを介してその増殖をサポート(Figure 1B →)する正

の制御機能を有する。
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Figure 2 
2D、3D 共培養 14 日目の位相差写真 
 

 
 
培養皿に構成した MS-5 と K562 細胞との 2D、3D 培養 14 日目の位相差顕微鏡写真。

共培養 5 日目毎に培養液は半量ずつ新しい培養液と交換した。しかしながら 2D 培養系

では K562 細胞増殖に伴いストローマ細胞がシート状に培養皿底面から剥がれ(矢印)、
培養の継続が困難となる。それに対して3D培養系では安定した培養が継続可能である。 
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Figure 3 
K562 および MS-5 細胞に対する cytarabine の作用 
 

 
K562 細胞(A)および MS-5 細胞(B)それぞれに対する cytarabine の作用について検討し

た。K562 細胞は 1 ng/mL 添加で増殖抑制を認め、100 ng/mL 添加によりほぼ増殖は

完全に抑制される。培養皿底面に付着層を形成した MS-5 細胞に cytarabine を添加し

たところ、10 µg/mL、100 µg/mL の高濃度の添加でも細胞毒性は認めない。MS-5 細

胞は K562 細胞に比較してはるかに cytarabine 感受性が低いことが確認された。 
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Figure 4 
K562 細胞と MS-5 細胞の共培養に cytarabine 添加時の位相差写真 
 

 
A B C 
D E F 

 
MS-5細胞とK562細胞の共培養への cytarabine添加実験時の位相差写真を示す。K562
細胞の共培養開始時に 1 µg/mL の cytarabine を添加し、5 日間培養後の写真を示す。

St(-)、2D 培養時は cytarabine 添加により K562 細胞は小型化、不整化している。下段

枠内にそれぞれ培養時の K562 細胞の拡大写真を示す。矢印は微粒子担体を示す。St(-)、
2D 培養では K562 細胞は不整形に変化しているのが観察されるのに対し、3D 培養では

形態が保持されている。 
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Figure 5 
共培養開始時に cytarabine 同時投与後の K562 細胞増殖  
 

 
 
K562 細胞と MS-5 細胞共培養開始時に 1 µg/mL または 10 ng/mL の cytarabine を添

加し、5日目に細胞を回収し、生存細胞数をトリパンブルーを用いてカウントした。K562
細胞の回収は浮遊細胞と付着細胞に分けて回収している。 
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Figure 6 
共培養開始時に cytarabine を同時投与し、5 日後に cytarabine を除去した後の K562
細胞増殖 
 

 

 
K562 細胞と MS-5 細胞共培養開始時に 1 µg/mL の cytarabine を添加し、5 日目に細

胞を一時回収し、細胞数をカウントした後、細胞は 1 回洗浄した。新たな培地と共に

cytarabineを除去した共培養を再度開始し5日目の生存細胞数をカウントした。5日目、

10 日目共に K562 細胞の回収は浮遊細胞と付着細胞に分けて回収している。再度の共

培養時には浮遊細胞、付着細胞を合わせて MS-5 細胞のそれぞれの共培養に加えた。 
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Figure 7 
共培養開始 2 日後に cytarabine を投与し、5 日後の K562 細胞増殖 
 

 
 
K562 細胞と MS-5 細胞共培養開始 2 日後に、K562 細胞が十分に MS-5 細胞に付着し

た後に 1 µg/mL または 10 ng/mL の cytarabine を添加し、5 日目に細胞を回収し、生

存細胞数をトリパンブルーを用いてカウントした。K562 細胞の回収は浮遊細胞と付着

細胞に分けて回収している。  
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Figure 8 
cytarabine 投与後の K562 細胞における 7A6 抗原発現 
 

 

 
cytyarabine 投与 5 日後の K562 細胞の 7A6 発現をフローサイトメトリーで測定した。

K562 細胞と MS-5 細胞共培養開始時に 1 µg/mL または 10 ng/mL の cytarabine を添

加し、5 日目に細胞を回収した。K562 細胞の回収は浮遊細胞と付着細胞に分けて回収

している。ヒストグラムの 1 例を図 A に示す。実験は 1 回に 2 well ずつ、それを 3 回

行い平均値および SD を求めた。図 B は浮遊および付着細胞をまとめてフローサイトメ

トリーで測定した結果、図 C に 1 µg/mL cytarabine を添加して、浮遊および付着細胞

を分けて測定した結果を示す。7A6 発現は生細胞数と逆相関して発現しているのが観察

される。 
  



 

33 
 

Figure 9 
K562 細胞の共培養時の細胞周期 
 

 
 
MS-5細胞と共培養時のK562細胞の休止期(G0/G1期)細胞比率はフローサイトメトリー

を用いて継時的に測定した。共培養 1 日目のヒストグラムの 1 例を図 A に示す。実験

は 1 回に 2 well ずつ、それを 3 回行い平均値および SD を求めた。図 B に G0/G1期細

胞比率の継時的変化を示す。ストローマ非存在下での培養でも K562 細胞が増殖し、プ

ラトーとなる 4 日目には G0/G1期細胞比率は 3D 培養時と有意差がないことが確認され

た。  



 

34 
 

Figure 10 
K562 細胞の共培養時の浮遊細胞、付着細胞それぞれの細胞周期 
 

 
 
共培養時の K562 細胞の細胞周期を、浮遊細胞と付着細胞それぞれについて示す。実験

は 1 回に 2 well ずつ、それを 3 回行い平均値および SD を求めた。K562 細胞の回収は

浮遊細胞と付着細胞に分けて回収し、休止期(G0/G1 期)細胞比率を継時的に測定した。

3D 培養時において、付着細胞の方がより G0/G1期細胞比率が高いのが観察された。 
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Figure 11 
K562 細胞に対する cytarabine の効果 模式図 
 

 
 
cytarabine の各培養方法における K562 細胞に対する効果の模式図を示す。 
浮遊細胞である K562 細胞は共培養すると MS-5 細胞と付着して増殖する。さらに 3D
培養では MS-5 細胞が構成する自由空間に潜り込むようにして存在しながら増殖する。 
cytarabine 添加により K562 細胞はアポトーシスを介した死細胞への変化、増殖の抑制

が誘導されるが、特に 3D 培養時にはこのような変化は有意に減少しているのが観察さ

れる。 
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