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≪研究の概要≫ 

 急性骨髄性白血病（acute myelogenous leukemia:AML）は、未熟な骨髄系細胞が増殖す

る腫瘍性疾患である。白血病細胞の染色体解析や分子生物学的検討から病型特異的な遺伝

子異常が同定されてきた。トランスジェニックマウスや遺伝子導入したマウス造血幹細胞

の移植モデルを用いた in vivo における検討から、これらの遺伝子異常が白血病発症に関与

していることが明らかになった。それらは、FLT3-ITD 異常、KIT 変異などの細胞増殖や

細胞生存に関与する class I 異常と、NPM1 変異や CEBPA 変異などの細胞分化・成熟に関

与する class II 異常に大別される。さらに近年、次世代シークセンサーを用いた網羅的遺

伝子解析技術の発達から、AML 患者検体においてプロモータ領域を含めた DNA 領域がメ

チル化されていること、DNMT3A、TET2、 IDH1、IDH2、ASXL1 などの DNA メチル

化に関与する遺伝子に変異が未だ十分な分類がなされていない正常核型を有する AML

（cytogenetically normal-AML: CN-AML）を中心に検出されることが報告された。これら

の知見は、AML 発症には DNA メチル化によるエピジェネティックな変化が AML 発症の

第 3 の因子として重要な役割を果たしていることを示唆している。しかし、それらが実際

に AML 発症に必要であるか、どのような遺伝子変化、エピジェネティックな変化を引き起

こすのか、それが生じるのはどの細胞分画なのか、について直接的に証明するためには、

ヒト由来細胞を用いた in vivo モデルを用いた検証が必要である。 

本研究では近年開発された強力な免疫不全マウスであるNOG (NOD/Shi-scid, IL-2R

γnull) マウスを用いることにより、ヒト由来細胞を用いたin vivoモデルの作成を行

った。すなわち前AML状態である骨髄異形成症候群に由来するCD34陽性細胞が高率にNO

Gマウスに生着すること（Haematologica 2011:96:543）、AMLの一病型である急性前骨

髄性白血病（acute promyelocytic leukemia:APL）に特異的な異常キメラ遺伝子PML-R

ARAを、臍帯血由来ヒトCD34陽性細胞に遺伝子導入してNOGマウスへ移植するとヒトAPL

に極めて類似した病態を呈することを明らかにした。また同様の実験系を用いて、CN-

AMLにしばしば認められる遺伝子異常であるFLT3-ITD変異とNPM1変異を同時に臍帯血

由来ヒトCD34陽性細胞へ遺伝子導入しNOGマウスへ移植したが、十分な遺伝子導入が認

められたものの、現在までのところAMLの発症は認めていない。一方、DNA Methyltran

sferasesと結合して異常転写機能を有するPML-RARAやMLL-AF9、AML1-ETOを遺伝子導入

した場合にはAMLを発症することから、さらにDNAメチル化に関与する遺伝子変異を同

時に組み込むことが AML発症において重要であると考えられた。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

   急性骨髄性白血病（acute myelogenous leukemia:AML）は、未熟な骨髄系細胞が増

殖する腫瘍性疾患である。白血病細胞の染色体解析や分子生物学的検討から病型特異的な

遺伝子異常が同定されてきた。トランスジェニックマウスや遺伝子導入したマウス造血幹

細胞の移植モデルを用いた in vivo における検討から、これらの遺伝子異常が白血病発症に

関与していることが明らかになった。それらは、FLT3-ITD 異常、KIT 変異などの細胞増

殖や細胞生存に関与する class I 異常と、NPM1 変異や CEBPA 変異などの細胞分化・成熟

に関与する class II 異常に大別される。さらに近年、次世代シークセンサーを用いた網羅

的遺伝子解析技術の発達から、AML 患者検体においてプロモータ領域を含めた DNA 領域

がメチル化されていること、DNMT3A、TET2、 IDH1、IDH2、ASXL1 などの DNA メ

チル化に関与する遺伝子に変異が未だ十分な分類がなされていない正常核型を有するAML

（cytogenetically normal-AML: CN-AML）を中心に検出されることが報告された。これら

の知見は、AML 発症には DNA メチル化によるエピジェネティックな変化が AML 発症の

第 3 の因子として重要な役割を果たしていることを示唆している。しかし、それらが実際

に AML 発症に必要であるか、どのような遺伝子変化、エピジェネティックな変化を引き起

こすのか、それが生じるのはどの細胞分画なのか、について直接的に証明するためには、

ヒト由来細胞を用いた in vivo モデルを用いた検証が必要である。本研究では近年開発され

た強力な免疫不全マウスである NOG (NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull) マウスを用いることに

より、ヒト由来細胞を用いた in vivo モデルを作出し、生体イメージングによる白血病幹

細胞ニッチの同定・白血病幹細胞の動態解明と難治性白血病に対する新規分子創薬を目

的とした。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

（１） 白血病モデルマウスによる白血病幹細胞維持機構の解明と生体イメージングによる

白血病幹細胞ニッチの同定（代表研究者、共同研究者） 

造血幹細胞のニッチからの幹細胞維持シグナルとして CXCR4/SDF-1, 

Tie-2/angiopoietin-1,Wnt/・カテニン経路などが想定されているが、それらの白血

病幹細胞での意義は未解明である。白血病モデルマウスで siRNA や抗体、遺伝子ノ

ックアウト法などを用いて幹細胞シグナル関連分子の活性を誘導的にコントロール



し、白血病幹細胞の維持シグナルを解明する。さらに従来の免疫組織染色に加え、

経時的な動態を観察できる２光子顕微鏡により、白血病幹細胞をリアルタイムに可

視化しながら、その動態の全容を解明する。これらの知見をもとに化合物ライブラ

リーのスクリーニングや特異的抗体の作製を行い、白血病幹細胞を制御するシグナ

ル阻害剤を同定する。 

（２） ヒト白血病化マウスによる白血病幹細胞の動態解明と難治性白血病に対する新規分

子創薬（代表研究者、共同研究者） 

新規治療法の開発には、マウスモデルのみならずヒト白血病細胞を用いた解析が

重要である。われわれは、免疫不全（NOD/SCID）マウスにヒト造血幹細胞・間質幹

細胞を移植し、微小環境を含めたヒト造血をマウス骨髄で構築する系を持っている。

この系において移植細胞にヒト白血病細胞を用いることで、新たにヒトの白血病を

持つマウスを作製する。このヒト白血病化マウスにおいて、免疫染色・２光子顕微

鏡によりヒト白血病幹細胞のニッチでの動態を解析し、（１）で得られた白血病幹細

胞シグナルの阻害剤も活用して、幹細胞性の維持に必須の鍵分子を同定する。 

これらの知見を集約して白血病幹細胞の維持に関わるニッチシグナルや下流分子

を制御する低分子化合物・抗体を同定し、白血病幹細胞を根絶する新たな治療法の

基盤を確立する。 

 

Ⅲ 研究成果 

 

従来ヒト由来の細胞をマウス内で増殖、分化させることは技術的に困難であったが、

近年開発された強力な免疫不全マウスであるNOG (NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull) マウ

スを用いることにより、ヒト由来細胞を用いたin vivoモデルの作成が容易となった。

本年度は、前AML状態である骨髄異形成症候群に由来するCD34陽性細胞が高率にNOGマ

ウスに生着することを明らかにした。すなわち7例のMDS患者の骨髄CD34陽性細胞をMSC

と同時にマウスに移植し、4例についてヒト造血細胞の生着を確認した。（図１）興味

深いことに、CD34陽性細胞のみを移植した群では、生着率が非常に低い、もしくは生

着が確認できなかった。さらに細胞表面マーカーの解析により、マウス骨髄内でも移

植前と同様の表現型を維持していることが明らかとなった。キメリズムが高い一例に

おいて、染色体解析を行ったところ移植前骨髄と同じく１７番長腕の同腕染色体が認

められた。また、この一例については継代移植（これまでに6代）によりMDS細胞を2年

以上にわたって維持し続けている。マウス骨髄の組織学的解析により、分化した細胞

を含むCD45陽性細胞は骨髄腔内に点在しているのに対し、CD34陽性細胞は骨内膜近傍

に限局して存在していることが明らかとなった。（図２）特筆すべきは、マウス骨髄

内で3系統の形態異常も再現されている点である。現在、MDS患者7例について追加移植

を行っている。さらに、細胞外マトリックス蛋白質とMDS細胞の相互作用について解析

を進めており、これらの成果をもとにMDS幹細胞の骨髄微少環境における維持機構を明

らかにすることは有効な治療法を開発する上で重要な知見を提供すると考える。（Hae



matologica 2011:96:543）、 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 免疫不全マウス骨髄内における MDS 細胞 

 

hCD34 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 免疫不全マウス骨髄内における CD34 陽性 CD38 陰性 MDS 細胞の局在 

 

急性骨髄性白血病（acute myeloid leukemia: AML）の一病型である急性前骨髄性白

血病（acute promyelocytic leukemia:APL）は明らかな前癌状態を経ずに発症する。APL

に特異的とされる異常キメラ遺伝子 promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor 

alpha（PML-RARA）の遺伝子導入マウスモデルが作製され、in vivo における白血病発

症能が示されてきた。しかし、その多くが発症までに長期の潜伏期を要すること、また

発症に伴って生じる染色体•遺伝子解析を行ってもマウス由来であることから、これら

はヒト疾患モデルとしては不十分であると考えられた。我々はこれまでに、PML-RARA

をヒト臍帯血由来 CD34+細胞に遺伝子導入して強力な免疫不全マウスである NOG マウス

に移植することにより、形態学的、生物学的、さらには遺伝子発現上もヒト APL に極め

て類似した白血病を発症する in vivo APL モデルを確立した。すなわち移植後 3～4 ヶ

月後の時点で、約 40％のマウスに GFP 陽性細胞の生着を確認した。この細胞を sort し

てサイトスピン標本を作製したところ Auer 小体や Faggot 細胞を認めた（図３）。細胞

hCD344 hCD155
 



表面マーカー解析では CD13+/CD33*/CD34-/HLA-DR-であり、レチノイン酸投与により、

in vitro および in vivo において、成熟好中球への分化を認めた（図４）。またこの細

胞は 2次移植が可能であった。以上の結果から、臨床で認められる APL に極めて類似し

た性状を呈しており、有用なヒト APL 発症モデルであると考えられた。microarray 解

析からも APL の臨床検体と極めて類似した発現パターンが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらにこのモデルを用いて、APL の発症•維持機構を細胞の分化段階という観点から解析した。

PML-RARA 導入による APL 発症は、CD34+細胞のうち CD38-細胞のみならず CD38+細胞である共通骨

髄性前駆細胞（common myeloid progenitor: CMP）でも可能であった(図５)。また、本モデルか

ら得られる APL 細胞はほぼ CD34-で、preliminary な検討では２次移植における生着（白血病の

維持）に CD34 の発現は必ずしも必須ではなかった。今後は遺伝子レベルにおける解析を行う予

定である。 

 
図３ PML-RARAを遺伝子導入した臍帯血由来

CD34陽性細胞を NOGマウスに移植して発症し

た白血病の細胞形態 

 
図４ ATRA によって成熟好中球へ分化した白

血病細胞 

    
図５ PML-RARA 遺伝子導入による共通骨髄性前駆細胞（CMP）からの APL 発症。  



 

Ⅳ 考察 

AMLの一病型である急性前骨髄性白血病（acute promyelocytic leukemia:APL）に特

異的な異常キメラ遺伝子PML-RARAを、臍帯血由来ヒトCD34陽性細胞に遺伝子導入してN

OGマウスへ移植するとヒトAPLに極めて類似した病態を呈することを明らかにした。 

同様の実験系を用いて、CN-AMLにしばしば認められる遺伝子異常であるFLT3-ITD変

異とNPM1変異を同時に臍帯血由来ヒトCD34陽性細胞へ遺伝子導入しNOGマウスへ移植

したが、十分な遺伝子導入が認められたものの、現在までのところAMLの発症は認めて

いない。一方、DNA Methyltransferasesと結合して異常転写機能を有するPML-RARAやM

LL-AF9、AML1-ETOを遺伝子導入した場合にはAMLを発症することから、さらにDNAメチ

ル化に関与する遺伝子変異を同時に組み込むことが AML発症において重要であると

考えられた。 
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