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研究成果の概要（和文）： 
マウス骨髄細胞にレトロウィルスにより種々の白血病関連遺伝子（MLL-ENL）を導入した後、
myeloid 系の培養条件では AML が、lymphoid の培養条件では ALL が発症する。AML として発症
した細胞に OP-9 stroma 細胞上で、レトロウィルスにて恒常的活性化型 Notch1 を導入するこ
とにより一部 T細胞系の表面マーカーが、B細胞系（Pax5,E2A,EBF）遺伝子の導入により、B
細胞系の表面マーカーの発現が認められた。 
このような白血病の lineage switch とニッチとの関連を調べるため、Notch ligand である
Delta1 を発現させた OP-9 細胞と MLL-ENL で不死化させた細胞との共培養により一部の細胞で
はＴ細胞系列への分化が認められた。このように白血病細胞の中に多分化能をもつ細胞が存在
し、それらはニッチシグナルにより分化が制御される可能性が示された。このような多分可能
を持つ細胞はおそらく白血病幹細胞と思われるが、今後はそれらの検証を行っていく予定であ
る。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Murine bone marrow cells transformed by MLL-ENL induced AML in the culture for myeloid 
condition, and ALL in the culture for lymphoid condition. MLL-ENL induced AML cells were 
transduced with Notch1 active from and cultured on the OP-9 stromal cells. The one part 
of these cells expressed T cell specific surface marker.  In the same way, AML cells 
trasduced with B cell gene (Pax5, E2A, EBF) expressed B cell marker. 
AML cells were cultured on the Delta1 expressing OP-9 cells and activated by the Notch 
signaling. As a result, T cell differentiation was observed in the part of the AML cells. 
These results indicated that Multipotent cells existed in the MLL-ENL AML cells and the 
differentiation potential might be regulated by the niche signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
白血病を始めとした種々のがんにおいて、ご
く少数の幹細胞が存在し、限られた分化と自
己複製を繰り返しながらがん構成細胞を供
給し続ける、がん幹細胞システムという概念
が提唱されている。白血病を含めた造血器腫
瘍はがん幹細胞システムの良いモデルとさ
れており、その研究は著しく進んできている。
造血幹細胞を含む種々の幹細胞は、ニッチと
呼ばれる微少環境において維持されること
が明らかにされている。骨髄中の造血幹細胞
の大部分は、骨周辺の骨芽細胞に接着して存
在し（osteoblastic niche）、細胞周期の遅
い静止期にある。又一部の造血幹細胞は、骨
髄の血管周囲にも存在している（vascular 
niche）。このような骨髄造血微少環境は、正
常な造血細胞のみならず、白血病などの造血
器腫瘍にも、ニッチとして働いていると考え
られる。したがって、正常な造血幹細胞と同
様に白血病幹細胞も、その未分化性の維持、
細胞増殖、細胞死の抑制にニッチが係ってい
る可能性がある。白血病幹細胞の一部は正常
な造血幹細胞と同様にニッチにおいて静止
期にあると考えられ、細胞周期依存性の薬剤
に対する耐性が高いとされている。また、
BCR-ABL の活性を阻害しても造血幹細胞に由
来する CMLの白血病幹細胞はニッチで生存し
続けることが想定される。また骨髄微少環境
内では、細胞接着を介した抗がん剤耐性機構
も、白血病の治癒率低下につながると考えら
れる。そのためイマチニブや一般的な抗がん
剤による治療では、PCR でも微小残存病変の
検出が出来ないレベル（分子学的寛解）にま
で腫瘍量を減らせても、白血病幹細胞を完全
には根絶できないと考えられ、白血病は再発
してくる。したがって、白血病幹細胞を直接
の標的とした治療が治癒に必須であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
白血病幹細胞をターゲットとした治療戦略
の際には、白血病幹細胞と正常造血幹細胞と
の違いを明らかにする必要がある。通常白血
病幹細胞の自己複製や未分化性の維持にか
かわる分子は造血幹細胞にも同様に重要で
あり、このような分子を治療の標的にした場
合、正常造血も障害を受けることになるから
である 
これまでに白血病幹細胞の自己複製に必要
とされている分子（Bmi-1 など）は正常造血
幹細胞においてもその幹細胞活性の維持に
必須であり、それらを治療の標的にすること
はできないが、Notch シグナルに関しては正
常造血幹細胞における必要度が低く、その点
に関しては問題がないと考えられる。他の癌
幹細胞（脳腫瘍の一部など）においては Notch

シグナルの阻害により、癌幹細胞が根絶され
うると報告されている。本研究における検討
により、Notch シグナルの白血病幹細胞での
重要性を明らかにすることで、白血病幹細胞
の根絶が期待できると考えられる。 
また白血病発症に Notchシグナルが必須な白
血病においても白血病幹細胞という観点か
ら評価することにより、その分子機構につい
て検討する。 
 
３．研究の方法 
OP-9 stroma 細胞上で、骨髄前駆細胞にレト
ロウィルスにて恒常的活性化型 Notch1 を導
入する系において、同時に他の分化系列へ導
く遺伝子を導入することで、Notch シグナル
による T細胞分化に与える影響について、in 
vitro で検討する。そのような遺伝子の候補
としては骨髄系（活性化型・-catenin）、赤
芽球・巨核球系（GATA-1）、B細胞系
（Pax5,E2A,EBF）、TCR・・（CALM-AF10）な
どを予定している。In vitro で lineage 
switch が可能であったものについては、造血
幹細胞に活性化型 Notch1 とともに同時に導
入後、白血病の発症およびその表現系を in 
vivo で観察する。T –ALL 以外の白血病化が
起こることが確認された場合、これらはすべ
て転写因子等の核内で機能する分子である
ため、それらの遺伝子を ER との融合遺伝子
として導入し、タモキシフェンにより誘導す
ることで、T-ALL からの系列変化が起こるか
を観察する。その場合、白血病化はより未分
化な多能性前駆細胞以前で起こっているこ
とになる。 
 
４．研究成果 
OP-9 stroma 細胞上で、骨髄前駆細胞にレト
ロウイルスにて恒常的活性化型 Notchl を導
入する系において、同時に他の分化系列へ導
く遺伝子を導入することで、Notch シグナル
による T細胞分化に与える影響について、
invitro で検討した。B細胞系(Pax5, E2A, 
EBF)遺伝子の導入により、B細胞系への分化
が認められた。 
マウス骨髄細胞にレトロウィルスにより
種々の白血病関連遺伝子(MLL-ENL)を導入し
た後、myeloid 系の培養条件では AML が、
lymphoidの培養条件ではALLが発症する。AML
として発症した細胞に OP-9 stroma 細胞上で、
レトロウィルスにて恒常的活性化型 Notch1
を導入することにより一部 T細胞系の表面マ
ーカーが、B細胞系(Pax5,E2A,EBF)遺伝子の
導入により、B細胞系の表面マーカーの発現
が認められた。このような白血病の lineage 
switch とニッチとの関連を調べるため、
Notch ligand である Delta1 を発現させた
OP-9細胞とMLL-ENLで不死化させた細胞との



 

共培養により一部の細胞ではＴ細胞系列へ
の分化が認められた。このように白血病細胞
の中に多分化能をもつ細胞が存在し、それら
はニッチシグナルにより分化が制御される
可能性が示された。このような多分可能を持
つ細胞はおそらく白血病幹細胞と思われる。 
そのため、これらの細胞を放射線照射したレ
シピエントマウスに経静脈的に移植するこ
とにより、移植後数週から数ヵ月の期間、造
血器腫瘍の発症の有無を観察し、いくつかに
おいて白血病の発症を観察中である。今後は、
これらのマウスに種々の抗癌剤の投与を行
うことで、白血病幹細胞が濃縮されてくると
考えられ、それらの存在するニッチについて
の検討を加える予定である。 
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