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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、細胞老化・寿命制御シグナルの知見をもとに、正常幹細胞と白血病幹細胞の

共通性と相違点を明らかにし、白血病幹細胞の実体を解明することを目指した。その結果、

寿命制御遺伝子として知られている FOXO が、白血病幹細胞の維持に必須の役割を果たして

いることが明らかとなった。また、細胞老化シグナルとして知られる Ras の活性化は、細

胞分化特異的な因子と関連し、白血病化の決定的因子として機能していると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we investigated roles of senescence/longevity related molecules in the 
development, maintenance and differentiation of leukemia stem cells. We found that FOXO, 
which is a critical regulator of longevity of C.elegans, is essential for maintenance of 
leukemia stem cells. In addition, it was suggested that constitutive Ras, which is known to 
induce cellular senescence, causes leukemogenesis, collaborating with factors controlling 
cellular differentiation.  
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１．研究開始当初の背景 
 

造血幹細胞は、骨髄微小環境において、細
胞周期から逸脱した G0 期で存在している。
また、外界からのストレスにも抵抗性を示し
自己複製能を維持している。一方で白血病に
おいても、白血病幹細胞を頂点として階層的

に増殖能の低い分化細胞がつくり出される
と考えられるようになり、治療的観点から白
血病幹細胞の研究が精力的に展開されてい
る。 
我々は、これまで造血幹細胞制御を解明す
る目的で、寿命や老化と関連する分子に着目
して研究を行ってきた。その結果、寿命制御
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分子が造血幹細胞の維持には必須の役割を
果たしていることを明らかにしてきた。例え
ば、FOXO は、PI3K-AKT シグナルによって、
その活性が制御され、サイトカインや栄養シ
グナルを感知している。FOXO を欠損させる
ことにより、活性酸素が上昇し、造血幹細胞
機能に大きく影響していること観察した。 
これらの知見より、寿命や細胞老化に関わ
る分子が、白血病幹細胞の分化、維持メカニ
ズムにも深く関与しているのではないかと
いう着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、細胞老化を誘導することで知
られる Ras や Myc のようなオンコジーンが
生体中で幹細胞分化の制御にいかに関わっ
ているか検討する。また、寿命制御因子とし
て知られる FOXO の白血病幹細胞における
役割を解析する。以上のようなアプローチに
より、白血病幹細胞制御における新たな分子
メカニズムに関する知見を得ることを目指
す。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）誘導的活性型 K-ras 発現モデル  

Cre リコンビネースにより K-ras 遺伝子第
一エクソン内第 12 コドンのグリシンがアス
パラギン酸に置換する変異が誘導される
LSL-K-rasG12D マウスと、タモキシフェンで
活性化が誘導可能な Cre 酵素（CreERT2）を
恒常的に発現する Rosa26-CreERT2 マウスを
交配し、LSL-K-rasG12D;Rosa26-CreERT2 マウ
ス（KrasG12D マウス）を樹立した。本マウス
にタモキシフェンを投与し、全身の組織にお
いて Cre リコンビナーゼを活性化し、活性化
型 K-Ras を誘導的に発現させた。  
（２）BCR-ABL 導入による慢性骨髄性白血病
モデル 

マウス造血幹細胞を単離し、レトロウイル
スベクターにより Bcr-abl/GFP遺伝子を導入
後、放射線照射マウスに骨髄移植を行うこと
によって白血病モデルを作製した。腫瘍発生
後骨髄および脾臓より GFP 陽性の BCR-ABL 陽
性細胞を採取し、さらに細胞表面抗原にて細
分画を行い、細胞培養と放射線照射マウスへ
の移植によって、機能評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
 

2 ヶ 月 齢 の コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス と
KrasG12D マウスに対し、タモキシフェンを
投与した後に、溶媒あるいはラパマイシンを

2 週間腹腔内投与し、解析を行った。末梢血
の血球数計測を行った結果、既報の通り、
K-Ras 活性化にて、白血球の増加が認められ
た。コントロールマウスと比較し、KrasG12D
マウスで Mac-1 陽性 Gr-1 弱陽性集団の増加
傾向が見られ、骨髄増殖性疾患(MPN)を発症
させることを観察した。この現象が、環境因
子に依存していないことを確認するために、
KrasG12D マウス由来骨髄細胞を 9.5Gy の
致死的放射線照射した野生型マウスへ移植
し、骨髄置換を行った。移植から 1 ヶ月後（タ
モキシフェン投与前）にドナー細胞の割合を
評価し、K-Ras 活性化前では、レシピエント
マウス中で、野生型競合細胞と同程度の造血
能を示すことを確認した。次にレシピエント
マウスにタモキシフェンを投与し、K-ras を
活性化させ、1 ヶ月および 2 ヶ月後に再度ド
ナー細胞の割合を解析した。タモキシフェン
投与後、ドナー細胞集団の増加を認め、MPN
の発症が認められた。本実験系を用い、MPN
発症の起源細胞を検証した。KrasG12D マウ
スより、造血幹細胞および様々な前駆細胞を
採取し、それぞれを移植すると同時にタモキ
シフェンを投与し、K-Ras を活性化させた。
MPN の発症を観察したところ、造血幹細胞
集団を移植した群のみで MPN の発症が観察
できた。このことから、本病態の細胞起源は
造血幹細胞であり、前駆細胞ではないことが
判明した。一方、これらのマウスをさらに長
期的に観察すると、約 8 週後より、急激な白
血数の増加を示し死亡する症例が認めた。そ
れらのマウスでは、胸腺の著明な肥大を認め、
骨髄細胞や末梢血単核球の Giemsa 染色によ
り、リンパ芽球様細胞の増加が認められた。
FACS 解析により、骨髄細胞にて、CD4 陽性
CD8 陽性及び、CD4 陰性 CD8 陽性の T 細胞
が 50%以上の割合で存在しており、T 細胞性
急性リンパ球性白血病（T-ALL）の発症が死
因であると考えられた。以上の結果から、
K-ras による MPN の発症には、造血幹細胞
が起源となり、一方で、追加的遺伝子異常に
より、リンパ球系細胞を起源として T-ALL
の発症が誘導されると推察された。このよう
に、K-ras 活性化は、細胞分化特異的な因子
と関連することにより、白血病化においても
異なる役割を果たしていることが推察され
た。 

慢性骨髄性白血病モデルにおいて発症した
白血病細胞を、表面抗原を用い細分画し解析し
たところ、c-Kit 陽性 Sca1 陽性 Lin 陰性細胞とい
う造血幹細胞と一致した集団の中に、高いコロ
ニー形成能と移植後の白血病を発症させる細
胞が濃縮されており、ここが白血病幹細胞集団
であることが判明した。白血病幹細胞集団では、
その一部に FOXO3a が核内に局在している細
胞が見られ、前駆細胞集団では、主に細胞質に
局在していた。また FOXO3a が核内に局在して



 

 

いるものは、Ki-67 が陰性であるものが多く、比
較的細胞周期が抑制されていることも判明した。
さらに、FOXO3a を欠損させると長期的に白血
病を産生する能力が低下していることが明らかと
なった。これらの細胞では著名なアポトーシスの
亢進が認められ、本分子が白血病幹細胞の生
存に必須であることが明らかとなった。 

以上の結果より、寿命制御や細胞老化に関わ
るシグナルが、造血幹細胞及び白血病幹細胞
の維持・分化に大きな役割を果たしていことが明
らかとなった。今後、これらの分子がいかなる経
路を介して、白血病発症や白血病幹細胞動態
を制御しているのか解明する予定である。 
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