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研究成果の概要（和文）： 
急性骨髄性白血病(AML)の幹細胞、前駆細胞、AML 様細胞株の全 mRNA 及びエクソンレベル
での発現解析をマイクロアレイで行った。AML 幹細胞と造血幹細胞を比較したところ全
mRNA レベルで 481 個、エクソンレベルで 117 遺伝子に発現変化が見られた。また AML 前
駆細胞や AML 様細胞においても特徴的なスプライシングパターンや発現パターンを示すもの
があった。これら分子の強制発現・ノックダウン細胞を作製したところ、腫瘍化に関わる変化
は認められなかったが炎症応答に影響を与えるものは見出された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we attempted to identify genes whose exon usage is modulated in acute 
myelogenous leukemia (AML) stem cells. Taking advantage of Affymetrix Exon 1.0ST 
arrays, we evinced that 117 genes represent distinct exon usage compared with 
hematopoietic stem cells from healthy volunteers. In addition, total 481 transcripts showed 
expressional changes in AML stem cells. We also found 16 genes undergo changes in exon 
usage along with differentiation of AML-like cell lines. Although we failed to find genes 
responsible for leukemogenesis in gene transfer studies, some genes/splicing variants 
regulates inflammatory responses. 
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病（Acute Myelogenous 
Leukemia, AML）は成人で有病率の高い白

血病であり、抗ガン剤による寛解導入療法
に失敗すると、死の転機を辿る。抗ガン剤
投与が AML の根本治癒に繋がりにくいの
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は、AML 幹細胞が抗ガン剤抵抗性を示すこ
とにあると考えられる。即ち、AML を克服
するためには AML 幹細胞固有の細胞現象
を捉え、それらの現象の基盤となる分子を
同定する必要がある。本研究開始前より研
究代表者らはマイクロアレイを用いたトラ
ンスクリプトーム解析や FACS 解析で、
AML 幹細胞や AML 細胞に固有の分子発現
を ス ク リ ー ニ ン グ し て き た (Nat. 
Biotechnol. 2007)。しかし依然として、AML
幹細胞やそこから AML“分化”へ至る分子
基盤は混とんとしていた。特に従来の検討
では AML幹細胞や AML 細胞の遺伝子単位
のスクリーニングは行われてきたが、エク
ソン単位での発現は情報が完全に欠落して
いた。エクソン利用の変化。即ちスプライ
シングパターンや転写開始・終結部位の変
化はでき上がるタンパク質に多様性を持た
せることを可能とし、結果、細胞機能をよ
り柔軟に制御することに繋がる。研究代表
者は遺伝子レベルでの変化同様、エクソン
発現レベルの変化も AML 幹細胞の性質や
AML の病態に深く関わるのではないかと
考えた。 

 
２．研究の目的 
（１）これまで全く情報が蓄積されていなか
った AML 幹細胞や AML 細胞に固有のエク
ソン発現パターンを明らかにすることを目
的とした。即ち、AML 患者から採取した
CD34+CD38-(幹細胞)及び CD34+CD38+(分
化細胞)や、AML 様株化細胞のエクソン発現
パターンをゲノミクスの手法で調べ、これを
健常人由来の細胞データと比較することで
“エクソーム”レベルで AML を定義づける
ことを目的とした。 
（２）（１）で明らかになった AML 幹細胞や
AML（様）細胞に固有のエクソン発現パター
ンをもつ分子の機能を明らかにし、AML 幹
細胞・AML 細胞の細胞機能を決定づける、
分子イベントを探索する。またこれら責任分
子に対しての抗体を作製し、AML 治療のた
めの道具を作出することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）AML 患者及び健常人の骨髄などから
FACS ソーターにより CD34+CD38-細胞及
び CD34+CD38+細胞を採材し、RNA 抽出を
行った。また既に樹立された AML 様細胞株
からも RNA を抽出した。これらを微量 RNA
増幅系で増幅し、Affymetrix 社のエクソンア
レイ (Human Exon 1.0ST array)にハイブ
リさせた。得られたデータを基に Partek 社
の解析ソフトでエクソン利用の変わってい
る遺伝子を探索した。またこれらプログラム
でのデータ解析が予想を遥かに上回りエラ
ーが多かったことから、手作業で吟味するプ

ロトコールを構築し AML(幹)細胞に固有の
エクソン利用を探索した。 
（２）アレイデータ上、AML 幹細胞が分化
する際に固有のエクソン利用パターンが見
られる遺伝子については、変化のみられたエ
クソンと周囲エクソンの結合部を特異的に
認識するプライマーを設計し、qRT-PCR 法
で確認した。 
（３）AML 様の細胞株の多くは未熟なステ
ージの白血病様の性質であるが、分化刺激を
加えると分化が進み腫瘍性を消失する。そこ
で、このモデルについても、遺伝子・エクソ
ンレベルでのアレイ解析及び qRT-PCR 解析
を実施した。 
（４）エクソンレベル及び全 mRNA レベル
で発現に変化がみられる遺伝子については、
Gene Ontology (GO)解析やパスウエイ解析
を実施して、AML の病態や AML 幹細胞の性
質の裏付けとなる候補分子を探索した。 
（５）（４）で見出された分子については、
AML(幹)細胞に固有な発現レンチウイルス
コンストラクトや、発現を抑える shRNA を
コードするノックダウン（Knock Down: KD）
様コンストラクトを作製した。また一部の遺
伝子についてはトランスジェニックマウス
を構築した。 
（６）（５）で作製したコンストラクトを
AML 様株化細胞などに導入し分化マーカー
の発現を FACS で調べると共に、細胞増殖や
細胞周期、アポトーシス細胞の頻度、抗ガン
剤への感受性などを調べた。 
（７）（５）で作製した組み換え培養細胞及
びトランスジェニックマウスの遺伝子発現
解析を実施した。 
（８）見出された候補分子について対応する
ペプチド抗原及び組み換え体を作製し、ウサ
ギに免疫して特異的抗体の作製を試みた。 
 
４．研究成果 

（１）健常人及び AML 患者から採取した
CD34+CD38-細胞及び CD34+CD38+細胞の mRNA
をサンプルに、Affymetrix 社のエクソンアレ
イでエクソン利用に変化のある遺伝子を探
索した(図１)。健常人ではサンプル間のばら
つきが少なく、幹細胞から前駆細胞への分化



 

 

時にP<0.01で変化を示している遺伝子が743
個見出された。一方、AML 患者の場合、患者
毎のばらつきが大きく、86 個に限定された。
また骨髄由来の細胞に限定すれば 79 個であ
った。これら一つ一つを手作業で精査し直し
た結果、骨髄由来の AML 幹細胞の分化時に変
化がみられる遺伝子が 32 個、骨髄に限らな
ければ 33 個見られた（図 2）これらのうち、

健常人の骨髄造血幹細胞の分化時に変化が
みられるものを除くと合計 30 遺伝子が AML
患者の幹細胞特異的にエクソン利用が変化
することが示唆された。 
これら 30遺伝子の GO解析を実施したところ
造 血 系 に 関 わ るタ ーム (hematopoiesis, 
hematopoietic or lymphoid organ 
development, immune system development)
が特に有意に認められた。 

そこで、これら見出された 30 遺伝子につ
い変化が見られるエクソン特異的な qRT-PCR
解析で確認実験を実施した。その結果、全
mRNAレベルでAMLのみ変動がみられるものは
複数あったが、エクソン利用のレベルでの変
化は再現しなかった。また調べた AML6 検体
の中でも大きなばらつきがみられ、共通に変
化がみられるものは皆無であった。 
 
（２）次に AML 幹細胞と健常人の造血幹細胞
にのみ注目し、エクソンアレイデータを比較
することにした。Partek 社のプログラムは
554 遺伝子にエクソン利用の変化を示唆した
が、その後の手作業による解析により、161
遺伝子にエクソン利用の差があるとの結論
に至った。種々のＧＯ解析プログラムやパス
ウエイ解析プログラム、米国 NIAID の DAVID
などを用いて解析したところ、この 116 遺伝
子にはタンパク質キナーゼや膜たんぱく質
が有意に含まれていることが判明した。 
 そこでこれら 117 遺伝子のうち、40 遺伝子
を選択し、qRT-PCR 解析を実施した。（１）同
様、qRT-PCR では AML 幹細胞と造血幹細胞で
の有意差が見出せない遺伝子が多かった。多
くは特定の患者においてのみ変動のみられ
るものであった。AML 患者それぞれで原因や
病態が異なることが当然であることを考え
ると、今後はより多数の検体でこれらの分子

の qPCR 解析を実施していけば、ある患者集
団に特徴的にみられるエクソン利用・スプラ
イシング異常が見出せる可能性が考えられ
る。一方で、数は少ないが、図 3の様に広範
な AML患者で特徴的なスプライシングパター
ンが認められるケースもあった。 

 
（３）幹細胞では無いが、株化 AML 様細胞と
それをミエロイド系非腫瘍細胞に分化させ
たものについてもエクソンアレイ解析を実
施した。3 種の細胞株を用いて分化前後でエ
クソン利用が変化するものを探索したとこ
ろ、市販プログラムで 371遺伝子が検出され、
その後のマニュアルデータ解析で 71 個まで
絞られた。さらに RT-qPCR 解析をすべてにつ
いて行ったところ 16 遺伝子がエクソン利用
に変化が見られた。これらのいくつかについ
てはタンパク質発現においても変化が見ら
れた。また AML 幹細胞の分化時にエクソン発
現パターンが変化するものも含まれていた。 
 
（４）エクソンアレイのデータを基に mRNA
全長 (whole transcript)レベルでのトラン
スクリプトーム解析を AML 幹細胞、AML（前
駆）細胞、AML 様細胞株について実施した。
正常造血幹細胞と AML 幹細胞の間では、発現
に差がある遺伝子が 481 見出された。これら
を Ingenuity 社のプログラムで解析したとこ
ろ、転写因子が 17、膜型受容体が 18、キナ
ーゼ・フォスファターゼが 23、サイトカイ
ン・成長因子が 11 含まれていた。 
 
（５）（２）から（４）で見出した様々な機
能分子について、強制発現ウイルスベクター、
KD ウイルスベクターを構築し、AML 様細胞株
や血球細胞株、293 細胞や HeLa 細胞に導入し
機能評価した。しかし今までのところ、細胞
周期や増殖能、表面分化マーカーの発現、ア
ポトーシスの発生頻度、フォーカス形成能、
抗ガン剤に対する感受性などに明確な変化



 

 

をもたらす強制発現・KD 細胞は見いだせてい
ない。しかし、一部の遺伝子については、導
入細胞の網羅的な遺伝子発現解析をしたと
ころ、TNF などの炎症性サイトカインの産生
を制御するものが含まれていた。これらの分
子のミエロイド系細胞特異的なトランスジ
ェニックマウスを作製したところ、20 週齢以
上たっても骨髄性白血病病変は見られなか
ったが、炎症応答に変化が見られるものがあ
った。このように急性骨髄性白血病発症に直
接関わる幹細胞発現分子の検出には成功し
なかったが、炎症性サイトカインの産生変化
により、骨髄ニッチの環境を変えうる制御候
補分子を見出した。なお、２分子については
ポリクローナル抗体を作り終えた。 
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