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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞由来のテラトーマ内に骨髄様の造血環境が作出可能である
ことに着目し、小児白血病評価用ヒトiPS細胞を活用することで、テラトーマ内で小児白血病の発症過程にある
造血環境の模擬を可能とする。これにより、ヒト細胞／組織から成る小児白血病評価用in vivoモデルの確立を
目指した。KMT2A-AFF1発現ヒトiPS細胞を新たに樹立し、保有するETV6-RUNX1発現ヒトiPS細胞と共に、テラトー
マ形成に用いた。テラトーマ内にはヒト血液細胞が産生され、転座遺伝子の作用により前白血病状態への移行が
示唆された。さらに、既知の白血病リスク因子を作用させ白血病化を検証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the formation of a bone marrow-like 
hematopoietic environment within human iPS cell-derived teratomas, and by utilizing human iPS cells 
harboring leukemia-associated fusion genes, we aimed to mimic the process of pediatric leukemia 
development within the teratoma. We established a human iPS cell line harboring KMT2A-AFF1 and used 
it with our existing ETV6-RUNX1-expressing human iPS cells for teratoma formation. Within the 
teratoma, human hematopoietic cells were produced, and the transition to a pre-leukemic state by the
 expressions of the fusion genes was suggested. Furthermore, we evaluated the potential of 
leukemogenesis by administrating known leukemia risk factors.

研究分野： 幹細胞工学

キーワード： 小児白血病　疾患モデルマウス　疾患モデル細胞　ヒトiPS細胞　造血環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究にて開発されるヒト細胞／組織から成る新たな小児ALL評価用in vivoモデルは、小児ALLの発症への関与
が疑われる因子について因果関係の解明およびリスクの定量的評価に有用であり、小児ALLの予防に繋がる知見
の獲得に貢献する。本研究におけるテラトーマ内の造血環境に注目した疾患のモデル化は、多くの造血器疾患へ
の応用が期待出来る。また、テラトーマ内に含まれる種々の組織幹細胞やその周辺環境が関連する疾患のモデル
化への活用も期待できる。
以上の通り、本研究は、小児ALLの予防に向けたリスク評価に貢献するだけでなく、疾患in vivoモデル開発の新
たなプラットホームを提案するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
疫学研究により、小児期に発症する急性リンパ性白血病 (小児白血病) と電離／非電離放射線、

化学物質、感染症との関連性が示唆されてきた。しかし、小児白血病の発症率の低さから症例数
の確保が難しく、疫学研究での因果関係の解明には限界があった。両者の因果関係を解明しリス
クを定量的に評価するには、小児白血病の発症を模擬する in vivo モデルが不可欠である。これ
まで、小児白血病に特徴的な転座遺伝子：ETV6-RUNX1 (ER) を利用した遺伝子組換えマウス
が多く開発された。その殆どで ER の作用により前白血病状態へと移行はするものの白血病化
は模擬出来ていない。そもそも白血病はマウスでは自然発症しない疾患である。ヒトとマウスの
血液細胞では、大きさや寿命は素より白血球の内訳など多くの点が異なる。小児白血病で異常を
示す B 細胞においても、CD 抗原の発現パターンやサイトカイン応答性などが種間で異なるこ
とが知られ、これら造血・分化過程における違いがマウスにおける白血病の発症を妨げている可
能性が考えられた。 
これまでに本研究代表者は、小児白血病の ex vivo 評価用のモデル細胞として ER を発現する

ヒト iPS 細胞を樹立した (Takahashi & Yamazaki, 2019)。当該細胞にてヒト血液細胞や分化過
程に注目した評価が可能である。一方、本研究分担者は、ヒト iPS 細胞が形成するテラトーマ内
の細胞分化を制御し、テラトーマ内に骨髄様の造血環境を作り出すことに成功した (Suzuki et 
al., 2013)。テラトーマ内の造血環境およびそこでの造血は大元の iPS 細胞の性質を色濃く反映
すると考えられ、ER 発現ヒト iPS 細胞により形成されたテラトーマ内には小児白血病を発症す
る場が整っていると期待された。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト iPS 細胞由来のテラトーマ内に骨髄様の造血環境が作出可能であることに
着目し、申請者が樹立した小児白血病評価用ヒト iPS 細胞を応用することで、テラトーマ内で
小児白血病の発症過程にある造血環境の模擬を可能とする。これにより、ヒト細胞／組織から成
る小児白血病評価用 in vivo モデルの確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）転座遺伝子：KMT2A-AFF1 発現ヒト iPS 細胞の樹立 
 乳児白血病患児の 80%以上において特徴的に検出される転座遺伝子：KMT2A-AFF1 (KA) を
発現するヒト iPS 細胞を新たに樹立した (Takahashi, 2023)。ヒト iPS 細胞は、東京大学ステ
ムセルバンクより提供された IMSUTi002-A 株を用いた。
KAを組み込んだTet-On発現誘導システム (図 1) を構築
し、PiggyBac ベクターへと搭載した。そして、単分散状
態にあるヒト iPS 細胞へリポフェクションにより導入し
た。ハイグロマイシン添加培地での 3 週間の未分化維持培
養に続き、FACSAria III (BD) を用いて 96-well plate へ
のシングルセルソーティングを実施し、単一細胞クローン
を得た。その後、KA 発現誘導システムのゲノムへの挿入
確認、未分化マーカーの発現や多分化能の評価による iPS
細胞としての性能保持確認、ドキシサイクリン (DOX) 添
加による KA および EGFP の発現誘導の性能評価等を経
て、KA 発現ヒト iPS 細胞株を樹立した。 
 
（2）テラトーマの形成とヒト血液細胞への分化評価 
 ER 発現または KA 発現ヒト iPS 細胞に由来するテラトーマの形成とテラトーマ内のヒト血
液細胞の産生について検討した。テラトーマ形成を利用したヒト iPS 細胞から造血幹細胞への
分化誘導法について報告した既報 (Suzuki et al., 2013、Amabile et al., 2013) を参考に、造血
支持能を有することが知られるマウス骨髄間質細胞株：OP9 とヒト iPS 細胞を混合しマウスへ
移植した。移植細胞の生体内での分散を抑制するため、Matrigel を移植細胞の懸濁に用いた。
また、移植マウスには重度免疫不全マウスである NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) マウ
スを用い、腓腹筋を移植部位とした。 
細胞移植から 2 ヵ月程度経過したのちテラトーマを採取し、内部に含まれた細胞を評価した。

数ミリ角にカットしたテラトーマ塊をコラゲナーゼやディスパーゼを用いて酵素処理し、細胞
懸濁液を調整した。その後、抗マウス CD45 (mCD45) 抗体、抗ヒト CD45 (hCD45) 抗体、お
よびその他抗体を用いて蛍光標識し、フローサイトメーターにて解析した。テラトーマの他、大
腿骨／腓骨・脛骨骨髄、脾臓、末梢血も採材し、含まれた血液細胞のプロファイルを解析した。 
 
（3）前白血病状態および白血病化の誘導 
 テラトーマ内に産生された血液細胞に ER または KA の発現を誘導し、前白血病状態への移

 
 
図 1 構築した転座遺伝子：
KMT2A-AFF1 発現誘導システ
ムの概要 



行とその後の白血病化を検討した。細胞移植から 2 週間経過後、10%スクロース水に DOX を溶
解した溶液を飲料水とし飲水投与を開始した。テラトーマ形成マウスを評価に供するまで DOX
投与を継続した。 
 また前白血病状態への移行を検討するため、DOX の飲水投与下にあるマウスに対し、既知の
白血病リスク因子を作用させた。本研究では、変異原性を有するエチルニトロソウレア (ENU)、
および過剰免疫応答を惹起させることを目的にリポ多糖 (LPS) をリスク因子として用いた。こ
れらを、皮下のテラトーマ塊の位置を把握可能となった移植 6 週目よりテラトーマ内に直接投
与し、1 週間間隔で評価まで繰り返した。 
 
４．研究成果 
（1）転座遺伝子：KMT2A-AFF1 (KA) 発現ヒト iPS 細胞の樹立 (Takahashi, 2023) 
 ハイグロマイシンによる耐性細胞の一次スク
リーニング後、シングルセルソーティングを行
った結果、1 クローンのみが拡大培養を経てス
トック作成にまで到達した。当該細胞のゲノム
DNA を評価した結果、非特異的なゲノム挿入は
なく、ITR (inverted terminal repeat) に挟まれ
た領域のみが挿入されていることを確認した。
ま た 、 PiggyBac copy number qPCR kit  
(System Biosciences) による評価の結果、1 ゲ
ノム当たり 9 つの KA 発現誘導システムが挿入
されていた。オリジナルの iPS 細胞と比較し、
コロニー形態 (図 2A) や増殖速度に顕著な違い
はなかった。また、未分化維持培養時の未分化マ
ーカー (NANOG, SOX2, TRA-1-81, SSEA-4) 
の発現、および各種分化誘導培地に移行した際
の分化マーカー (T (中胚葉)、SOX17 (内胚葉)、
PAX6 (外胚葉)) の発現を検出でき、iPS 細胞と
しての性能を保持していることを確認した。そ
の他、G-band 染色体解析等、異常を示唆する結
果は得られなかった。 
次に、組み込んだ Tet-On 発現誘導システムの

性能評価を行った。未分化維持培地に DOX を添
加し数日培養後、DOX 依存的な KA および
EGFP の発現を評価した。蛍光顕微鏡下で観察
した結果、DOX 添加培地を用いた時のみ EGFP
由来の緑色蛍光がコロニー全体に一様に確認できた (図 2B)。また、遺伝子発現解析の結果、KA
についても DOX 依存的に発現が誘導されたことを確認した (図 2C)。 
 以上の結果より、当該細胞株は DOX により発現を制御可能な KA 発現ヒト iPS 細胞株である
と結論付けた。 
 
（2）テラトーマの形成とヒト血液細胞への分化評価 
 ヒト iPS 細胞と OP9 を Matrigel に懸濁し
た状態で NSG マウスに移植し、テラトーマを
形成させた。精巣や皮下へ移植した場合と比
較し、腓腹筋中に移植することで再現性高く
テラトーマを形成できた。形成したテラトー
マから温和な酵素処理により細胞を回収し、
フローサイトメーターを用いてヒト血液細胞
の産生を評価した。その結果、hCD45+mCD45-

細胞が検出され (図 3A)、ヒト白血球の産生を
確認した。また、B 細胞系 (hCD19+hCD33-) 
および骨髄球系 (hCD33+hCD19-) の分化細
胞も確認できた (図 3B)。テラトーマ以外に解
析した組織では、ヒト血液細胞の含有は確認
できなかった。 
 以上の結果より、本研究で作製したテラト
ーマ内には iPS 細胞から分化したヒト血液細
胞が含まれており、白血病の発症を模擬する
ための基本条件は満たしていると判断した。 
 
（3）前白血病状態および白血病化の誘導 

 

図 2 KA 発現ヒト iPS 細胞株の樹立 

(A) 得られたコロニーの形態観察 
(B) DOX 添加培地で培養した細胞の蛍光顕微

鏡観察 
(C) DOX 添加培地で培養した細胞から抽出し

た RNA を用いた逆転写 PCR 

 
図 3 ER 発現ヒト iPS 細胞由来のテラトー
マに含まれた細胞のフローサイトメトリー
解析 

(A) 生細胞 (7-AAD-) を hCD45 および mCD45
で展開した結果 

(B) ヒト白血球 (hCD45+mCD45-) を hCD19 お
よび hCD33 で展開した結果 



 小児白血病は、胎児期に造血幹細胞もしくは
より未分化な細胞にて最初の変異 (ファース
トヒット) が生じることで前白血病状態へ移
行し、出生後に二次的な変異 (セカンドヒッ
ト) が加わることで発症する。ER や KA とい
った染色体転座による融合遺伝子の出現はフ
ァーストヒットに相当する。そこで、テラトー
マ形成マウスへの DOX の飲水投与により、テ
ラトーマ内に産生された血液細胞に ER また
は KA の発現を誘導し、前白血病状態への移行
を試みた。DOX の飲水投与下で飼育しテラト
ーマを成育させた後、テラトーマに含まれるヒ
ト血液細胞を詳細に解析した結果、ER 発現ヒ
ト iPS 細胞を移植したマウスのテラトーマで
は、正常なヒト iPS 細胞由来のテラトーマと比
較し、Pro-B 細胞後期から Pre-B 細胞に当たる
CD10+細胞の割合が顕著に高かった (図 4)。
CD19+細胞に対する CD10+細胞の割合比が高
かったことから、CD10+細胞から CD19+細胞への分化段階で障害が生じたと考えられ、ER の発
現・作用により前白血病様の状態へと移行したことが示唆された。KA 発現ヒト iPS 細胞につい
ても同様の検討を行った結果、KA 発現誘導下にて形成したテラトーマ内には CD19+細胞がほ
とんど検出されず、ER 発現細胞と比較し、より幼若な段階にて B 細胞分化に障害が生じている
ことが示唆された。これは、KA 陽性乳児白血病における特徴と一致した。 
 次に、前白血病様の状態への移行が示唆され
た ER 発現ヒト iPS 細胞由来のテラトーマに
対し、変異原性を有するエチルニトロソウレア
（ENU）および免疫原性を有するリポ多糖
（LPS）によるセカンドヒットを誘導し、白血
病化を検討した。テラトーマ形成マウスに対し
ENU および LPS を腹腔内投与した場合にテ
ラトーマ構成細胞にそれら薬剤が効率よく作
用しないことが明らかとなったため、シリンジ
を用いてテラトーマ内部に直接投与した。
DOX の飲水投与にて成育したテラトーマに 1
週間間隔で投与を繰り返した結果、コントロー
ルと比較し、テラトーマ内部に顕著に多数の
CD34 陽性の CD10+CD19+細胞が出現してお
り (図 5)、白血病に至る過程を誘導できた可能
性が考えられた。しかし、テラトーマ周辺の骨
髄やリンパ節、脾臓等の造血組織への当該細胞
を含むヒト細胞の浸潤は確認されず、その他の
エンドポイントも含め白血病病態の確認には至っていない。病態模擬にはより長期的にテラト
ーママウスを飼育することが必要と考えられたが、テラトーマの増大により細胞移植後 3 ヶ月
程度で人道的エンドポイントに達するため、テラトーマ小片や細胞の二次移植など長期的モニ
タリング手法の検討が今後の課題として挙げられた。 
以上より、転座遺伝子発現ヒト iPS 細胞を用いて作製したテラトーマ形成マウスを、小児白

血病評価用 in vivo モデルとして活用するための道筋を得た。一方、テラトーマ内部で生じた変
化、出現した細胞をより多面的且つ詳細に解析し、ヒト体内で生じるそれらとの類似性・相違点
を慎重に確認していくことが必要と考えられた。 
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図 4 DOX 投与下で成育したオリジナル iPS
細胞 (A) または ER 発現 iPS 細胞 (B) 由
来のテラトーマに含まれた細胞のフローサ
イトメトリー解析 

mCD45-hCD33-細胞を hCD19, hCD10, hCD34
で展開した結果 
緑：hCD19+hCD10-細胞  黄：hCD10+細胞 

図 5 DOX 投与下で成育した ER 発現 iPS 細
胞由来のテラトーマへの免疫原性物質 
(LPS) 投与にて出現した細胞評価 

mCD45-細胞を hCD10, hCD34 で展開した結果 
水色：hCD19+hCD33-細胞 
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