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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、t(3;21)染色体転座を有する慢性骨髄性白血病患者細胞を用いて、単細胞レ
ベルでの遺伝子発現解析システムを用いてさまざまな細胞分画におけるキメラ遺伝子の発
現を解析した。その結果、白血病細胞の中でも幼若で治療抵抗性の原因にもなるとされる
CD34 陽性 CD38 陰性 CD90 陽性の分画で、単細胞レベルで BCR-ABL キメラ遺伝子の発
現が他の分画に比べて低い傾向にあることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we assessed the variations of BCR-ABL expression at the single-cell 
level, with the use of patient samples from a t(3;21) positive chronic myeloid leukemia 
patient and a single-cell gene expression analyzer. We assessed several cell populations 
of patient samples, isolated via surface antigen profiles. In the result, we found that 
the expression level of BCR-ABL in CD34+/ CD38-/CD90+ leukemic cells was likely to 
be lower than those in other fractions at the single-cell level. 
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１．研究開始当初の背景 
 白血病の治療において、高い再発率が治療
成績の向上を妨げている。再発の一因として
初期治療に抵抗性の白血病幹細胞が維持・増
殖することが示唆されている。これまでにも
白血病の難治化に関する研究は多数行われ
てきたが、それらの多くは性質が不均一な細
胞集団をまとめて解析したものであった。単
一細胞レベルで白血病幹細胞における遺伝
子発現を調べることにより、これまでの解析
では解らなかった白血病幹細胞の遺伝子発
現プロファイルが明らかになる可能性があ
る。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、白血病幹細胞を単一細胞レベ
ルで解析することにより、従来の手法では検
出できなかった白血病幹細胞に特異的な分
子生物学的異常の解明を、特に遺伝子発現に
注目して行うことを目指した。白血病細胞の
生存や増殖に重要なキメラ遺伝子の発現量
が、白血病幹細胞といわれる、再発に大きく
関わる分画で他の分画と比べてどのような
挙動を示しているのか、明らかにすることを
目指した。 
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３．研究の方法 
 本研究では、t(3;21)染色体転座を有する
慢性骨髄性白血病の初発患者の骨髄液を用
いて解析を行った。骨髄液中の有核細胞を血
球分離溶液を用いて分離し、表面抗原 CD34, 
CD38, CD90を、蛍光抗体 CD34-PE, CD38-FITC
または CD33-FITC, CD90-APC で染色し、FACS 
AriaII(ベクトン・ディッキンソン社)を用い
て、CD34+/CD38-/CD90+, CD34+/CD38-/CD90-, 
CD34+/CD38+, CD34-/CD33+, CD34-/CD33-の
各分画に分けた上で、single-cell sortを行
なった。 
 ソートされた単一細胞から CellsDirect 
One-Step qRT-PCRキット(インビトロジェン
社)を用いて RNAの逆転写を行い、BCR-ABL, 
AML1-MDS1-Evi1(t(3;21)に伴って生じるキ
メラ遺伝子), β-actinの定量 PCRを施行した。
定量 PCR には BioMark HD(Fluidigm社)も使
用した。また、各分画における BCR-ABL陽性
細胞の割合を、FISH法で定量した。 
 
４．研究成果 
 FISH の結果、CD34+分画でも 90～95%の細
胞が BCR-ABL陽性であり、慢性骨髄性白血病
細胞の割合の高い検体であった。しかし、
CD34+/CD38-/CD90+ の 分 画 に 限 定 す る と
BCR-ABL 陽性細胞の割合は約 80%で、残存し
ている正常造血幹/前駆細胞が一定の割合で
混入していると考えられた。 
 一方、単一細胞発現解析の結果、BCR-ABL
を発現していると考えられた細胞の割合は、
CD34+/CD38+分画では 85%であったのに対し、
CD34+/CD38- 分 画 で は 70% 、
CD34+/CD38-/CD90+分画では 30%と、より未分
化な表面抗原発現パターンの細胞ほど発現
量が低い傾向にあることがわかった。FISHの
結果と併せると、CD34+/CD38+分画ではほぼ
すべての白血病細胞が BCR-ABLを測定感度以
上のレベルで発現していたのに対して、その
ような細胞が CD34+/CD38-分画では約 7 割、
CD34+/CD38-/CD90+分画に限定すれば約 4 割
であると考えられた。 
 各細胞ごとの発現量を比較すると、同じ分
画に属する白血病細胞であっても 10 倍以上
の BCR-ABL発現量の差があることが示唆され
たが、各分画ごとに発現量の分布は正規性を
保っていると考えられた。従って、最も未分
化な分画の慢性骨髄性白血病細胞では、
BCR-ABL キメラ遺伝子の発現が全体的に下が
る傾向のあることが示唆された。 
 一方、BCR-ABL より後から加わった染色体
異常によると思われる AML1-MDS1-Evi1 キメ
ラ遺伝子については、CD33-/CD34-分画の細
胞ではまったく発現していないことがわか
った。このことから、AML1-MDS1-Evi1が加わ
ることによって白血病細胞に何らかの分化
阻害が加わり、CD33-/CD34-のリンパ球や赤

血球などの分画には分化できなくなること
が示唆された。また、最も幼若と考えられる
CD34+/CD38-/CD90+分画でも AML1-MDS1-Evi1
を発現している白血病細胞は見られなかっ
た。このことから、慢性骨髄性白血病が最も
未熟な造血細胞分画で発生することと、それ
に白血病の進展に関わるような遺伝子異常
が加わる場合には少し血球が分化した段階
で異常が加わっていることが示唆された。 
 白血病の最も幼若な分画では白血病遺伝
子の発現量が少ない可能性があることが本
研究から示唆された。慢性骨髄性白血病が、
BCR-ABL を標的とするチロシンキナーゼ阻害
剤だけで治癒できないことなども、このよう
な幼若白血病細胞の BCR-ABL非依存性が普遍
的な事象であれば説明可能である。逆に、白
血病遺伝子に依存せずに白血病細胞を維
持・生存させる因子が極めて重要とも考えら
れる。本研究によって、白血病幹細胞といわ
れる分画の分子生物学的特性の一端が示さ
れ、白血病細胞を維持する微小環境などの重
要性が明らかになったと考えられる。 
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