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研究成果の概要（和文）：白血病の発症あるいは悪性形質転換に関与する因子を同定するため、白血病由来樹立培養細
胞から、免疫不全NOGマウス皮下での造腫瘍性を指標に白血病幹細胞様細胞亜株を分画、樹立した。マイクロアレイ、R
NA-Seq解析により、樹立した細胞ではCADM1、CA9という細胞表面分子をコードする遺伝子の発現が変動していることが
明らかになった。これら分子の機能解析から、造腫瘍性に関してこれまで報告されていなかった分子機構の存在が示唆
された。この結果は、白血病の悪性形質転換に関する理解に資するとともに、新規治療標的同定の可能性を示している
。

研究成果の概要（英文）：To identify a molecule which plays a role in the initiation or malignant 
transformation of leukemia, we established leukemia stem cell-like cells from leukemia-derived cell lines 
which show high tumorigenicity in NOG mice. Micro array analysis and RNA-seq analysis revealed the 
aberrant expression patterns of CADM1 and CA9 genes, both of which encode cell surface proteins. Further 
analysis on these molecules indicated unveiled molecular mechanisms underlying tumorigenicity of leukemia 
cells. Our results help understanding malignant transformation of leukemia cells and suggest new possible 
targets for the leukemia intervention.

研究分野：血液腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
申請者と実験動物中央研究所が共同で開発
した NOD/Scid/γc-KO（NOG）マウスは、免
疫能を殆ど消失したいわゆる超免疫不全マ
ウス(Blood, 2002)で、ヒトがん細胞の生着が
比較的容易に成立することから、ヒトがん幹
細胞のスクリーニングに最適なマウスとし
て、国内外で活用されている。我々は、ヒト
造血幹細胞を NOGマウスに移植すると，ヒ
ト血液系細胞の分化過程をマウス生体内で
解析できること (Int.Immunol, 2009)、
HLA-DR遺伝子導入NOGマウスではヒト免
疫系が構築されること(Int.Immunol, 2012)、
等を報告してきた。さらに、ヒト白血病の
two-hit 発がんモデル系を下記の手法を用い
て確立することに成功した (PLoS ONE 
2012)。ヒト白血病の発症に関わる変異がん
遺伝子には、主として細胞増殖に関わる I型
変異遺伝子群と、細胞の分化抑制や自己複製
能に関わる II 型変異遺伝子群の少なくとも
２つのタイプの存在が指摘されている。ヒト
急性骨髄性白血病(AML)の発症では、これら
両がん遺伝子の変異、すなわち two-hit 発が
んメカニズムが想定されている。このような
背景から、我々は、I 型として RasG12V変異
遺伝子を、II 型として MLL-AF10 融合遺伝
子をヒト造血幹細胞に導入し、NOG マウス
へ移植した。各遺伝子を単独で導入した場合
には、白血病発症はみられなかったが、両遺
伝子を共に導入した造血幹細胞の移植では、
遅くとも３ヶ月後にヒト白血病の発症がみ
られた。それまでヒト白血病の two-hit 発が
んモデルの報告はなく、我々が確立したモデ
ルは、ヒト白血病発症メカニズムを研究する
上で、恰好の解析系となることが期待された。 
他方、最近の AML患者検体を用いたゲノム
解析では１検体当たり 1〜5 個程度の driver
変異の存在が推定され、さらに DNA メチル
化阻害剤の臨床応用等からepigeneticな変動
の重要性も指摘されているが、決定的な発症
機構解明には至っていなかった。 
白血病細胞の増殖維持や治療抵抗性の原因
としてがん幹細胞が近年注目を浴び、そのコ
ンセプトに修正を加えながら、新規診断•治
療戦略のターゲットとして精力的な研究が
展開されている。申請者は最近、成人 T細胞
白血病(ATL)由来細胞を、NOGマウスで複数
回継代することにより、がん幹細胞の指標で
あるマウスでの造腫瘍能の高い細胞集団を
濃縮できることを見いだし(投稿準備中)、こ
の成果を基にがん幹細胞の分離法を開発し
た。この分離法をモデル白血病に適用し、そ
のがん幹細胞を分離し、性状を解析すること
で、白血病細胞の増殖維持／抗がん剤耐性機
構の解明が期待された。 
 
２．研究の目的 
以上の背景をもとに、NOG マウス移植を技
術基盤としたモデル系で白血病細胞の幹細
胞を分画しその正常を明らかにする研究を

行った。 
 
３．研究の方法 
１）白血病細胞株から白血病幹細胞様画分を
NOG マウスにおける造腫瘍能を指標に分画す
る。 
２）分画細胞の遺伝子発現をマイクロアレイ
などにより網羅的に解析し、マーカーとなる
分子を同定する。 
３）白血病幹細胞様画分で亢進／抑制されて
いるシグナル伝達系を同定する。 
 
４．研究成果 
１）樹立白血病細胞株の limiting dilution
による細胞クローニングおよびNOGマウスで
の移植継代という２つの方法で、NOG 皮下で
の造腫瘍性が更新した細胞（集団）を得るこ
とができた。これらは細胞数１０個以下でも
腫瘍を形成することから、白血病幹細胞様の
性質を持つものと考えられた。 
２）上記細胞で発現変動を示す遺伝子をマイ
クロアレイなどにより網羅的に検索した。発
現変動を示す遺伝子のうち、高造腫瘍性細胞
で発現が低下しているCADM1と逆に発現が亢
進している CA9、２つの遺伝子に特に着目し
以降の解析を進めた。いずれも細胞表面分子
であり治療標的となる可能性があること、ま
た、白血病での機能に関して報告が少ないこ
とから着目した。 
３）CADM1 の過剰発現あるいは発現抑制では
造腫瘍性に変化が認められないことから、
CADM1 が直接造腫瘍性に関与している可能性
は低いと考えられた。これは本分子に関する
これまでの報告と異なっており、CADM1 発現
制御の新たな側面を示唆している。CADM1 低
発現細胞では JAK/STAT シグナル伝達系が亢
進しており、これが造腫瘍性亢進に関与して
いることが推察された。さらに RNA-Seq によ
る解析から、この細胞では EYA2, ETV5, ETS2, 
WNT10B などの興味深い遺伝子の発現変動が
明らかになった。JAK/STAT シグナルとの関連
を現在解析している。 
４）CA9 の過剰発現により造腫瘍性が亢進し、
逆に発現抑制で造腫瘍性が低下したことか
ら、CA9 は白血病細胞の造腫瘍性に関与して
いることが示された。血球系細胞で本分子の
発現は検出できなかったが、リンパ腫の一部
症例で発現亢進が認められ、CA9 発現の臨床
上の意義が示唆された。 
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