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研究成果の概要（和文）：染色体3q21と3q26との間の転座または逆位は、EVI1遺伝子の高発現を誘導することによって
、予後不良の白血病を引き起こす。本研究では、3番染色体逆位を再現するモデルマウス（3q21q26マウス）を用いて白
血病幹細胞を同定することを目的とした。白血病を発症した3q21q26マウスの骨髄では、B細胞マーカーであるB220陽性
細胞と骨髄球マーカーであるGr1陽性細胞が増加していた。このうちB220陽性かつ前駆細胞マーカーc-Kit陽性細胞は、
コロニー形成能を有し、ヌードマウスにおいて白血病を再現した。このことから、B220陽性c-Kit陽性画分に白血病幹
細胞が含まれることが示された。

研究成果の概要（英文）：Chromosomal translocation and inversion between 3q21 and 3q26 gives rise to acute 
myeloid leukemia with poor diagnosis. Overexpression of EVI1 gene located on 3q26 driven by GATA2 distal 
hematopoietic enhancer located on 3q21 is a major cause of leukemogenesis. We previously generated a 
transgenic mouse model (3q21q26 mouse) recapitulating inv(3)(q21q26) allele by linking two bacterial 
artificial chromosome clones. To identify leukemia-initiating cells in leukemia with inv(3)(q21q26), we 
analyzed the leukemic 3q21q26 mouse bone marrow cells. The 3q21q26 mice developed leukemia in which B 
cell marker B220+ and myeloid cell marker Gr1+ populations were expanded. In these leukemic cells, 
B220+/Gr1-/c-Kit+ cells exhibited blast-like morphology and have colony-forming ability. In addition, 
nude mice, into which B220+/Gr1-/c-Kit+ cells were transplanted, developed leukemia. These results 
indicate that B220+/Gr1-/cKit+ cells contained leukemia-initiating cells in the leukemic 3q21q26 mice.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 
3 番染色体長腕 21（3q21）領域と同じく 3番
染色体長腕 26（3q26）領域との間の転座また
は逆位は、3q21 側に存在する GATA2遺伝子エ
ンハンサーが、3q26 領域に存在する EVI1 遺
伝子の高発現を誘導し、白血病を引き起こす。
この 3q21 と 3q26 の転座および逆位を伴う白
血病は、WHO 分類にて予後不良群に分類され
ている。その一因として、白血病の治療標的
となる白血病幹細胞が同定されておらず、発
症機構が分かっていないことがあげられる。	
 
	
 
以前に私たちは、大腸菌人工染色体（BAC）
を用いて、3q21 領域と 3q26 領域との逆位ア
リルを約 200	
 kb にわたって再現するトラン
スジェニックマウス（3q21q26 マウス）を樹
立した（図 1）。このマウスは、造血幹細胞お
よび前駆細胞を含む細胞画分において高い
ヒト EVI1 遺伝子の発現を示し、24 週令以降
に白血病を発症した。このことから、3q21q26
マウスはヒト 3番染色体転座および逆位を伴
う白血病のモデルであると言える。	
 
	
 

	
 
２．研究の目的	
 
	
 
本研究では、3q21q26 マウスを用いて、3 番
染色体転座・逆位を伴う白血病における白血
病幹細胞を同定することを目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 
（1）3q21q26 マウスを用いた白血病幹細胞の
同定	
 
	
 
白血病を発症した 3q21q26 マウスの骨髄細胞
における分化マーカー発現様式をフローサ
イトメトリーによって解析する。それぞれの
細胞画分の分離し、形態解析、コロニー形成
能解析、ヌードマウスへの移植による白血病
再構築解析を行うことによって、白血病幹細
胞を含む細胞画分を同定する。	
 
	
 

（2）逆位アリル由来 EVI1遺伝子発現の可視
化マウスの作製と解析	
 
	
 
3q21 と 3q26 との間の逆位アリルによって制
御される EVI1 遺伝子の発現を 1 細胞レベル
で可視化するために、逆位アリルの制御下に
tdTomato 蛍光タンパク質を発現するトラン
スジェニックマウスを樹立する。このマウス
における tdTomato 発現を元に、白血病幹細
胞を含む細胞画分をさらに詳細に明らかに
することを目指す。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（1）3q21q26 マウスにおける白血病幹細胞の
同定	
 
	
 
白血病を発症した 3q21q26 マウスの骨髄をフ
ローサイトメトリーによって解析したとこ
ろ、B細胞マーカーである B220、骨髄球系細
胞のマーカーである Gr1のいずれかまたは両
方が発現している細胞が増加していた。B220
単独陽性細胞（B220+/Gr1‒細胞）、B220 と Gr1
共陽性細胞（B220+/Gr1+細胞）、Gr1 単独陽性
細胞（B220‒/Gr1+細胞）を分離し、未熟な細
胞のマーカーである c-Kit の発現を解析した
ところ、B220+/Gr1‒細胞画分において c-Kit
が強く発現していた（図 2）。	
 
	
 

それぞれの画分の細胞を c-Kit 発現の有無に
よって分取し、ライトギムザ染色にて形態を
解析した。その結果、B220+/Gr1/‒c-Kit+細
胞は芽球様の形態を示しているのに対して、
B220‒/Gr1+/c-Kit±細胞は分葉した核をも
つ分化した形態を示していた（図 3）。また、
これらの細胞における EVI1 遺伝子の発現を
解析したところ、B220+Gr1‒c-Kit+細胞にお

図 1 3q21q26 マウス 

3q21 領域と 3q26 領域をそれぞれ含む二つの

BAC クローンを Cre-LoxP システムを用いて結合

することによって、逆位を再現するモデルマウス

を樹立した。 

図2 3q21q26マウス白血病細胞のフローサイトメト

リー解析 

白血病細胞を B220 と Gr1 の発現によって三つの

画分に分離し（左図）、それぞれの画分における

c-Kit の発現を解析した（右図）。 



 

 

いて最も強い発現が観察された。	
 
	
 

	
 
さらに、これらの細胞を用いて、コロニーア
ッセイを行ったところ、B220+/Gr1‒/c-Kit+
細胞および B220+/Gr1+/c-Kit+細胞において
コロニー形成が確認された。しかしながら、
B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞由来のコロニー形成
細 胞 の み 継 代 可 能 で あ っ た 。
B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞由来のコロニー形成
細胞の形態を解析したところ、芽球様の細胞
とともに、分葉した核をもつ細胞がみられた。
また、この細胞のフローサイトメトリー解析
を行ったところ、B220‒/Gr1+細胞が出現して
いることが確認できた。これらの結果から、
白 血 病 マ ウ ス の 骨 髄 に お い て 、
B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞中に前駆細胞が含ま
れており、この細胞が分化することによって
B220+/Gr1+細胞や B220‒/Gr1+細胞が産生さ
れることが示唆された。	
 
	
 
B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞中に白血病幹細胞が
含まれているかを明らかにするために、白血
病マウスの骨髄から B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞
および B220+/Gr1+/c-Kit+細胞を分取し、ヌ
ードマウスに移植した。B220+/Gr1‒/c-Kit+
細胞を移植したヌードマウスは移植後 8週間
以内にすべてのマウスが白血病を発症した
のに対し、B220+/Gr1+/c-Kit+細胞を移植し
たヌードマウスでは白血病の発症はみられ
なかった。また、B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞を
移植し、白血病を発症したヌードマウスの骨
髄をフローサイトメトリーによって解析し
たところ、B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞だけでな
く、Gr1+細胞が出現しており、ドナーマウス
の白血病を再現していた。この結果から、
B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞中に白血病幹細胞が
含まれていることが明らかになった。	
 
	
 
（2）逆位アリル由来 EVI1遺伝子発現の可視
化マウスの作製と解析	
 
	
 
EVI1 遺伝子の発現を tdTomato 蛍光によって

モニターするトランスジェニックマウスを
作製した。3q21q26 マウスで用いた BAC 構築
を用いて、その EVI1 遺伝子の翻訳開始点に
tdTomato の cDNA を相同組換えによって挿入
した BAC クローン（3q21q26-tdTomato）を作
製した（図 4）。この BAC クローンをマウス受
精卵に顕微注入することによって、トランス
ジェニックマウス（3q21q26-tdTomato マウ
ス）を樹立した。	
 

	
 

3q21q26-tdTomato マウスにおける tdTomato
の発現様式を確認するために、骨髄細胞の
tdTomato 蛍光をフローサイトメトリーによ
って解析した。造血幹細胞および前駆細胞を
含む Lineage‒/Sca1+/c-Kit+（LSK）画分にお
いて強いtdTomato蛍光が観察された（図5）。
この tdTomato 蛍光は、分化した細胞（CD19+、
Gr1+、Ter119+細胞）では減少する傾向がみ
られたが、B220+細胞では、それ以外の細胞
と比較して、高く維持されていた（図 5）。こ
の tdTomato の発現様式は、3q21q26 マウスで
みられる EVI1 遺伝子の発現様式と一致して
いた。	
 

	
 

	
 
白血病発症前のマウス骨髄内で、B220+細胞
において高い tdTomato 蛍光および EVI1遺伝
子の発現が観察されたことは、白血病を発症
した 3q21q26 マウスにおいて、B220+細胞に
高い EVI1 遺伝子発現が観察されることおよ
び、B220+細胞内に白血病幹細胞が含まれる

図 4 3q21q26-tdTomato 構築 

3q21q26 構築の EVI1 遺伝子翻訳開始点に

tdTomato遺伝子を挿入した。 

図 3 3q21q26 マウス白血病細胞の形態解析 

白血病細胞のライトギムザ染色を行い、形態を評

価した。 

図 5 3q21q26-tdTomato の発現様式 

3q21q26-tdTomato マウスの骨髄細胞を分取し、

それぞれの tdTomato 発現を解析した。灰色: 野

生型マウス、赤: 3q21q26-tdTomato マウス。 



 

 

ことと相関する。今後、3q21q26 マウスと
3q21q26-tdTomato マウスとを交配すること
により、白血病発症マウスにおける tdTomato
蛍 光 を 観 察 す る 。 こ れ に よ り 、
B220+/Gr1‒/c-Kit+細胞内の白血病幹細胞画
分をさらに詳細に明らかにできると考えら
れる。	
 
	
 
なお、本研究期間中に 3q21q26 マウスを理化
学研究所バイオリソースセンターへ寄託し
た（登録番号 RBRC09508）。	
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