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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病の幹細胞の維持に必要な経路として、HoxA9、M-CSFR、c-Kitの３つの経路
を見出し、これらの発現はそれぞれBRPF1, PU.1及びc-MYBにより制御されることを明らかにした。これらの経路を遮断
することにより、白血病が治癒した。これらの発見は、これらの経路が治療の良い標的となることを示している。

研究成果の概要（英文）：Expression of M-CSFR, HOXA9 and c-KIT is high in stem cells of acute myeloid 
leukemia (AML). MOZ-fusions induce expression of these genes by interacting with PU.1, c-MYB and BRPF1, 
respectively, and that these pathways are critical for maintenance of AML stem cells. These finding 
indicate that the identified pathways can be therapeutic targets for AML.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
白血病を初め多くの癌で比較的少数の細胞
集団に癌組織を再構築する能力を持つ癌幹
細胞が存在  することが証明されている。幹
細胞は未分化性を維持しながら増殖する「自
己複製」の能力を有 する。我々は、自己 複
製能のないマウス骨髄前駆細胞にヒト白血
病原因遺伝子を導入し、これを同種マウスに
移植す ることにより癌幹細胞化することを
確認していた。 
癌幹細胞はしばしば治療抵抗性を示して治
療後に残存し、残存した癌幹細胞が癌 細 胞
を供給して再発の原因となると考えられて
いた。従って、癌幹細胞を完全に除去するこ
とが癌 の 根  治に重要であると考えられる
が、癌幹細胞を除去することにより本当に
治癒できるのかを直接示 した報告はなかっ
た。 
２．研究の目的 
本研究では、癌幹細胞の持つ自己複製能を
維持する分子メカニズムを、主 として癌幹
細胞の側から明らかにし、治療の標的となり
うる分子を同定する。癌幹細胞の解析 シス
テムとして、自己複製能を持たないマウス骨
髄前駆細胞にヒト癌の原因遺伝子を導入し
て  同種マウスに移植することにより自己複
製能を持つ癌幹細胞へと変換したマウスモ
デルを主と して用いる。これらのシステム
を用いて癌幹細胞におけるニッチを含む外
因性シグナル伝達機  構とその結果生じる遺
伝子の発現制御機構を解明し、癌幹細胞の自
己複製能と未分化性の維持 に必須な制御因
子を明らかにする。さらに、これらの因子
をコードする遺伝子を条件的に破壊 できる
遺伝子操作マウスを作成し、これらの因子
の破壊により癌が治癒できるかどうかを検
証 することにより、癌の根治を目指した治
療の標的となる分子を同定する。 
３．研究の方法 
(1) 白血病モデル実験システムを用いた癌
幹細胞の純化 癌幹細胞を研究するシステム
として、マウスにヒト白血病原因遺伝子を導
入したモデル実験系を主 として用いる。
C57BL6 野生型マウス骨髄から造血前駆細胞
を含む c-Kit 陽性細胞を採取し、これ に病
型 (慢性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病、
急性リンパ性白血病およびそれぞれの亜 分
類)の 異なる主要な9種類の白血病原因遺伝
子セット ( BCR-ABL, AML1-ETO+c-Ha-Ras, 
PML-RARa+FLT3-ITD, NPMc+ FLT3-TID, 
MOZ-TIF2, MLL-AF10, HoxA9+ Meis1, 
CALM-AF10, N-MYC ) をそれぞれレトロウイ
ルスベクターを用いて導入し、この感染細胞
を放射線照射した同系マウスに 移植するこ
とにより、マウスに白血病を発症させる。
これらのシステムでは発症時期や頻度は異
な  るが全ての遺伝子セットで既に白血病発
症が確認され、ヒト患者と同様な白血病が
マウスで発症す ることが確認されている。
これらの白血病発症マウスから採取した少

数の骨髄細胞を別の同系マウ スに移植する
と繰り返し同じ白血病が発症することから、
骨髄細胞中には白血病を誘導する活性の あ
る白血病幹細胞が存在することが示唆され
る。これらのモデル実験系を用いて発症マ
ウスの骨髄 細胞から様々なマーカーにより
分画した細胞を2次移植することにより白血
病誘導活性を測定し、 癌幹細胞を純化す
る。これまでにこのシステムを用いて、MOZ 
融合遺伝子が関与する急性骨髄性白 血病
( MOZ 白血病)の幹細胞には M-CSF 受容体が
高発現することを明らかにしているが、同様
にし て他の白血病原因遺伝子セットにより
誘導される白血病についても純化する。  
(2) 自己複製に必須な分子経路の同定 癌幹
細胞の未分化性維持および自己複製に必須
な経路およびその制御に関わる因子を同定
する。 (1)で純化した幹細胞の mRNA 発現プ
ロファイル解析、microRNA の発現プロファ
イル解析、全タンパク質及びリン酸化特異
的プロテオーム解析、網羅的クロマチン免疫
沈降 による解析を行うことにより、白血病
幹細胞特異的に活性化されている経 路を明
らかにする。 
(3)自己複製に必要な因子の欠損マウスを用
いた検証 
(2)で同定された白血病幹細胞特異的に活性
化されている経路を制御する 因子の遺伝子
領域に lonP 配列を導入することにより条
件的に遺伝子欠損で きるマウスを作製する。
このマウスの骨髄細胞又は胎仔肝臓細胞に
白血病 原因遺伝子を導入し、この感染細胞
を同系マウスに移植して白血病を誘導 す
る。この時、遺伝子欠損を誘導することに
より白血病が維持できるかど うかを検討す
ることにより、癌幹細胞の維持に重要な因
子であるかどうか を検証する。MOZ 融合遺
伝子が関与する急性骨髄性白血病では、PU.1 
欠損マウス及び M-CSF 受容体欠損マウスの
胎仔幹細胞を用いた場合に白血病は発症し
ないことから、 この経路が必須であること
を明らかにしている。 
(4) 白血病幹細胞を標的とした新たな治療
薬の開発 
(3)で同定された白血病幹細胞の維持に重要
な因子を標的とした新たな治療薬を開発す
る。標的分 子の性質により下記の2つのいず
れか又は両方の手法を用いる。 
イ )標的とする分子が酵素である場合、その
酵素活性ががん幹  細胞の維持に必須である
と期待されるので、標的分子の阻害剤を 開
発する。酵素阻害剤は上記マウスモデル実
験系で作用を検証す る。さらに、赤司らに
より確立した免疫不全マウスに白血病幹細 
胞を移植することによりヒト白血病を再現
したヒト生体癌幹細 胞システムによりヒト
白血病幹細胞に対する効果を検証し、同じ 
メカニズムがヒトにおいても働いているこ
とを確認する。 
ロ)標的とする分子が細胞の表面に発 現す



る場合、その分子と特異的に結合す る抗体
医薬を開発する。抗体医薬は、癌幹細胞に発
現する分子に結合し、NK 細 胞などの細胞障
害活性により、癌細胞を 破壊する。抗体医
薬については 上記ヒト白血病幹細胞を移植
したモデル 実験系を用いて治療効果を検証
する。 
４．研究成果 
急性骨髄性白血病で発現する MOZ-TIF2 融合
遺伝子をマウス骨髄細胞に導入して移植す
ることにより白血病を誘導したモデル実験
系を用いて、発症マウスの骨髄細胞から様々
なマーカーにより分画した細胞を２次移植
することにより白血病誘導活性を測定し、癌
幹細胞を純化した。この幹細胞では HoxA9、
M-CSFR、C-Kit の発現が亢進していることを
見いだした。HoxA9 の発現は、MOZ-TIF2 がク
ロマチン結合因子 BRPF1 との結合を介して
HoxA9 遺伝子の修飾クロマチンを認識するこ
とにより活性化することを明らかにした。
BRPF1はMOZ-TIF2と共にHoxA9遺伝子に結合
することを明らかにし、BRPF1の発現をshRNA
により抑制することにより、HoxA9 の発現や
細胞のコロニー形成能が顕著に低下した。
M-CSFR の発現は、MOZ-TIF2 が転写因子 PU.1
と結合を介して M-CSFR 遺伝子の特異的 DNA
配列を認識することにより活性化すること
を明らかにした。PU.1 遺伝子をコンディショ
ナルノックアウトマウスを用いて PU.1 遺伝
子を欠損させると M-CSFR の発現が著しく低
下し、白血病誘導が完全に阻害された。これ
ら の 結 果 か ら 、 BRPF1/HoxA9 経 路 や
PU.1/M-CSFR が急性骨髄性白血病の幹細胞の
維持に必須であることが証明された。また、
ポリコーム複合体を形成する Ring1A/Ring1B
が急性骨髄性白血病の幹細胞の維持に必須
であることを明らかにした。Ring1A/Ring1B
遺伝子の欠損により、発現の変化する遺伝子
を網羅的に解析し、急性骨髄性白血病の幹細
胞の維持に関わる因子 Glis2 を同定した。 
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