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研究成果の概要（和文）：白血病の性質解明や化学療法成績の向上のためには、自身を維持しながら白血病芽球
を産生する白血病幹細胞の機能解明が求められている。本研究課題では、ダウン症随伴急性巨核芽球性白血病
（DS-AMKL）を支える白血病幹細胞の同定と機能特性の解析を目的とした。ダウン症患者由来DS-AMKL細胞を超免
疫不全マウスに異種移植することで、ヒト白血病細胞および健常ヒト造血幹細胞を安定的に増幅・解析すること
のできる解析系を樹立した。この解析系を用い、DS-AMKL幹細胞が存在する候補分画として、CD34陰性かつヘキ
スト高染色性分画にある細胞集団を同定し、幹細胞分画単離の指標を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Elucidating the function of leukemic stem cell, that generates leukemic 
blasts and retains self-renewal potency, is required for characterization of leukemia and improving 
efficiency of chemo-therapy. The aim of this study is identification and characterization of the 
leukemic stem cell sustaining Down-syndrome associated acute megakaryoblastic leukemia (DS-AMKL). 
Human DS-AMKL- or hematopoietic stem cell-xenograft mice enabled to provide and analyze human 
leukemic cells and healthy hematopoietic stem cells stably. Utilizing this system, CD34 positive and
 Hoechst high-stained fraction was identified as a candidate fraction residing leukemic stem cell in
 this DS-AMKL. This information provides useful guideline to isolate the fraction with high 
concentration of leukemic stem cells.

研究分野： 分子血液学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
白血病患者の腫瘍細胞中には、造血幹細胞

に類似した性質を持つ白血病幹細胞と呼ば
れるごく少数の細胞が存在し、白血病発症に
関与している。白血病幹細胞は、通常は分裂
休止期にとどまっているため、細胞分裂過程
で働く従来の抗がん剤治療に抵抗性を示す
ことがわかっている。近年の白血病治療法の
進歩により高確率で寛解には至るものの、抗
がん剤治療から逃れた白血病幹細胞を起源
とする再発が、白血病治療における最大の問
題となっている。従って、白血病幹細胞を標
的とする分子標的薬の創出を目指した研究
が精力的に進められている。 
白血病病態および発症機序の解明において、

転写因子異常との関連は無視できない。白血
病との関連が深い因子のひとつである
GATA1 は、赤血球・巨核球の分化に関わる
多様な遺伝子の発現を制御するマスター転
写因子である。近年、ダウン症患児において
高率に発症する一過性骨髄増殖(TMD)と、随
伴する急性巨核芽球性白血病（DS-AMKL）
の発症に GATA1 のアミノ末端側転写活性化
（NT）ドメイン欠失が関与することが報告
されている。NT ドメイン欠失型変異 GATA1
発現マウスは、GATA1 変異のみで TMD 様
病態を呈することから（Shimizu et al. 2009 
Genes Cells）、GATA1 よる転写制御の均衡
破綻が、TMD および DS-AMKL の発症に深
く関与すると考えられている。 
また DS-AMKL は、多段階発がん機構に則

した非常に特徴的な発症経緯を示す。ダウン
症患児の約 10％において、臨床的には白血病
と同じ病態を呈する TMD を発症する。TMD
は数ヶ月で自然に軽快し、細胞遺伝学的完全
寛解の状態になるが、その内の約 20％が小児
期に DS-AMKL を発症する。 TMD と
DS-AMKL 発症時の芽球では同じ GATA1 遺
伝子変異を有することから、TMD 寛解時に
残存していた幹細胞が更なる遺伝子変異を
獲得することで、DS-AMKL に至ると考えら
れている（Shimizu et al. 2008 Nat Rev 
Cancer）。このように、特異的な転写因子機
能と白血病発症機序に明確な関連を見出せ
る症例は、分子機構解析の方向性を定めるこ
とができ、幹細機能解析へのアプローチが容
易であると言える。 
故に、遺伝子発現制御に着目した白血病幹

細胞研究において、DS-AMKL が有用なツー
ルになると考えた。特に白血病幹細胞は、可
逆的に増殖特性を変化させて休止状態維持、
自己複製、腫瘍細胞産生を行っていることか
ら、各ステージの遷移過程における、増殖シ
グナル伝達経路や細胞周期チェックポイン
ト構成因子等の遺伝子発現制御に関わるエ
ピゲノム修飾の変化が予想される。こうした
エピゲノム特性と、従来から着目されている
21番染色体トリソミーやGATA1変異および
他の遺伝的変異との関与を精査していくこ
とで、TMD を経て DS-AMKL に至る過程で

の白血病幹細胞の出現と維持に関わるメカ
ニズムを解明できると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ダウン症に随伴する急性巨核

芽球性白血病（DS-AMKL）の形成を支持す
る白血病幹細胞を同定し、幹細胞特性および
その獲得機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（ 1 ）超免疫不全マウスにおけるヒト
DS-AMKL 細胞の異種移植系の樹立 
解析対象とするDS-AMKL細胞を安定的か

つ潤沢に得るために、マウス異種移植疾患モ
デルを樹立し、白血病幹細胞研究の為の
DS-AMKL 細胞をマウス個体内で増幅させ
る実験系を構築する。超免疫不全マウス
（NOG マウス）個体内で AMKL へ進展した
ダウン症／TMD 患児由来細胞（Saida et al. 
2013 Blood）を、ヒト DS-AMKL 細胞とし
て用いる。2x106 個の本細胞を、放射線照射
（2.4 Gy）した超免疫不全マウス（NOG マ
ウス）に尾静脈注射し、異種移植を成立させ
る。移植後 10 週目から、レシピエントマウ
スより 14 日おきに末梢血を採取し、末梢血
球中のヒトCD45陽性細胞をフローサイトメ
ーターで検出することで、ヒト由来 AMKL
芽球の循環を確実に認める時期を判定する。
さらに DS-AMKL 発症マウスにおいて、骨髄
および脾臓における芽球割合の算定と、回収、
凍結保存、再移植が可能であることを連続移
植系により検証する。 
 
（2）超免疫不全マウスにおける正常ヒト造
血幹細胞の異種移植系の樹立 
白血病幹細胞の性質を解析するうえでの対

照群とするヒト造血幹細胞を得るために、細
胞バンク由来ヒトCD34陽性造血幹前駆細胞
の異種移植マウスを樹立する。ヒト CD34 陽
性細胞 1x105個を、放射線照射（2.4 Gy）し
た NOG マウスに尾静脈注射し、異種移植を
成立させる。移植後 4 週目から、レシピエン
トマウスより 21 日おきに末梢血を採取し、
末梢血球中のヒトCD45陽性細胞をフローサ
イトメーターで検出することで、ヒト造血系
の確実な再構築を認める時期を判定する。さ
らに骨髄および脾臓におけるヒト造血細胞
割合の算定と、回収、凍結保存、再移植が可
能であることを連続移植系により検証する。 
 
（3）細胞表面形質に基づく白血病幹細胞濃
縮分画の同定 
ヒト造血幹前駆細胞において特異的に発現

する CD34 は、多くのヒト白血病研究におい
て白血病幹細胞を単離するための指標とし
て用いられる。DS-AMKL 発症マウス骨髄中
のヒト由来細胞より CD34 陽性細胞および
CD34 陰性細胞をセルソーターによりそれぞ
れ単離し、異種移植を行う。レシピエントマ
ウスにおける DS-AMKL 発症の有無により、



白血病幹細胞がCD34陽性あるいは陰性いず
れの分画に含まれるかを判定する。さらに、
CD34 と組み合わせることでヒト造血幹細胞
から前駆細胞の間の分化段階を分けること
が可能な細胞表面形質として、CD117、CD90、
CD38、CD49f、CD45RA を用い、CD34 陽
性分画あるいは陰性分画中から、より詳細に
白血病幹細胞濃縮分画を探索する。また血球
分化の進行過程とは別指標を用いた方法と
して、他のヒト白血病幹細胞分画単離指標と
してこれまでに報告のあった CD123 および
CD44 の発現パターンを CD34 発現の情報に
追加し、分画化する。 
 
（4）造血幹細胞の機能的特性に基づく白血
病幹細胞濃縮分画の同定 
造血幹細胞は自身の幹細胞性を維持するた

めに、分化成熟した血球とは異なる独特の性
質をもつ。白血病幹細胞と造血幹細胞には多
くの類似性が見出されてきており、細胞表面
形質だけでなく、機能面での類似性もまた、
白血病幹細胞分画同定の指標となり得る。 
第一に、幹細胞特異的機能の一つとして DNA

染色色素（ヘキスト）の排出能亢進に着目す
る。ヘキスト低染色性分画（高排出能）およ
びヘキスト高染色性分画（低排出能）に分け、
それぞれの分画をセルソーターにより単離
し移植する。 
第二に、幹細胞が細胞分裂休止期（G0 期）

にとどまっている点に着目する。ヘキストお
よびピロニンYを用いた蛍光色素染色により、
G0 期細胞および細胞周期亢進細胞をそれぞ
れ単離し移植する。細胞機能特性と、細胞表
面形質発現パターンとを組み合わせ、
DS-AMKL 幹細胞同定の指標を見出す。 
 
４．研究成果 
（1） 

DS-AMKL 移植レシピエントマウスでは、
移植後 10-12週目で末梢血中へのCD45陽性
ヒト由来芽球の循環が認められた。末梢血中
ヒト由来芽球は巨核球特異的細胞表面マー
カーである CD41a を発現していた。造血組
織における所見として、骨髄における骨髄芽
球および巨核芽球様の未熟な細胞の蓄積が
認められた。また脾臓への芽球の浸潤および
軽微な脾腫が認められた。加えて、血小板減
少と貧血が認められた。以上の血液学的所見
により、レシピエントマウスにおいて確実に
DS-AMKL 様病態が形成されることが示さ
れた。 

10-12 週目の時点で造血組織におけるヒト
由来芽球の割合は、骨髄脾臓共に 80%程度に
達しており、さらに 20 週を超えると正常造
血が障害されて死亡する個体が出現するこ
とがわかった。そのため、十分な細胞サンプ
ルを回収できる最適な解析タイミングとし
て、移植後 10-18 週目を基準にすることがで
きると判断した。 

DS-AMKL 発症マウス骨髄からヒト由来芽

球をセルソーターにより単離し、二次移植を
行なったところ、二世代目のレシピエントマ
ウスにおいてもヒト由来芽球の生着率は保
たれていた。同様に三次・四次と連続的に移
植を行なっても、継続的に DS-AMKL 発症マ
ウスを得られることがわかった。さらに回収
した細胞を液体窒素中に凍結保存し、再度融
解した場合でも生着効率は保たれることが
わかった。DS-AMKL 細胞を安定的に増幅・
供給できる実験系の樹立に成功した。 
 
（2） 
ヒト CD34 陽性造血幹前駆細胞移植レシピ

エントマウスでは、移植後 4 週目で末梢血中
へのCD45陽性ヒト由来血球の循環が認めら
れた。全循環血球中のヒト由来血球の割合は、
1%程度であるが、時間経過に依存して割合は
増加傾向にあった。フローサイトメーターに
よる細胞表面形質解析より、循環血球中には
ヒト赤血球、骨髄球、単球、T リンパ球、B
リンパ球の各系列が含まれ、造血幹細胞から
の分化成熟がマウス内で再現されているこ
とが示された。造血組織におけるヒト細胞の
キメリズムは骨髄で 40%程度、脾臓で 50%
程度であり、CD34 陽性 CD90 陽性を示すヒ
ト造血幹細胞分画が検出できることを確認
した。 

DS-AMKL 細胞と異なり、ヒト CD34 陽性
造血幹前駆細胞移植系においては、マウス体
内での 3世代以上の連続的な移植および幹前
駆細胞分画の増幅は不可能であった。これは、
共存するマウス造血幹細胞との競合により
ヒト造血幹細胞が骨髄微小環境から排除さ
れることで、幹細胞性を喪失したことが推察
される。そのため継代移植による永続的な生
着維持は困難であり、DS-AMKL 幹細胞解析
における対照細胞供出の際には、その都度新
規細胞から異種移植マウスを作製する必要
があることがわかった。 
 
（3） 

DS-AMKL 発症マウス骨髄より単離したヒ
ト CD34 陽性分画または陰性分画をNOGマウ
スに移植した。CD34 陽性分画移植群では
DS-AMKL 発症を認めなかったが、CD34 陰
性分画移植群において発症を認めた。CD34
陰性分画中では、CD177、CD123、CD44 の
いずれにおいても、陽性分画および陰性分画
が混在していた。どちらの分画を移植した場
合でも DS-AMKL 発症を認めたことから、こ
れらの表面形質ではCD34陰性分画からの細
分化が出来ないことが示された。 
白血病幹細胞の大部分は休止状態にあり、

抗がん剤への抵抗性を示すことがこれまで
に報告されている。DS-AMKL 発症マウスに
おいて抗がん剤（5-FU）を投与したところ、
CD34 陰性分画における CD90、CD38、
CD49f、CD45RA の発現パターンが変化し、
特に CD49f 陰性かつ CD45RA 陰性分画の生
存性上昇が認められた。しかしながら、CD34



陰性分画中では CD49f および CD45RA の発
現の有無に関わらず、移植レシピエントマウ
スにおける DS-AMKL 発症を認めた。この結
果は、CD34 陰性分画には抗がん剤抵抗性を
示す細胞集団が確かに存在するが、本解析で
適用した造血幹前駆細胞単離法に準ずる表
面形質の発現パターンとは一致しないこと
を示している。 
 
（4） 
ヘキスト低染色性分画およびヘキスト高染

色性分画に分離し、それぞれの分画をセルソ
ーターにより単離し移植した。その結果、ヘ
キ ス ト高染 色 性分画 移 植群に お い て
DS-AMKL 発症を認めた。しかしながら正常
造血幹細胞が濃縮されるヘキスト高染色性
分画移植群においては発症を認めなかった。
実験（3）での解析結果より白血病幹細胞候
補領域と想定したCD34陰性分画はヘキスト
低染色性分画およびヘキスト高染色性分画
のどちらにも含まれていたが、本結果より、
CD34 陰性分画の中でも特にヘキスト高染色
性細胞集団において、白血病幹細胞が存在し
ていることが示された。 

CD34 陰性分画において、ヘキストおよび
ピロニン Y 低染色性を示す G0 期にある細胞
を検出することができた。G0 期細胞が、
CD34 の他にどのような表面形質を呈するか
同定するまでには至らなかったが、CD34 陰
性分画中に、休止状態にある DS-AMKL 幹細
胞が存在する可能性を提示することができ
たと考えられる。 
 
（総括・展望） 
本研究において解析対象とした DS-AMKL

幹細胞は、CD34 陰性かつヘキスト高染色性
分画に存在することがわかった（図）。この
結果は、多くのヒト白血病幹細胞が CD34 陽
性分画に存在するという報告が多い中で、本

白血病は非常に珍しいタイプであることを
支持する。現時点で同定できた分画は、全白
血病細胞中の多くの割合を占めていること
から、真の白血病幹細胞濃縮分画を単離する
ためには、さらに別の指標を用いて候補分画
を細分化していく必要がある。 
今後、DS-AMKL 幹細胞集団において、細

胞特性を形成する遺伝子発現プロファイル
等を解析することで、白血病芽球および正常
造血幹細胞との相違点あるいは類似点を明
らかにできると考える。将来的に白血病根治
を目指す治療標的の探索につながることが
期待される。 
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