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研究成果の概要：特定の白血病細胞の分画の検出と分離を施行するため、細胞内の mRNA
の染色を試みた。QUAL/FRET (quenched autoligating /fluorescence resonance energy transfer)法
を改良し、蛍光 probe の導入技術や反応時間の調整など多方面の改良を施行した。適切な

donor probe と acceptor probe を設定し、energy transfer にて得られた特異的蛍光を検出しよ

うとした。標的分子(mRNA)を WT1 とし、白血病細胞の同定と分離を生細胞の状態で行う

可能性を模索した。作成された probe の細胞膜の透過性を一時的に高めるため streptlysin O 
(SLO)を使用した。SLO の至適濃度の決定に関しては細胞や試薬の状態などによる再現性の

低下を防止するため、probe 導入前に SLO の処理濃度の最適化実験を行い、flow cytometry 
にて検討した。培養細胞では細胞内蛍光の増加を認め、WT1 が特異的に検出できると考え

られた。しかし、WT1 の発現が本来非常に弱いとされている正常のリンパ球における蛍光

が probe 量の増加とともに増加し、non-specific な蛍光をより低下させる必要性がでてきた。

Non-specific な蛍光の原因を検討するため、分子量を変えた probe を設計して細胞内に導入

した。また probe が核内へ移行することも考えられたため、probe に接着させる蛍光物質の

量を変化させ検討している。 
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１．研究開始当初の背景 
多くの白血病は造血幹細胞(HSC)に近い

非常に未分化な細胞に遺伝子異常が発現し、

その異常によって引き起こされた分化異常

と増殖を呈する疾患である。したがって癌

化学療法後に観察される微少残存白血病細
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胞内には原因遺伝子の異常は保持される。

化学療法の有効性や個別化治療の面からも

微 少 残 存 病 変 (minimal residual disease; 
MRD)を正確に評価しようとする試みがさ

れてきた。 
MRD はこれまで flow cytometry (FC)法、

fluorescence in situ hybridization (FISH)法、定

量的 polymerase chain reaction (PCR)法にて

検出されてが、長所とともに欠点があった。 
FC 法では CD45,CD34 等のモノクローナル

抗体に多パラメータ搭載セルソーター、カ

ラム、磁気ビーズ法を併用し識別する方法

や色素(Hoechst33342 等)難染色性を用いた

方法が用いられ、比較的簡易で安価である。

しかし正常造血前駆細胞と白血病細胞をそ

の表現型や色素排泄能のみから判別するこ

とは容易でなく、正常未分化細胞の混入が

データの解釈に様々な影響を与えてきた。 
FISH法では原因核酸を染色し原因核酸を保

有する白血病細胞が判別される。しかし、

本法では細胞が固定されるため、その後に

施行される残存白血病細胞が獲得あるいは

増幅した耐性など、残存した原因の解析法

は限定される。固定後に表現型を解析可能

な抗体も限定される。 
定量的 PCR 法では残存細胞量を核酸のコピ

ー数に現わす。最近標準化の努力により、施

設間差も縮小してきた。しかし、本法は細胞自

体を破壊するため、形態学的、機能的そして

表現型の同時解析は難しい。予め目的細胞を

分離しておく手段もあるが、手間とコストかかか

り、生細胞率や機能上の変化が引き起こされ

る、表面抗原に規定された亜集団を分離して

いるにすぎず、また厳密に純化した白血病細

胞の分離は不可能であった。PCR 法や FISH
法を用いた微少残存病変の研究が Japan 
Adult Leukemia Study Group (JALSG)を中心

に行われ、治療の個別化や層別化の指標とし

て重要視され始めたが、化学療法後の白血病

細胞が減少(106-109/body)時では細胞数や核

酸量の定量が主眼で、重要な MRD 細胞の特

性(質的評価)を解析することは困難であった。 
白血病細胞の薬剤耐性の獲得に関しては

化学療法施行前と治療抵抗期や再発時の増
殖した白血病細胞を比較検討して研究がさ
れてきた。耐性メカニズムとして ABC 
transporters、apoptosis 抑制、間葉系細胞と
のクロストーク等が提唱されている。私達
も前者を中心に研究をしてきた(Takeshita 
et al, JJCR 86: 607-615, 1995; Br J Haematol 
93: 18-21, 1996; 108: 90-92, 2000; Leukemia 
14: 1436-1443, 2000; 16: 813-9, 2002; 19: 

1306-11, 2005)。しかし化学療法に耐性を呈
する白血病細胞は MRD の中にこそ存在し
ているものであり、この部分を解析の主眼
と位置づけるべきである。薬剤耐性の本丸
とされる白血病幹細胞も白血病腫瘍量の多
くなった時点でその特性を解析するのは障
害が多かった。 
 
２．研究の目的 

mRNA は rRNA よりも少量で可変部が

多く分子構造が不明の部分もあり検出は

困難であった。標的に対する蛍光 probe の

設計が難しく、生細胞の細胞膜を通過し、

細胞内酵素の影響を免れることも難しい。

1990 年後半から molecular beacon (MB) 
probe を使用し標的 RNA を検出する試み

がなされた (Sokol et al Proc Natl Acad Sci 
USA 95, 11538-43, 1998)。しかし非特異的

信号が多く細胞内で不安定である。

quenched autoligating (QUAL) probe を導

入し fluorescence resonance energy transfer 
(FRET) にて検出するQUAL/FRET法は標

的核酸を保有する細胞を同定する有用な

方法として海外では一部の造血器腫瘍の

研究に導入され始めた。 
QUAL/FRET 法を安定した手法として発

展させ、donor シグナルの減衰と特異的
FRET シグナルの検出を得、QUAL/FRET 法
と flow cytometry を用い目標遺伝子を保有
する生細胞を同定し純化しようとした。本
法の導入により化学療法後の MRD が生細
胞のまま分離されうる。分離された MRD 
の白血病細胞の表現型を検討すれば、効率
的かつ正確に MRD の責任細胞が明らかと
なりうる。白血病遺伝子保有細胞を標的と
すれは MRD の量的評価に加え、質的評価
が可能となり表現型や形態に加え薬剤感受
性、耐性獲得そして間葉細胞との関係など
の研究が飛躍的に発展する、と考えた。染
色される核酸の対象として白血病に極めて
特異性が高く原因でもある BCR/ABL, 
PML/RARα, AML-1/ETO 等を標的とすれば、
得られる白血病細胞の純度は理論上 100％
となりうる。 
 
３．研究の方法 

QUAL-FRET 法を利用した probe の設定を

行う。WT1mRNA に対する作製された donor 
probeと acceptor probeの特異性を確認する。

培養細胞に donor および acceptor probe と

incubate し、キメラ RNA 陽性細胞で energy 
transfer による FRET 蛍光が上昇することを

スペクトロメーター等により解析する。 
QUAL-FRET 法を利用した白血病細胞分



 

 

離方法の確認として特異的蛍光 probe の白

血病細胞への導入と gating と sorting による

分離効率の調整、そして生細胞率の向上を

はかる。これまでの preliminary な実験では、

接着性のある細胞や増殖が顕著な培養細胞

では probe の導入効率が低下する傾向があ

るため、neuramidase や low Ph condition 等を

用いて技術的な向上をはかる。monocytic 
leukemiaやNK cell leukemiaのような接着性

を有する白血病細胞株を使用する。 
同様に QUAL-FRET 法を利用し、培養細胞

において WT1 の保有細胞を非保有細胞か

ら識別する。遺伝子陽性細胞として分離さ

れた細胞が実際に遺伝子を保有しているか

は FISH 法により検討する。また同じ検体の

mRNA 量を RT-PCR 法にて測定し、両者に

正の相関関係があることを検討する。また

WT1の極めて低発現量である末梢血リンパ

球をサンプリングし、この FRET シグナル

を検討する。 
WT1 発現細胞では flow cytometry 以外に

蛍光顕微鏡下に検討し、mRNA の存在する

細胞質（胞体）内に限局して蛍光が認めら

れること、核内には蛍光が発生しないこと

を確認する。 
 
４．研究成果 

SLO による細胞膜の穿孔に関して浮遊培養

細胞として K562、HL60 等 10 種類の細胞、接

着細胞として COS7、NOMO1 等を使用した。

いずれの細胞でも FITC ラベル dextran の取り

込みが確認された。さらに膜穿孔後再封入し

た細胞を継代培養し、その生存と細胞分裂を

確認することができた。 

WT1 を標的とした染色では白血病細胞内に

FREDシグナルを検出することができた。しかし、

細胞内の蛍光の局在部位を検討したところ、

核内からの蛍光を検出し、理論上の核が染色

されない結果に相反した。細胞内に導入にた

probe を胞体内に局在させるため細胞膜を通

過し、核膜は通過しない probe の修飾が必要

で あ る と 考 え ら れ た 。 こ れ に 対 し て 、

avidin-biotin 結合やモノクローナル抗体を結

合させ、分子量の増加を試みた。この実験の

結果、核内へのprobeの取り込みは減少し、胞

体が特異的に蛍光を発していることが確認さ

れた。 

RT-PCR との相関関係を検討したところ、

RT-PCR において強発現を認める細胞におい

て FRED シグナルの発現は低レベルであった。

一方、末梢血リンパ球を Ficoll にて分離し、そ

の WT1 発現量を検討した。WT1 は RT-PCR

では極めて低発現であったが、FRED シグナ

ルが検出された。 

WT1の発現量は１細胞あたり1000-3000コピ

ーと想定され、現行の方法では FRED を検出

するには不十分で非特異的なシグナルを検出

することが困難であることも考えられた。さらに

mRNA 発現量の多い RAS や FOS をいった標

的から検討を加える必要性があると思われた。

また、quenced autoligating FRED probe を使用

し増幅させることに関しても検討が必要である

と考えられた。 
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