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研究成果の概要： 

 近年、白血病, 乳癌, 大腸癌等、各種悪性腫瘍において腫瘍幹細胞の存在が報告されている。

それらは細胞表面マーカーをもとに解析されたものであり、機能的な側面から同定された報告

はない。今回我々は、正常幹細胞でその活性が高いことが知られている各種シグナル(Wnt, 

Notch, NFκB, テロメレース)を蛍光蛋白あるいはルシフェラーゼを用いて検出するレポータ

ー法を開発した。この方法により、(1) 細胞個別に、(2) 細胞が生きたままの状態でのシグナ

ル（レポーター）活性の解析が可能となった。また、レンチウイルスベクターの高い感染効率

は、今まで困難であった初代培養細胞での解析を可能にした。以下に、得られた主な知見を示

す。 

(1) 各種造血器腫瘍細胞株におけるWnt, NFκB活性について解析した。この方法でシグナル活

性を検出できる細胞株は限られたが、細胞株によりシグナル活性分布は特異的であった。NFκB

シグナルは慢性骨随性白血病細胞株, 成人T細胞性白血病株, 骨髄腫細胞株において特に高く、

Wntシグナルは慢性骨随性白血病細胞株, 骨髄腫細胞株において特に高かった。今後、患者検

体を用いて同様の解析を行い、臨床データと照合し、この方法が新たな予後予測因子となりう

るかどうか検討したい。 

(2) ルシフェラーゼ発現ベクターを作製し、Ph染色体陽性急性リンパ性白血病細胞株における

NFκBシグナルを調べた。TNFα刺激と骨随ストローマ細胞の共培養は、NFκBシグナルに対し

て相加的な効果を生じた。これにより造血微小環境（ニッチ）が白血病細胞に及ぼす効果を、

細胞が生きたままの状態でイメージングすることが可能になった。 

 今後、これらの幹細胞シグナル陽性細胞が機能的な腫瘍幹細胞活性を持っているかどうか、

コロニーアッセイや免疫不全マウスへの移植実験等により調べたい。 
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１．研究開始当初の背景 

 急性白血病は、個体の造血環境下で何らか

の遺伝子異常を生じた結果、不死化と分化停

止という二つの特徴を獲得した芽球細胞が単

クローン性に増大し、正常造血を抑制する病

態である。細胞形態や表面形質では均一に見

える白血病芽球も、分裂能力の点ではかなり

不均一な集団である。つまり白血病に代表さ

れる腫瘍性造血にも、正常造血同様に分裂能

力の階層性(ヒエラルキー)が存在することが

知られている(Huntly, B. J. and D. G. 

Gilliland, Nat Rev Cancer Vol5, No4, 311-21, 

2005)。自己複製能力を有する白血病幹細胞が

集団の維持と拡大を担う一方、ほぼ同じ形態

と表面形質を呈する大多数の白血病芽球は数

回程度の分裂能力しかもたないか、すでに最

終分裂を終えている。つまり腫瘍性造血の治

癒には腫瘍幹細胞(白血病幹細胞)の根絶が必

要であると考えられる。 

 白血病幹細胞は造血幹細胞のように、CD34

やCD38など特定の表面抗原の組み合わせで

純化できることが報告されている(D. Bonet 

and J. E. Dick, Nature Med, Vol3, No7, 

730-737, 1997)。また、乳癌・脳腫瘍等、他

の悪性腫瘍においても同様に表面抗原の組

み合わせから腫瘍幹細胞の存在が最近報告

された。しかし腫瘍幹細胞あるいは白血病幹

細胞を、機能的マーカーを用いて前方視的に

同定しようとする試みにはほとんど先例が

ない。後述の本研究のように幹細胞の機能的

特性を反映した識別法を併用すれば、より精

度の高い白血病幹細胞の同定が可能となる

と考えられる。 

 

２．研究の目的 

 機能的マーカーを用いて白血病幹細胞を

単離し、その特性を把握する。 

 造血幹細胞の維持,増幅のメカニズムとし

て、Wntシグナルの重要性が指摘されている 

(T. Reya et al, Nature, Vol423, 409-412, 

2003)。Wntリガンドからのシグナルは、恒常

的に産生,分解が行われているβカテニンに

対して、その分解を抑制する方向に働く。β

カテニンは核内に移行後、転写因子 LEF/TCF

と結合し、標的遺伝子に作用することにより、

幹細胞の自己複製等の機能を引き起こす。そ

こで、LEF/TCF分子の結合サイト＋TATA box

をプロモーターとするタンパク質発現ユニ

ットをレンチウイルスベクターを用いて白

血病細胞内に導入することにより、そのレポ

ーター活性を指標として(LEF/TCFレポータ

ーアッセイ)、Wntシグナル活性の高い細胞集

団を単離できる。これは白血病幹細胞を含む

細胞集団であると予想され、その性状解析を

目的とした。同様に、別の幹細胞シグナル

(Notch, NFκB, hTERT)についてもレポータ

ーアッセイ系の構築を試みた。 

 

３．研究の方法 

  Wntシグナルを初めとする幹細胞シグナ

ル活性測定のため、レンチウイルスベクター

を用いたレポーターアッセイ系を構築・検証

した。 

 各種幹細胞シグナル(Wnt, Notch, NFκB, 

hTERT)のレポーター(d2Venus, ルシフェラ

ーゼ)発現ユニットを搭載したトランスファ

ーベクター（プラスミド）を構築した。次に

リポフェクション法を用いて各種シグナル

レポーター・レンチウイルスベクターを作製

し、細胞株に感染後、フローサイトメトリー

(d2Venus), ルシフェラーゼアッセイにより

レポーター活性を測定した。その際、Wntシ



 

 

グナルを刺激する目的で、Bio(βカテニン分

解を阻止し、Wntシグナルを刺激する試薬)

や恒常活性型βカテニンを発現するレトロ

ウイルスベクターを使用し、レポーター活性

の変化を測定した。Notch, NFκBシグナルに

関しても上記に準じてレポーター活性を測

定した。Notchシグナル刺激としてNotch-IC

発現レトロウイルスベクターを、NFκB刺激

としてサイトカイン TNFαを使用し、それぞ

れレポーター活性の変化を測定した。293T細

胞等を用いた結果、上記レポーターベクター

感染細胞では、シグナル特異的な刺激により

レポーター活性の上昇を認め、機能すること

が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

(1) 各種造血器腫瘍細胞株における Wnt, NF

κB活性について解析した。この方法でシグ

ナル活性を検出できる細胞株は限られたが、

細胞株によりシグナル活性分布は特異的で

あった。NFκBシグナルは慢性骨随性白血病

細胞株, 成人T細胞性白血病株, 骨髄腫細胞

株において特に高く、Wntシグナルは慢性骨 

随性白血病細胞株, 骨髄腫細胞株において

特に高かった（骨随腫細胞株における結果を

示す。）。今後、患者検体を用いて同様の解析

を行い、臨床データと照合し、この方法が新

たな予後予測因子となりうるかどうか検討

したい。 

 
 

(2) ルシフェラーゼ発現ベクターを作製し、

Ph染色体陽性急性リンパ性白血病細胞株に

おける NFκBシグナルを調べた。TNFα刺激

と骨随ストローマ細胞の共培養は、NFκBシ

グナルに対して相加的な効果を生じた。これ

により造血微小環境（ニッチ）が白血病細胞

に及ぼす効果を、細胞が生きたままの状態で

イメージングすることが可能になった。 

 今後、これらの幹細胞シグナル陽性細胞が

機能的な腫瘍幹細胞活性を持っているかど

うか、コロニーアッセイや免疫不全マウスへ

の移植実験等により調べたい。 
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