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研究成果の概要：WT1 遺伝子の発現により造血幹細胞・前駆細胞の増殖が促進し、更に付加

的遺伝子異常が加わることで白血病が発症するという仮説を明らかにするにあたり、今回は

WT1 遺伝子による造血幹細胞・前駆細胞への影響に注目し、WT1 トランスジェニックマウスの骨

髄細胞を用いて種々の解析を行った。その結果、WT1 遺伝子が持続高発現する造血幹細胞・前

駆細胞では、細胞の増殖・分裂が促進されることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
我々が注目し、今回の研究の対象とした遺

伝子である Wilms tumor 遺伝子（WT1）は、
急性骨髄性白血病（AML）をはじめ、急性リ
ンパ性白血病（ALL）、慢性骨髄性白血病（CML）、
そして前白血病段階にある白血病関連疾患
の骨髄異型性症候群（MDS）など多くの造血
器腫瘍の腫瘍細胞で持続的に高発現してい
るのみならず、白血病の発生、形質の維持に
重要な働きをなしている、ということをこれ
までの一連の研究から明らかにしてきた。造
血細胞の中でも造血前駆細胞に WT1を持続的

過剰発現するトランスジェニックマウスを
用いた解析より造血前駆細胞の増殖が促進
されることが明らかとなった。更に、AML で
最も多く認められるキメラ遺伝子である
AML1-ETO との協調的作用により、造血前駆細
胞の増殖がより促進され、G-CSF 刺激による
造血前駆細胞の顆粒球系分化がより未熟な
レベルで抑制され、結果、AML を急速にかつ
高率に発症することが明らかとなった。以上
の結果は、WT1 が白血病発症に関して重要な
働きを持っていることを示唆するものであ
る。WT1 遺伝子の発現異常が白血病発症の根
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源をなす遺伝子異常の１つと考えられ、白血
病発症のモデルとして我々は WT1遺伝子の発
現異常を基本とし、これに更なる遺伝子異常
が加わる結果として白血病が発症するので
はないか、という１つの白血病発症モデルを
考えている。 

 
２．研究の目的 
 背景の通り、白血病発症モデルとして用い
た造血細胞に WT1 を持続的過剰発現するト
ランスジェニックマウス(以下、WT1-Tg)の造
血幹細胞・前駆細胞を用い、これらの細胞レ
ベルにおいて WT1発現異常がどのような影響
を与えているのかを、細胞学的さらに分子生
物学的に明確にする。更に付加的遺伝子異常
（例 AML1-ETO）との協調により白血病を発症
する白血病モデルマウスの白血病細胞の分
子生物学的解析、白血病幹細胞の同定を試み、
これらの細胞における WT1発現異常の影響を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）WT1-Tg マウスの骨髄細胞を用いた造血
幹細胞・前駆細胞の FACS 解析 
 分化マーカー（lineage; Lin）に対する
streptavidin 結 合 抗 lineage 抗 体 （ Gr-1, 
Mac-1, Ter-119, CD3, CD4, CD8, B220）、
FITC標識抗CD34抗体、PE標識抗CD150抗
体、APC標識抗c-kit抗体、Cy7PE標識抗Sca-1
抗体をWT1-Tgマウスおよび野生型マウスの
骨髄細胞に反応させ、フローサイトメトリー
（FACS）により造血幹細胞・前駆細胞の割
合を解析した。ここでは、c-kit+, Sca-1+, 
lineage-negative（Lin-）の細胞集団（KSL）、
KSL細胞を更にCD150 で標識し、その発現
の有無によってKSL,CD150+を造血幹細胞
（HSC）、KSL,CD150-を多能性造血前駆細胞
（MPP）とした。 
 
（２）WT1-Tg マウスの骨髄細胞を用いた
cobble stone area forming cell (CAFC)assay 
CAFC assay は、骨髄細胞と骨髄間質細胞
を長期共培養し、造血前駆細胞・幹細胞の
中・長期的な増殖を評価できる。WT１－Tg の
骨髄細胞を用いて CAFC assay を行い WT1 遺
伝子の造血幹細胞・前駆細胞の増殖に与える
影響を in vitro で評価した。 
 
（３）WT1-Tg マウスの骨髄細胞を用いた in 
vivo CFSE proliferation assay 
CFSEでラベリングされた細胞は1回の細胞
分裂毎に CFSE の蛍光強度は減少する。この
特性を用い、WT1-Tg 由来の骨髄細胞を CFSE
でラベリングし、放射線照射により造血を破
壊した同系マウスに骨髄移植を行い、移植後
早期における細胞分裂の頻度を解析した。 
 

（４）WT1-Tgマウスの骨髄細胞を用いた Side 
population の解析 

Side Populationとは、DNA色素である
Hoechst 33342で細胞を染色しUVレーザー
にて励起される傾向を二次元展開すること
により得られる細胞の集団であり、ここの造
血幹細胞・前駆細胞が多く存在することが言
われている。WT1-Tgマウス・野生型マウス
の骨髄細胞を分化マーカーを用いて
Lineage-negative selectionを行い、より未
熟な細胞集団に濃縮した状態で Side 
Population解析を行った。さらにWT1-Tg
マウス・野生型マウスそれぞれに 5-フルオロ
ウラシル（5-FU）を静脈投与し、DNA合成
が活発な造血前駆細胞は死滅させ、造血幹細
胞を濃縮した骨髄細胞を用い同様の解析を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）WT1-Tg マウスの骨髄細胞を用いた造血
幹細胞・前駆細胞の FACS 解析 
 WT1-Tgマウスと野生型マウスの全骨髄細
胞中に含まれる KSL 細胞の割合を評価した
ところ、両者に有意な差は認めなかった。更
に、HSCとMPPの割合を評価したが、両者
に有意な差は認めなかった。 
 
（２）WT1-Tg マウスの骨髄細胞を用いた
cobble stone area forming cell (CAFC)assay 
WT1-Tg 由来の骨髄細胞では、野生型マウス

由来の骨髄細胞に比して CAFC は統計的有意
差をもって増加した。この結果は、WT1 遺伝
子高発現が、造血幹細胞・前駆細胞の増殖を
促進する作用があることを示唆する。 
（Figure 1 参照） 
 
 
【Figure 1】 
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（３）WT1-Tg マウスの骨髄細胞を用いた in 
vivo CFSE proliferation assay 
WT1 遺伝子の造血幹細胞・前駆細胞の細胞

分 裂 に 与 え る 影 響 を in vivo CFSE 
proliferation assay で評価した。WT1-Tg 由
来の骨髄細胞で造血幹細胞・前駆細胞を多く
含むより未熟な細胞集団において、CFSE 蛍光
強度の低い集団、つまり、細胞分裂が多く認
められた細胞集団が、野生型マウスに比して
統計的有意差を持って増加した。この結果は、
WT1 遺伝子の持続高発現により、造血幹細
胞・前駆細胞の細胞分裂が促進されたことを
示唆するものである。 

（Figure 2 参照） 

 
【Figure 2】 
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以上の結果より、WT1-Tgの造血細胞（骨

髄細胞）中にある造血幹細胞または造血前駆
細胞の数的な変化はFACS解析上認めなかっ
た が 、 CAFC assay と in vivo CFSE 
proliferation assayの結果では、WT1-Tg由

来の骨髄細胞では造血幹細胞・前駆細胞の増
殖が野生型に比して明らかに細胞増殖亢進
を認めた。このことは、WT1遺伝子の持続過
剰発現が、造血幹細胞・前駆細胞の質的な変
化を与え、造血増殖シグナルが加わる環境下
において、これらの細胞分裂が亢進し、細胞
増殖が促進された。つまり、WT1は造血幹細
胞・前駆細胞の増殖を促進することが明らか
となった。更にこの結果は、白血病前段階か
ら白血病発症に至る過程に WT1 遺伝子発現
異常が深く関わっていることを強く示唆す
るものである。 
 今後、分子生物学的解析を加えることによ
りこの現象をより明確にすると共に WT1 遺
伝子発現異常関連の白血病発症のメカニズ
ムを明確にする。 
 
（４）WT1-Tgマウスの骨髄細胞を用いた Side 
population の解析 
 5-FU 未処理の WT1-Tg マウスと野生型マ
ウスの骨髄細胞を用いて行った Side 
population の解析では、Side Population 全
体の割合において統計上有意な差を認める
に至らなかったが、Side population のなか
でも最も先端に位置する細胞集団（SP-Tip；
より未熟な細胞集団を含むと考えられてい
る）は、野生型マウスに比べ、WT1-Tgマウ
スにおいてより多い傾向が認められた。 
 5-FU 処理を加えた WT1-Tg マウス/野生型
マウスの骨髄細胞を用いて行った Side 
population 解析では、Side Population 全体
の割合において統計上有意な差を認めるに
至らなかったが、SP-Tip は、野生型マウスに
比べ、WT1-Tgマウスにおいてより少ない傾
向が認められた。5-FU 処理によって WT1 の過
剰発現により細胞分裂が盛んとなった造血
前駆細胞が減少したため、先の結果と逆の傾
向を認めたと考えられた。 
 以上の結果は、造血細胞における WT1 遺伝
子の発現異常により未熟で細胞分裂が盛ん
な細胞造血前駆細胞の割合が多くなること、
つまり、WT1 遺伝子の持続過剰発現は未熟な
造血前駆細胞の細胞分裂を促進することが
示唆された。これらの結果は先の in vitro 
assay の結果を支持するものである。 
 
 尚、付加的遺伝子異常（例 AML1-ETO）との
協調により白血病を発症する白血病モデル
マウスを用いたの白血病細胞の同定、分子生
物学的解析を目的の１つとしていたが、今回
の一連の研究の中においては未だ十分な結
果を得るに至っていない。引き続き今後の課
題として継続する予定である。 
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