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研究成果の概要（和文）：　近年、がん細胞や免疫細胞のエネルギー代謝状態が抗がん剤治療の効果に影響する
ことが理解され始めてきた。本研究では、がん細胞と免疫細胞のエネルギー状態を同時に評価できる動物モデル
の作出に挑戦した。
　まず、レポーター遺伝子導入がん化細胞を樹立した。がん遺伝子であるBCR-ABL遺伝子、レポーター遺伝子と
してGFPおよびiuciferaseを挿入したコンストラクトベクターをマウス前駆B細胞株Ba/F3細胞に遺伝子導入し
た。さらに、樹立した細胞をC3H系マウスに移植することで、免疫機能が正常な血液がんモデルマウスの作出に
成功した。本モデルはチロシンキナーゼ阻害剤の薬効評価が可能であることも確認された。

研究成果の概要（英文）：  Recent studies have reported that the energy metabolism of cancer cells 
and immune cells affects the efficacy of anti-cancer therapies. The aim of this study was to 
establish an animal model that could simultaneously assess the energy metabolism of cancer cells and
 immune cells. 
  First, we established reporter transgenic oncogenic cells. Construct vectors containing the 
oncogene BCR-ABL gene, GFP and iuciferase as reporter genes were gene transfected into Ba/F3 cells, 
a mouse progenitor B cell line. Furthermore, their cells were transplanted into C3H mice to 
establish a mouse model of blood cancer with normal immune function. We also confirmed that this 
mouse model can be used to evaluate the efficacy of tyrosine kinase inhibitors.

研究分野：医療薬学

キーワード： がん代謝　マウスモデル　Ba/F3細胞　BCR-ABL　チロシンキナーゼ阻害剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　がん代謝とがん免疫を結びつける横断的研究が盛んに行われるようになったが、それらの研究用いられる動物
モデルは作出にコストが掛かり、研究施設も制限される。我々が構築したマウスモデルは簡便かつ低コスト、更
に封じ込めレベルもP1A（プラスミドベクターで作成可能）であるため、多くの研究者が活用できるモデルであ
り学術の発展という点で有用であると確信している。また、本モデルはチロシンキナーゼ阻害剤だけでなく、近
年汎用される免疫チェックポイント阻害薬に対する抗腫瘍効果や副作用を評価し得るモデルとなる可能性があ
り、抗がん剤の適正使用への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

がん細胞は有酸素下でも、生存に必要な ATP 供給を主に解糖系に依存する特有のエネルギー
代謝を示す。がん細胞における解糖系の亢進は一時期、創薬ターゲットとして注目されていたが、
解糖系を阻害するのみでは顕著な抗がん効果が得られず、何らかのエネルギー代謝におけるバ
イパス経路の存在が示唆され始めた。申請者のグループは以前、白血病細胞に特定の薬剤や糖飢
餓ストレスを与えると、細胞内エネルギー代謝が解糖系からミトコンドリア呼吸にシフトし、抗
がん剤の治療効果に影響を与えることを突き止めた。我々の先行研究と同様に、近年の研究にお
いて、がん細胞が種々のストレスに対して巧みに細胞内のエネルギー代謝を変化させる特徴を
有することが分かってきた。一方で、免疫細胞内のエネルギー代謝もまた、免疫調節因子として
の役割を果たすことが知られている。さらに、細胞障害性 T 細胞内のミトコンドリアの活性化
により PD-1阻害薬の効力が大幅に向上するなど、免疫細胞内のエネルギー代謝状態はがん細胞
に対する攻撃性という点で重要な指標となる可能性が提唱されている。このように、『がん代謝』
と『がん免疫』は密接に関係しており、これらを複合的に研究することでがん創薬研究の更なる
発展に繋がることが期待される。 

現状、多くの報告では、がん細胞もしくは免疫細胞のどちらか単独のエネルギー代謝状態と機
能 (がんの生存能や免疫細胞の免疫機能) を評価するに留まっており、両者が互いに、どのよう
に影響し合うかまで評価するのは困難であった。特に、in vivo において、固形がんモデルを用
いた実験系ではがん細胞内における詳細な検討が出来ず、血液がんモデルを用いた実験系では
免疫不全マウスや放射線照射モデルを用いるため、免疫に関する詳細な検討を行うに至ってい
ない。この問題を打開するためには、両細胞のエネルギー状態や機能の適切かつ同時に評価し得
る動物実験系の確立が必須となる。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、がん細胞-免疫細胞のエネルギー状態とがん進行度、免疫機能を同時に評価
し得るマウスモデルの構築である。本モデル最大の特徴は、がん遺伝子とレポーター遺伝子を導
入することでがん化した血球系細胞株を、免疫機能を保持した状態のマウスに担がんすること
である。これにより、固形がんモデルや免疫不全モデルでは困難であった、がん細胞および免疫
細胞の同時評価が可能となると着想した。 

本課題のコンセプトは、RIKEN BRCより Ba/F3細胞が BALB/c系統マウス由来ではなく、
C3H 系統マウス由来であるという情報公開に端を発している。マウスプロ B 細胞株である
Ba/F3細胞は、サイトカインの一種であるインターロイキン 3（IL-3）依存的に増殖を維持する
細胞株であり遺伝子導入が容易である、という特徴を有する。本細胞株は、がんドライバー遺伝
子の依存性や分子標的治療への脆弱性、さらにがんドライバー変異のがん原性や分子標的治療
薬の耐性メカニズムの調査と幅広い in vitro モデルとして活用されてきた。しかし、その由来が
不明瞭であったために、その in vivoにおける適応が免疫不全マウスに限定されていた。そこで、
C3H系統マウスと Ba/F3細胞を組み合わせることで、免疫機能が正常な血液がんモデルの作出
に挑戦した。まず、Ba/F3 細胞にがん遺伝子として BCR-ABL 融合遺伝子を、レポーター遺伝
子として GFP遺伝子および luciferase 遺伝子を導入し、恒常発現株およびトランスフェクショ
ン・コントロール mockを樹立した。次に、樹立した恒常発現株のマウスへの生着と生存期間を
評価した。さらに、本モデルを活用することで、in vivo におけるチロシンキナーゼ阻害剤の薬
効評価が可能か否かを検討した。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) レポーター遺伝子導入がん化細胞の樹立 

 まず、ヒト慢性骨髄性白血病モデル細胞株
K562 から BCR-ABL 融合遺伝子をクローニング
し、2A ペプチドで luciferase 遺伝子配列を紐づ
け、pAcGFP1-C1 plasmid に挿入した。この
plasmid construction（図 1a）を electroporation法
により Ba/F3 細胞に導入した。なお、
electroporation の条件は表 1 に記す。48 時間後
に細胞培養液中から IL-3 を除去して、2 週間培
養を維持した。その後、BCR-ABL陽性 Ba/F3細
胞（Ba/F3-BCR-ABL細胞）の純度を高めること



を目的として、GFP 高発現の集団をセルソーターにより選別し
た（図 1b）。選別した Ba/F3-BCR-ABL細胞の BCR-ABL融合タ
ンパク質の発現を western blotting により確認した。また、IL-3

不含有の培養液中における Ba/F3-BCR-ABL 細胞の細胞増殖率
および死細胞割合を、それぞれ MTS試験および Zombie dye 染
色により親 Ba/F3細胞と比較した。次に、Ba/F3-BCR-ABL細胞
の BCR-ABL チロシンキナーゼ阻害剤 imatinib mesylate に対す
る感受性を western blotting、MTS 試験および Zombie dye 染色に
より評価した。 

 トランスフェクション・コントロール mockは、Ba/F3 細胞に
pAcGFP1-C1 plasmid を electroporation 法で遺伝子導入すること
で構築した。なお、electroporation の条件は method 6 を採用し
た。遺伝子導入 48 時間後に、IL-3 5 ng/mL 存在下で G418 0.8 

mg/mLを 3 週間曝露することで細胞を選別した。その後、mock細胞の純度を高めることを目的
として、GFP 高発現の集団をセルソーターにより選別した（図 1c）。 

 

(2) C3H系統マウスに対する BCR-ABL-Ba/F3 細胞の生着確認 

 本実験では、6-8 週齢の C3H 系統雄性マウスを用いた。マウスは 5-6匹入りのケージ内で、定
常条件〔温度 23±1℃、湿度 55±5％、12/12 時間の明暗サイクル（7:00 に点灯）〕で飼育した。
動物モデルは、2% sevoflurane による吸入麻酔下で左総頸静脈を露出させ、 mock 細胞あるいは
Ba/F3-BCR-ABL細胞を 1.0×106 cells/100 μL（in PBS）の細胞密度で静脈注射した。その後、両
細胞を移植したマウスの生存期間をモニターした。次に、同様の条件でモデルマウスを作出し、
14 日後の体重変動や脾臓の大きさを評価した。さらに、モデルマウスから採血および脾臓を摘
出し、密度勾配遠心法によりリンパ球分画を回収し、フローサイトメトリーによって GFP 発現
細胞の割合を測定した。 

 

(3) 血液がんモデルマウスに対するチロシンキナーゼ阻害剤の薬効評価 

 (2) と同様に、吸入麻酔下で Ba/F3-BCR-ABL細胞を 1.0×106 cells/100 μL（in PBS）の細胞密
度で静脈注射した。細胞移植 4日目から、750 mg/kg imatinib mesylate あるいは 0.9 %生理食塩液
（vehicle）を 1日 1 回経口投与し、マウスの生存期間をモニターした。次に、Ba/F3-BCR-ABL細
胞細胞移植後 14日目（薬物投与 11日目）の血液および脾臓からリンパ球を回収し、フローサイ
トメトリーによって GFP 発現細胞の割合を測定した。さらに、薬物投与群と vehicle 群を継日的
に採血し（細胞移植後 3日目、7 日目、10日目、14日目）、採取した全血を in vitro luciferase assay

に付すことで白血病の進行度を評価した。最後に、Ba/F3-BCR-ABL細胞移植後 14 日目（薬物投
与 11日目）のモデルマウスに D-luciferin 150 mg/kg/200 μL（in PBS）を腹腔内投与し、15分後に
sevoflurane 麻酔条件下で In Vivo Luciferase Systemを用いて撮影した。 

 

動物実験の実施に当たっては、本学の動物実験委員会承認のもと「国際医療福祉大学動物実験
規程」を遵守して、適正な実験動物の飼育と動物実験を実施した（承認番号：21001 および 23002）。
遺伝子改変動物の取り扱いについては、本学の遺伝子組換え実験安全委員会承認のもと「国際医
療福祉大学組換え DNA実験安全管理規定」及び「カルタヘナ法」を遵守して実験を行った（承
認番号：D20016）。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) レポーター遺伝子導入がん化細胞の樹立 

 Ba/F3細胞に対して、様々な条件で electroporationを施行したところ（表 1）、48時間後に Method 

6 を施行した細胞のみ luciferase 活性が認められた。この細胞群を 2 週間 IL-3 非存在下で培養を
継続し、十分に細胞が生育した状態（4.0×106 cells/mL）でセルソーターにより GFP 高発現の集
団を回収した（図 1b）。回収した細胞（Ba/F3-BCR-ABL細胞）に対して BCR-ABL融合タンパク
質の発現を確認したところ、210-240 kDa 付近にバンドが観察された（図 2a）。さらに、IL-3 非
存在下での増殖能（3 日間）および死細胞割合（5 日間）を検討したところ、親 Ba/F3 細胞と異
なり、Ba/F3-BCR-ABL 細胞は IL-3 非存在下でも細胞増殖能を示し（図 2b）、細胞死は誘導され
なかった（図 2c）。また、imatinib mesylate を Ba/F3-BCR-ABL細胞に曝露することで、濃度依存
的な BCR-ABL活性の阻害（図 2d）や細胞増殖の抑制（図 2e）、細胞死の誘導（図 2f）が認めら
れた。Mock細胞に関しては、electroporation 法および G418 による細胞選別、セルソーターによ
る GFP高発現細胞集団の回収により（図 1c）、GFP 恒常発現株を樹立した。  



 

(2)  C3H系統マウスに対する BCR-ABL-Ba/F3 細胞の生着確認 

 C3H 系統雄性マウスに Ba/F3-BCR-ABL 細胞
を移植したところ、2週間程度でマウスの死亡が
確認された（中央値：15.0日）。一方で、mock細
胞を移植したマウスにおいては、全個体で 28日
間生存した（図 3a）。細胞移植 14 日目における
マウスの体重変化を測定したところ、Ba/F3-

BCR-ABL 細胞を移植した群（BCR-ABL 群）は
mock 細胞を移植した群（Mock 群）と比べて有
意な体重減少が認められた（図 3b）。また、細胞
移植 14日目のマウスを解剖したところ、顕著な
肝臓および脾臓の腫大が確認され（図 3cおよび
3d）、脾臓に関しては、顕著な重量、長さおよび
幅の増加が認められた（図 3d）。同様の条件で、
マウスの血液および脾臓を採取した後、密度勾
配遠心によりリンパ球を分離したところ、両者
共に、GFP 陽性細胞の顕著な増加が確認された
（図 3e）。これらの結果は、Ba/F3-BCR-ABL 細
胞が C3H系統マウスに生着し、血液がんが発症
したことを強く示唆するものである。 

しかしながら、細胞移植後のマウスの免疫細
胞、特に T 細胞の活性化や免疫寛容に関する検
討をフローサイトメトリーで検討したが（T 細胞
における CD25や CD62L、CD127、Foxp3の発現
量など）、BCR-ABL群と Mock群を比較して、現
在までに顕著な変化が認められていない。今後
は、移植後の BCR-ABL細胞側の免疫寛容機構や
B 細胞や樹状細胞などにも着目して、更なる検
討を進めていく必要がある。 

 

(3) 血液がんモデルマウスに対するチロシンキ
ナーゼ阻害剤の薬効評価 

 本モデルでは、Ba/F3 細胞に挿入されるがん遺
伝子として BCR-ABL 融合遺伝子を採用してい
るため、BCR-ABLチロシンキナーゼ阻害剤の薬
効が評価し得るモデルであることが想定され
る。そこで、Ba/F3-BCR-ABL 細胞を移植した群
に imatinib mesylate 750 mg/kg を 1 日 1回経口投
与し、生存期間が延長するか否かを検討した。
imatinib mesylate を投与された群（Imatinib 群）



は生理食塩液を投与された群（Vehicle 群）と比べて有意な生存期間の延長が確認された（図 4a）。
また、Imatinib 群では Vehicle 群と比較して、血液および脾臓内のリンパ球中の GFP 陽性細胞が
顕著に減少した（図 4b）。さらに、経日的に採取した全血を in vitro luciferase assayに付したとこ
ろ、Ba/F3-BCR-ABL細胞の移植 10日目から顕著な luciferase 活性の低下が認められ（図 4c）、In 

Vivo Luciferase Systemにおいても同様の傾向が確認された（図 4d）。以上により、本モデルはチ
ロシンキナーゼ阻害剤の in vivo 薬効評価モデルとして有用であることが示唆された。 
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