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研究成果の概要（和文）： 
 若年性骨髄単球性白血病（JMML）患者の cultured CD34 陽性細胞に山中 4因子を導入し、マ
ウス胎児線維芽細胞上で培養した。2-3 週後、CD34 陰性で RAS変異を持つ細胞集塊が多数形成
された。これらの細胞は iPS 細胞に compatible であった。マウスストローマ細胞上で、サイト
カインと培養したところ、骨髄系細胞と CD34 陽性細胞が産生された。JMML の発症機構や白血
病性幹細胞の特性を明らかにしていきたい。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The cultured CD34-positive cells of juvenile myelomonocytic leukemia (JMML) patient were 
transfected the Yamanaka 4 genes, and cultured on mouse embryonic fibroblasts. Two-3 weeks later, 
many cell clusters with the RAS mutation were formed and negative for CD34. These cells were 
compatible with induced pluripotent (iPS) stem cells. We succeeded the establishment of iPS cells with 
myeloid differentiation potencial from the cultured JMML CD34-positive cells. We are going to 
elucidate pathogenesis of JMML and properties of the leukemic stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄異形成症候群（MDS）は、造血幹細胞
の異常に起因する代表的な小児科領域の難
治性血液疾患である。小児の MDS の中で、若
年性骨髄単球性白血病（JMML）は最も多い病
型で、乳幼児期に好発する。放射線照射
severe combined immunodeficient（SCID）
マウスへの JMML 細胞の移植実験から、CD34
陽性 CD38 陰性細胞分画が白血病発症に関与

すると報告されている  (Lapidot et al, 
Blood, 88:2655, 1996)。本症の特徴は顆粒
球 -マクロファージコロニー刺激因子
（GM-CSF）に対する高感受性で、NF1、RAS、
PTPN11 等の遺伝子異常が恒常的に GM-CSF 受
容体‐RAS/MAPK シグナルの活性化を引き起
こした結果と考えられている。唯一の根治療
法は造血幹細胞移植であるが、約 30-60％に
達する移植後再発により 2-5 年の無病生存率
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は約 25-50%にとどまっており、白血病性幹細
胞を標的とした新たな治療法の開発が望ま
れる。 
 JMML における白血病性幹細胞を詳細に解
析するには、患者から樹立した株化細胞が有
用であるが、白血病性幹細胞自身の分化能の
ために未だ樹立されていない。JMML 細胞を
non-obese diabetic/SCID /γcnull（NOG）マ
ウスへ移植することにより、生着は得られる
が、解析に十分量の CD34 陽性 CD38 陰性細胞
を得ることは困難である（Nakamura et al, Br 
J Haematol 130, 51, 2005）。そこで、JMML
患者から iPS 細胞が樹立できれば、CD34 陽性
CD38 陰性の白血病性幹細胞が無限に増殖す
ることが期待され、詳細な病態解析に繋がる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 JMML 患者から iPS 細胞を樹立し、白血病
の発症機構や白血病性幹細胞の特性を明ら
かにするため、RASあるいは PTPN11遺伝子異
常を持つ JMML 患者細胞から iPS 細胞を樹立
する。これらの iPS 細胞を用いて、遺伝子異
常の種類と JMML の発症および進展との関連
や本症の白血病性幹細胞の特性を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 患者の皮膚線維芽細胞や CD34 陽性細胞等
から iPS 細胞を樹立し、iPS 細胞から産生さ
れる血球系細胞、コロニー形成能や移植後の
マウスにおける白血病発症を検討する。また、
CD34 陽性 CD38 陰性白血病性幹細胞の特性を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
 Wellcome Trust Sanger Institute (UK)よ
り供与された OCT3/4、SOX2、c-MYC、KLF4、
green fluorescent protein (GFP)の cDNA を
含むトランスポゾン-プラスミドを用いて末
梢血単核球に transfection を試みたが、導
入効率は 17-18％と低値であった。高い導入
効率を得るにはレトロウイルスベクターが
よいが、細胞核内の染色体に積極的に入り込
んだり、あるいは染色体 DNA と遺伝的組換え
を起こす恐れがあり、さらに、挿入近傍のが
ん遺伝子が活性化される可能性もある。この
ため、細胞核の中に入らず、細胞質内で自ら
のゲノムを複製して大量のタンパク質を作
り出すセンダイウイルスベクターを用いて
transfection を試みた。RAS遺伝子変異を有
する JMML 患者の cultured CD34 陽性細胞に 4
遺伝子を transfect し、放射線照射マウス胎
児線維芽細胞を feeder 細胞として、20% 
knockout serum replacement と 5 ng/ml basic 
fibloblast growth factor を含む human ES 
medium で培養した。2-3 週後、CD34 陰性で

PTPN11 遺伝子変異が陽性の細胞集塊が多数
形成された。これらの細胞は OCT3、NANOG の
CpG 部位がほとんど unmethylated であった。
ES細胞に特徴的な分子とされる NANOG、GDF3、
DPPA4 の発現が認められた。また、明らかな
テロメラーゼ活性を示したことから、iPS 細
胞に compatible と考えられた。AGM-S3 細胞
上で、day 0-4 までは BMP4 40ng/ml、day 4-6
は SCF 50ng/ml、VEGF 40ng/ml 内で培養し、
day 6 以降は SCF 50ng/ml、 TPO 10ng/ml、
GM-CSF 10 ng/ml で培養した。Day 20 に産生
された培養細胞を flow cytometry で解析し
たところ、86%の細胞が CD45 陽性で、70%の
細胞は CD45 陽性 CD14 陽性で骨髄系抗原を発
現していた（図 1）。CD34 陽性細胞はほとん
ど認められなかった。一方、SCF+TPO 上では
CD45 陽性細胞は約 20％にとどまったが、約
7％の細胞はCD34陽性であった（図2）。また、
SCF+TPO+GM-CSF により産生された細胞の中
に、顆粒球-マクロファージ系前駆細胞や赤
芽球系前駆細胞が含まれていた。現在、症例
数を増やして実験を進めている。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 CD34陽性細胞が増殖できる培養システムの
確立も同時に進めた。9例のJMML（PTPN11, 5
例; RAS, 4例）の末梢血を用いて、CD34+細胞
を分離後、SCF+TPOを含むAGM-S3マウスストロ
ーマ細胞と共培養を行った。全例において
CD34+細胞が増殖し、14日目における増幅率は
22.5±9.9 (9.5～42.6)倍であった (PTPN11
群, 17.8±7.6倍; RAS群, 28.3±10.1倍, 
p=0.117)。増幅されたCD34+細胞の90 %以上は
CD38陰性であり、GM-CSF receptor (CD116)
およびc-kit (CD117)が陽性であった。この
day 14 CD34+CD38-細胞は冷凍保存が可能であ
った。現在、NOGマウスの移植実験を行なって
いる。 
 JMML患者からのiPS細胞を作成する上で重要
な点は生下時に異常細胞が存在するか否かで
ある。これを検討するため、PTPN11遺伝子あ
るいはRAS遺伝子変異を有するJMML 13例にお
いて、遺伝子変異を指標にロック核酸を用い
たreal-time PCR法の確立し、検討した。全例
で変異DNAの定量が可能で、検出限界は診断時
の10-2から10-4であった。ガスリー血が入手で
きたJMML 7例すべてから、診断時変異DNA量の
3x10-3から6.5x10-1の腫瘍量が検出され、本症
の一部は胎児期発症である可能性が考えられ
た。7例中5例の変異DNA量は1x10-1以上であっ
たことから、これらの症例は生下時すでに
subclinical statusに達していたと推定され
た（Matsuda, Koike, et al., Br J Haematol, 
2009）。 

 NRAS、KRAS、PTPN11遺伝子が野生型であり、

神経線維腫症Ｉ型の臨床像を示さなかった
12 名の JMML 患者において、CBL 変異のスク
リーニングを行ったところ、4 名に変異が認
められた。このうち、2 例は、6-MP などの
non-intensive 化学療法のみで、15 年~28 年
間血液学的改善が得られている。即ち、CBL
変異を持つ JMML 患者の予後が必ずしも不良
ではないことが明らかにした（Matsuda, 
Koike, et al., Blood, 2010）。また、JMML
患者では TP53 変異を認めず、病態には深く
関与していないこと等を明らかにした
（ Saito, Koike, et al., Leukemia Res, 
2011）。さらに、JMML の造血幹細胞移植後の
minimal residual disease は免疫抑制薬の早
期の減量・中止により血液学的寛解が得られ
ることを報告した（Yanagisawa, Koike, et 
al., Pediatr Blood Cancer, 2011）。 
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