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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、急性骨髄性白血病（AML）から同定された 2 種類の遺伝子異常、細胞増殖
を促進する class I 異常と分化抑制に作用する class II 異常を導入したヒト臍帯血由来造血
細胞を超免疫不全マウスに移植し、白血病を発症するか検討した。class I 異常として
FLT3-ITD を、class II 異常として PML-RARA を用いた場合には、FLT3-ITD の共存の有
無に関わらず、表現系としても遺伝子発現の面でもヒト急性前骨髄球性白血病（APL）に
極めて近い白血病を発症した。本モデルは APL 発症機構の解析に有用と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   This study aimed to see whether human hematopoietic cells harboring these 
genetic abnormalities cause AML in immunodeficient mice. When FLT3-ITD as a class 
I mutation and PML-RARA mutant as a class II mutation were applied, leukemia 
occurred regardless of co-transduction of FLT3-ITD. The leukemia recapitulated 
human acute promyelocytic leukemia phenotypically and genetically, suggesting this is 
a good in vivo model for analyzing APL pathogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ acute myeloid 

leukemia: AML）は、未熟な骨髄芽球が自律

性に増殖する腫瘍性疾患である。これまでに

同定されてきた遺伝子異常は、細胞増殖・不

死化を促進する異常（class I 異常）と細胞分

化を抑制する異常（class II 異常）の 2 つに

分類され、AML 発症に重要であることが in 
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vitro および in vivo で明らかにされてきた。 

 近年開発された超重症免疫不全マウスで

ある NOG（NOD/Shi-scid,IL-2RγKO）マウ

スは、T 細胞、B 細胞、NK 細胞の欠損に

加え樹状細胞や補体活性も極めて低く、ヒト

由来細胞を移植してヒト化 in vivo モデルを

作製することが容易である。これまでにヒト

腫瘍細胞を NOG マウスに移植することによ

り、未熟な“腫瘍幹細胞”が腫瘍組織を維持

することが明らかとされてきた。しかし正常

細胞が腫瘍幹細胞化するプロセスを解析す

るためには、正常細胞に腫瘍化に重要な遺伝

子を導入して経時的に追跡する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、class I 異常および class II の遺

伝子異常をヒト臍帯血由来CD34陽性細胞に

遺伝子導入して NOG マウスに移植すること

により、AML を発症するか、どの分画の細

胞が標的となるのか、どの分画が腫瘍幹細胞

として腫瘍の維持に働くのか、AML の発症

に必要な付加的遺伝子異常は何か、について

検討することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) ヒト臍帯血CD34 陽性細胞への各遺伝子

導入システムの確立 

class I 異常は mOrange を発現するレトロ

ウイルスベクターpMY-IRES-mOrange へ、

class II 異常は EGFP を発現するレトロウイ

ルスベクターMIGR1 へ挿入して各発現ベク

ターを作製した。ウイルス液は packaging 

cell line Plat-gp 細胞（東京大学医科学研究

所 北村俊雄教授より供与）を用いて作製し、

ウイルス液を用いてヒト臍帯血CD34陽性細

胞に遺伝子導入した。 

 
(2) in vivo AML発症システムの確立 

 遺伝子異常を導入されたヒト臍帯血 CD34

陽性細胞を、半致死量の放射線を照射した

NOG マウスの静脈内に注入した。経時的に

末梢血または骨髄を採取し、フローサイトメ

トリーによりキメリズムの状況を確認した。

白血病発症が疑われた場合には、末梢血およ

び骨髄血を採取し、RT-PCR による導入遺伝

子の発現の確認、サイトスピン標本の観察、

細胞表面マーカー検索を行った。 

 
(3) 白血病発症•維持に関与する細胞分 画の

同定 

ヒト CD34 陽性細胞を、CD34+/CD38-、

CD34+/CD38+、CD34-/CD33+/CD38+の 3

つに分けて遺伝子導入を行い、NOG マウス

に移植した。CD34+/CD38+については、さ

ら CMP、GMP、MEP の３つの分画に分け

て同様の検討を行った。 

 
(4) AML発症時の付加的遺伝子異常･遺伝子

発現の変化 

Microarray は、sorting により回収した白

血病細胞から total RNA を抽出して行った。

付加的遺伝子異常については、遺伝子導入前

のCD34陽性細胞および発症した白血病細胞

から DNA を抽出し、SNP array を用いた遺

伝子変異解析（ copy number alteration: 

CNA）および Exome 解析を行った。 
 
４．研究成果 

 本研究では、class I として FLT3-ITD を、

class II として急性前骨髄球性白血病(APL)

に特異的な PML-RARA および AML の約

30%に認められる NPM mutant を用いた。 

 
(1) ヒト臍帯血CD34 陽性細胞への各遺伝子

導入システムの確立 

 PML-RARA 遺伝子をヒト臍帯血 CD34 陽

性細胞に遺伝子導入し in vitro で培養したと



ころ、微細なアズール顆粒を有する骨髄芽球

様の形態を呈した。これらの細胞における

PML の核内分布は微細顆粒状であったが、

ATRA 投与により班状分布を呈した。colony 

assay を行ったところ、colony 形成の抑制と

CFU-GM の相対的な増加を認めた。 

 
(2) in vivo AML発症システムの確立 

 PML-RARA遺伝子を導入したヒト臍帯血

CD34 陽性細胞を、半致死量の放射線照射を

受けたNOGマウスの尾静脈より移植したと

ころ、約 66％のマウスで 1-4 か月後に生着が

確認された。これらの細胞はAPL細胞様の形

態を呈しており、細胞表面マーカー解析では

CD13+/ CD33+/ CD34-/ CD117+/ HLA-DR-で

あった。その生着率はFLT3-ITD 遺伝子異常

の有無で差がなかった。単離した白血病細胞

をATRA存在下で培養したところ、成熟好中

球への分化が誘導された。また、発症した

APLマウスにATRAを腹腔内投与したところ、

一過性の分化誘導を認めた。以上から、この

マウスモデルはヒトAPLを模倣していると

考えられた。 

 なお、NPM mutant を遺伝子導入したヒト

臍帯血 CD34 陽性細胞は、FLT3-ITD 遺伝子

異常の有無に関わらず、生着を認めなかった。 

 
(3) 白血病発症•維持に関与する細胞分画の

同定 

 PML-RARAキメラ遺伝子の導入細胞

を CD34+/CD38-、CD34+/CD38+、CD34-/ 

CD33+の 3 つの分画に分けてしたところ、

CD34+/CD38+で効率的に白血病が発症した。

さらに詳細に分画したところ、CMPを用いた

場合に最も効率的であった。また、本モデル

から得られるAPL細胞はCD34-であり、２次

移植における生着にCD34 の発現は必ずしも

必須ではないと考えられた。 

(4) AML発症時の付加的遺伝子異常･遺伝子

発現の変化 

本モデルで発症した APL の遺伝子発現は、

臨床検体と同様のプロファイルを呈するこ

とから、本モデルが遺伝子レベルにおいてヒ

ト APL に類似することが明らかになった。

CNA解析およびExome解析からはいくつか

の異常が検出されたが、症例数が少ないため

症例数の蓄積が必要であると考えられた。 
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