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研究成果の概要（和文）：白血病細胞の培養系で、種々の幹細胞制御シグナルをリガンドで活性化、もしくは阻害薬や
siRNAで抑制して、増殖や蛋白活性化を解析し、各シグナルの役割を調べた。Hedgehog活性化は短期増殖に影響を与え
ないが、コロニー形成能を有する細胞の自己複製を促進した。BMP活性化は、一部の細胞の短期増殖を促進したが、コ
ロニー形成能を抑制した。阻害薬やsiRNAによるNotch、Hedgehog、Wnt、mTOR、HIFシグナルの抑制は細胞増殖を抑制し
た。これらのシグナル間には相互に関連があることが分かった。フローサイトメトリーによるNotchの発現解析では幹
細胞の定量はできなかった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the roles of stemness-related signals in the growth of leukemia cel
ls, the signals were activated by the ligand-stimulation and were suppressed by adding the inhibitors or s
iRNA (small interfering RNA) in culture systems of leukemia cells. Activation of Hedgehog signal did not a
ffect the short-term growth while it promoted the self-renewal of clonogenic cells. Activation of BMP (Bon
e Morphogenetic Protein) signal promoted the growth of some samples while it suppressed the colony formati
on. Suppression of Notch, Hedgehog, Wnt, mTOR (mammalian Target of Rapamycin), and HIF (Hypoxia Inducible 
Factor) signals by adding each inhibitor or siRNA suppressed the growth. We found the cross-talk between t
hese signals. The analysis of Notch expression by flow cytometry could not quantitate the leukemia stem ce
lls.
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１．研究開始当初の背景 

(1) 急性白血病を治癒させるには、白血病細

胞の単なる増殖抑制だけでなく、白血病幹細

胞を根絶する必要がある。そのためには白血

病幹細胞の特性を理解し、それに関わる分子

を標的とする治療戦略が必要である。 

(2) 正常造血幹細胞を制御する分子は、いく

つか報告されているが、白血病細胞でのこれ

らの分子の役割は明らかではなく、また、白

血病幹細胞の特性や数を調べる検査法は確

立していない。 

 

２．研究の目的 

(1) 造血幹細胞の制御シグナルを構成する

Notch, Hedgehog, Wnt, BMP, mTOR, HIF

などの分子が、白血病幹細胞の自己複製や増

殖、分化に与える影響を明らかにする。 

(2) 上記の目的のために、白血病幹細胞の特

性の検査法や定量法を確立する。 

 

３．研究の方法 

(1) 白血病細胞株の培養系に、上記の各シグ

ナルを活性化するリガンドを添加して、細胞

増殖、コロニー形成、遺伝子発現、細胞内蛋

白の発現や活性化を調べ、そのシグナル活性

化がこれらの与える作用を明らかにする。 

(2) 逆に、白血病細胞株の培養系に、上記の

各シグナルを抑制するシグナル阻害薬や

siRNAを添加し、そのシグナルの抑制が与え

る作用を明らかにする。 

(3) 幹細胞を定量する検査法として、液体培

養後の細胞数とコロニー形成能を掛け合わ

せた数値を求める。さらに、フローサイトに

よる CD34+CD38-分画や Notch1 陽性分画の計

測を行う。 

 

４．研究成果 

(1) Hedgehogシグナルの白血病幹細胞に対

する作用（論文９）： Sonic hedgehog蛋白

刺激による白血病細胞のHedgehogシグナル

活性化は、短期的増殖能には有意な影響は与

えないが、一部の細胞株でコロニー形成能を

有する細胞の自己複製を促進することを報

告した。 

(2) BMPシグナルの白血病幹細胞に対する作

用（論文５）： BMP４蛋白刺激による BMP

シグナル活性化は、一部の細胞株の短期増殖

は促進するが、多くの細胞株ではコロニー形

成能を抑制し、幹細胞レベルには抑制的に作

用することを見い出した。 

(3) Notch、Hedgehog、Wntシグナルの抑制

による白血病細胞の増殖に対する作用（論文

10）： Notch阻害薬であるガンマセクレタ

ーゼインヒビターに、Hedgehog阻害薬シ

クロパミンもしくはWnt阻害薬ケルセチ

ンと一緒に白血病細胞培養系に添加し、増

殖に対する効果を調べた。両者の添加は増

殖抑制効果を相加的に増強すること、シク

ロパミンやケルセチンの添加はHedgehog

やWntシグナルの阻害だけでなく、Notch

シグナルをも抑制することを明らかにした。 

(4) mTOR シグナル抑制による白血病細胞の増

殖に対する作用（論文３）： mTOR シグナル

阻害剤であるラパマイシンやPP242を白血病

細胞の培養系に添加すると、白血病細胞のア

ポトーシス誘導を介した増殖抑制をきたし

た。一部の細胞では PP242 添加により、Notch

シグナルが活性化することを見い出した。な

お、上記の種々のシグナル活性化や抑制の実

験を、患者由来の白血病細胞を用いて行った

が、検討数が不十分であり、まとまった結果

は出ていない。 

(5) HIF シグナル抑制による白血病細胞の増

殖に対する作用（論文２）： 白血病幹細胞

は骨髄の低酸素環境下に存在する。白血病細

胞は通常酸素下でも HIF（低酸素誘導因子）

を発現することを見出した。HIF の機能阻害

薬であるエキノマイシンを白血病細胞の培

養系に添加すると、細胞増殖を抑制してアポ

トーシスを誘導し、さらには Notch シグナル



をも抑制した（下図）。 

 

 

(6) siRNAによる NOTCH遺伝子のノック

ダウンの白血病細胞の増殖に対する作用（論

文１）： (3)で示したように Notch阻害薬は

白血病細胞の増殖を抑制したが、その作用の

特異性を確認するため、NOTCH遺伝子の

siRNAによる NOTCHのノックダウンの効

果を調べた。NOTCHのノックダウンは

Notch阻害薬と同様の抑制効果を示した。

NOTCHのノックダウンに伴い、一部の細胞

株ではmTORシグナルも抑制されることを

見出した（下図）。 

 

 

(7) フローサイトメトリーによるNotch蛋

白の発現解析（論文６）： 幹細胞の指標の

候補である Notch関連蛋白の、種々の白血病

細胞における発現をフローサイトメトリー

で解析した。白血病の病型によりその発現パ

ターンが異なることがわかったが、Notch発

現の強弱と幹細胞性とは関係がないと考え

られた。また、CD34+CD38-分画と Notch

の発現との関連もみられなかった。  
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