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研究成果の概要（和文）：白血病幹細胞は腫瘍全体の維持や再発に寄与することが分かってきて

いるが、その分子機構の多くは不明である。本研究にて CD44 欠損マウス由来の骨髄細胞から

B-ALL（B 細胞急性リンパ性白血病）及び CML（慢性骨髄性白血病）モデルを作製し解析し

たところ、CD44 が両モデルにおいて白血病幹細胞の維持に重要な役割を果たしていることを

明らかにした。また CD44 を欠損した白血病幹細胞は野生型由来の白血病幹細胞と比較して酸

化ストレス (ROS) が優位に高いこと、ROS に感受性が高いことが分かった。このことから

CD44 が白血病幹細胞における ROS の代謝や生存に重要な役割を担っていることを明らかに

した。 
 
研究成果の概要（英文）：Leukemic stem cells (LSCs) have been reported to be implicated in 
the maintenance of overall tumor and tumor recurrence. However the mechanisms of these 
events are largely unknown. In this study, we established B-ALL and CML mice models 
derived from bone marrow cells of wild-type or CD44 gene knock-out mice. We found that 
CD44 has an important role in the maintenance of both models of LSCs. Furthermore, 
CD44-null LSCs showed higher level of reactive oxygen species (ROS) and higher 
sensitivity to ROS than wild-type derived LSCs. Therefore, CD44 might play crucial roles 
in the metabolism of ROS and cell survival in LSCs. 
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１．研究開始当初の背景 
造血器腫瘍におけるがん幹細胞である白血

病幹細胞は 1997 年に初めてヒト急性骨髄性

白血病 (AML) において同定され、その後他

の造血器腫瘍においても相次いで白血病幹

細胞が同定されてきた。白血病幹細胞は白血

病細胞全体の頂点に立ち、自己複製を行いつ

つ、子孫白血病細胞を産生することで腫瘍造

成能を持つと考えられている。また白血病幹

細胞は既存の抗がん剤に耐性を持つことで

慢性骨髄性白血病 (CML) や AML で再発の

原因になっていることが指摘されていた。近

年、マウスを用いた造血器腫瘍モデルによっ

て白血病幹細胞の性状解析が進み、自己複製

や静止期の制御における分子機構が明らか

になってきた。また抗がん剤への耐性機構と
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しては ABCG2 などの薬剤トランスポーター

や細胞周期の休眠状態が知られているが、細

胞内における代謝制御機構はほとんど不明

であった。 
CD44 は胃がんや乳がんを始め多くのがん

幹細胞のマーカーであり、一般的に膜タンパ

ク質として主にヒアルロン酸に結合するこ

とでがん細胞の浸潤や転移に関わることが

報告されていた。また申請者の研究室では上

皮性がん細胞特異的なCD44のバリアント分

子がシスチントランスポーターである xCT
と会合することで還元型グルタチオン合成

を促し、上皮性がん細胞に酸化ストレス（活

性酸素種：ROS）に耐性をもたらすことを報

告している (Ishimoto T et al, Cancer Cell, 
2011)。造血器腫瘍において CD44 は CML
や AML の骨髄ニッチへのホーミングに重要

な役割を果たすことが明らかにされていた 
(Jin L et al, Nat Med, 2006; Krause DS et 
al, Nat Med, 2006) が、代謝制御機構にどの

ように関与するのか全く不明であった。 
 
２．研究の目的 
骨髄移植法を改良した ex vivo の手法を用い
てCD44を欠損したマウス白血病モデルを構
築し、白血病幹細胞を単離・解析することで
CD44 が白血病幹細胞の維持機構に関与する
のか明らかにする。またヒト細胞株の解析も
加え、増殖や ROS 代謝の制御機構に CD44
が関与するのかどうか明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 白血病 ex vivo モデルの構築  
野生型及びCD44遺伝子ノックアウトマウス

骨髄細胞より造血幹細胞・前駆細胞を単離し、

白血病誘導因子として Myc や BCR-ABL 遺

伝子をレトロウイルスベクターにて導入し

た。その後、致死量あるいは半致死量放射線

を照射したマウスへ尾静脈より移植を行っ

た。移植されたマウスは定期的に採血を行い、

末梢血の細胞における GFP 陽性の細胞（レ

トロウイルスベクターは目的遺伝子と GFP
を発現する）の増減を解析することで白血病

発症を確認した。白血病の発症が認められた

マウスの骨髄及び脾臓より GFP 陽性細胞を

回収し、一次移植同様に放射線を照射したマ

ウスへ移植を行った。 
 
(2)マウス B-ALL 初代培養細胞及びヒト

B-ALL 細胞株の解析 
WT 及び CD44 KO 由来の B-ALL 細胞を

解析するため、B-ALL を発症したマウスより

白血病細胞を単離し、初代培養を行った。そ

の後 ROS の量を測定するため、CellROX 
deep red 及び MitoSOX を用いて検討を行っ

た。    
ヒト B-ALL 細胞株（BALL-1, NALM-6）

にて CD44 の発現を抑制するため、レンチウ

イルスベクターにて CD44 に対する shRNA
を導入した。その後、通常酸素下及び低酸素

下で増殖率を測定した。また過酸化水素を加

えた後に細胞死測定を行った。 
 
(3) B-ALL 薬剤耐性細胞の解析 
B-ALL を発症したマウスへ白血病標準治療

薬の一つである Ara-C (Cytarabine) を投与

し、末梢血及び骨髄細胞数を経時的に測定し

た。また Flow cytometry にて薬剤耐性細胞

を解析した。さらにMicroarray及びRT-PCR
解析にて遺伝子発現の検討を行った。 
 
４．研究成果 

(1) B 細胞性急性リンパ性白血病 (B-ALL) 
における CD44 の役割を明らかにするため、

CD44 遺伝子ノックアウト(CD44 KO) 及び

野生型 (WT) マウスから骨髄未熟細胞を採

取し、N-Myc 遺伝子を発現させた後、移植を

行った。その結果、WT 及び CD44 KO 由来

どちらの骨髄細胞からも B-ALL が発症し、

発症率・生存期間ともに有意な差は生じなか

った。次に WT 及び CD44 KO 由来の B-ALL
を 2 次移植したところ、CD44 KO 由来の腫

瘍において有意に生存期間が延長すること

を見出した (図 1A)。この結果から B-ALL 白

血病幹細胞の維持にCD44が重要な役割を果

たしていることが示唆された。次に CML に

おける CD44 の役割を明らかにするため、

WT 及び CD44 KO マウス由来の造血幹細胞

に BCR-ABL 遺伝子を導入し移植を行った。

その結果、WT 由来ではほぼ全てのマウスが

CML を発症した一方、CD44 KO 由来ではほ

とんど発症しないとことが分かった (図 1B)。
CD44 は CML の骨髄ニッチへのホーミング

に関与することが報告されているが、ホーミ

ング時の血中酸化ストレスを回避する機構

も CD44 が担っている可能性も考えられた。 

 



 

(2) 白血病幹細胞における ROS 代謝制御へ

の CD44 の役割を調べるため、WT 由来及び

CD44 KO由来のB-ALL細胞を骨髄より採取

し培養した。マウス B-ALL モデルにおいて

は造血幹細胞マーカーではなく B 細胞マー

カー陽性集団に白血病幹細胞がかなり多く

存在することを報告している（Sugihara E. 
at al, Oncogene 2012）ため、これらの初代

培養細胞のマーカー解析を行ったところ、全

て B 細胞マーカー陽性であり、初代培養細胞

はほぼ白血病幹細胞で占められていること

がわかった。そこで WT 及び CD44 KO 由来

の細胞における細胞内 ROS 量を測定したと

ころ CD44 KO 由来の方が優位に ROS レベ

ルが高いことが分かった (図 2A)。さらにミ

トコンドリアにおける ROS 量を測定したと

ころ、こちらも同様に CD44 KO 由来の方が

優位に ROS レベルが高いことが分かった 
(図 2B)。このことから CD44 は B-ALL 白血

病幹細胞の ROS 代謝制御に重要な役割を果

たしていることが示唆された。 

 
(3) ヒト B-ALL 細胞株にて shRNA による
CD44 の発現抑制の検討を行ったところ、通
常酸素濃度下では増殖に影響はなかったが、
低酸素濃度下では優位に増殖が低下するこ
とが分かった(図 3)。さらに活性酸素として
過酸化水素を培養液に加えたところ、CD44
を発現抑制した細胞において優位に細胞死
が生じることがわかった。これらの結果から
ヒトB-ALL細胞においてもCD44はROSや
低酸素下における代謝制御に重要な役割を
果たしていることが示唆された。 

 
(4) マウス B-ALL の薬剤抵抗性細胞を同定
し、白血病幹細胞であるのか検証するため、
B-ALL発症マウスに Ara-Cを投与した結果、
骨髄に残存する細胞を同定した。この同定し
た残存細胞の 2 次移植を行ったところ、非常
に少数の細胞からでも腫瘍再構築能を持っ
ていることがわかり、この細胞が白血病幹細
胞様の細胞であることを明らかにした (論文
準備中)。この細胞で特異的に発現している遺
伝子をマイクロアレイや RT-PCR 法にて調
べたところ、PKM2 など糖代謝に関わる遺伝
子が高発現していることが分かった。つまり
白血病幹細胞は糖代謝優位であり、酸化的リ
ン酸化で生じる酸化ストレス量を減弱させ
ていることが示唆された。 
  
以上の結果よりCD44が白血病幹細胞の生

存・維持に重要であることが示された。特に

ROS を制御する分子機構に CD44 の関与が

強く示唆され、白血病幹細胞を攻撃する分子

治療薬において非常に有用な標的分子であ

ることが分かった。今後 CD44 が分子レベル

でどのように ROS の代謝制御に関与するの

か研究を進めていきたいと考えている。 
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