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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病からのiPS細胞樹立については、細胞集団を純化した上でのiPS細胞化や、
p53のノックダウンなどiPS細胞化を効率化する試み、分化誘導修飾物質の添加、エピジェネティック制御因子の阻害物
質の添加、造血細胞分化のマスターレギュレーターの抑制などを試行したが、樹立に至らなかった。一方、同様の手法
を用いて慢性骨髄単球性白血病（CMMoL）からのiPS細胞（CMMoL-iPS）樹立に世界で初めて成功し、CMMoL-iPSおよび血
球に分化させた細胞が正常由来細胞と比較して増殖能が亢進していることを示した。またエピゲノム・トランスクリプ
ト―ム解析により、CMMoLの標的遺伝子候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：We tried various strategies using cell sorting , knockdown of p53, administration 
of some regulators on cell differentiation, and inhibitors of epigenetic regulators to establish acute mye
loid leukemia-derived induced plurirpotent stem (iPS) cells. However, these trials resulted in failure. On
 the other hand, we succeeded in establishing chronic myelomonocytic leukemia (CMMoL)-patients derived iPS
 (CMMoL-iPS) cells. These CMMoL-iPS cells and hematopoietic cells which were differentiated from CMMoL-iPS
 cells showed higher proliferation rate compared with normal control cells. In addition, we identified som
e target genes of CMMoL by analyzing epigenetic and transcriptional profiles of these cells.   
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
白血病の治癒率を格段に向上するには、現在の治
療では治らない難治性白血病を克服することが必要
である。慢性骨髄性白血病（CML）に対するイマチ
ニブや急性前骨髄球性白血病に対するレチノイン酸
等の病態の鍵分子を標的とした治療は劇的な臨床効
果を発揮し、治療法を一変させることが示されたが、
こうした成功例はごく少数に過ぎず、より多くの白
血病で同様な治療が実現することが望まれる。実際
に他の多くの白血病においては既存の治療法による
治癒率が頭打ちとなっており、白血病の治癒率を格
段に向上するには、既存の治療に反応しない再発・
難治性例を克服することが必要である。すなわち難
治性を生み出すメカニズムを解明して、それらを標
的とすることにより、難治性白血病に対する新たな
治療法を生み出すことが重要となる。 
一方、白血病においては、自己複製をしながら、
より分化した白血病細胞を産み出す白血病幹細胞が
近年注目されている。このような白血病幹細胞は抗
がん剤が効きにくく、難治性の鍵を握ると考えられ
るが、その実態には不明な点が多い。血球分化には、
造血幹細胞を頂点としたヒエラルキーがあり、各血
球への分化過程が明らかにされていることから、白
血病をはじめとする造血器腫瘍はがん幹細胞を解析
する上で非常に適している。白血病発症には、種々
のがん化誘導性遺伝子異常が蓄積されることが必要
であり、その点で、自己複製能を有しかつ寿命が長
い白血病幹細胞は、非常に有力な治療標的である。
白血病幹細胞の生成機構を解明し、それらの制御法
を確立することは、難治性白血病の克服に大きく貢
献すると考えられる。 
しかし、患者検体由来の DNA・RNA・蛋白質さ
らには白血病細胞の生体内での動態を総合的に解析
するような網羅的研究は、大量の細胞数の確保やそ
のための細胞継代が困難であることにより大きく制
限されている。また上記白血病幹細胞も患者検体か
らはごく少数しか採取されず、白血病幹細胞の分子
レベルでの研究は困難である。 
このような状況を克服するために、われわれは

Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4の 4因子を同時に導入
することで患者由来疾患細胞のリプログラミングを
試みた（Takahashi et al. Cell 2006）。その結果、特
定の細胞集団を純化するなどの工夫を行った末に、
世界で初めて白血病（CML）から人工多能性幹細胞
（iPS 細胞）を樹立することに成功したまた、骨髄
線維症症例の JAK2変異陽性血液細胞からも iPS細
胞を樹立した。ところが、造血器腫瘍の代表的疾患
である急性骨髄性白血病（AML）に関しては、Oct3/4、
Sox2、c-Myc、Klf4の 4因子を導入するのみでは iPS
細胞化が誘導できなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では造血器腫瘍の代表的疾患である急性骨
髄性白血病（AML）を主たる対象として、様々な工
夫を凝らすことで疾患由来白血病細胞を iPS細胞化
することを第一の目標とする。これまでの我々の試
みでは、CML 由来血液細胞の iPS 細胞化と同様の
方法では AML由来血液細胞の iPS化が不可能であ
ったことから、下記のアイデアを実践する。AML
由来血液細胞の iPS化に成功した後に、白血病 iPS
細胞を血球系に分化させること、分化誘導した血液
細胞を免疫不全マウスへ骨髄移植することにより白
血病を再構築させること、同動物モデルを用いて白

血病幹細胞活性の高い細胞集団を同定することを通
じて、白血病幹細胞を増幅することを目指す。白血
病幹細胞が大量に確保できれば、これまで細胞数の
問題で技術的に困難であったゲノム・エピゲノム異
常の解析、プロテオーム解析、シグナル伝達異常の
解析、薬剤スクリーニング等を行うことができる。
これらの研究により、白血病幹細胞特異的なシグナ
ル伝達機構や細胞表面分子を同定し、それらを標的
とした白血病幹細胞特異的な治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究の鍵となる AML 患者由来白血病の iPS 細胞
化のため、Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4 の 4 因子導
入に加えて下記に述べるいくつかの方法を併用して
多方面から試みる。 
1) 白血病鍵分子の一時的ノックダウン；CML の発症
は染色体転座 t(9;22)により産生される BCR/ABL キ
メラ遺伝子に起因する。CML はこの一つの遺伝子異
常、いわば 1 hit で発症すると言われ、実際にマウ
スでも BCR/ABL 遺伝子を骨髄細胞に導入して骨髄移
植を行うと比較的早期に CML を発症する。一方、AML
は一般的に分化ブロックおよび増殖異常の 2 つの分
子異常により発症すると考えられており（2 hit 
theory）、実際に代表的な染色体転座産物である
AML1/ETO キメラ遺伝子を単独でマウスの骨髄細胞
に導入して移植を行っても AML を発症しない。我々
は既にCMLからのiPS細胞の誘導に成功しているが、
一方で AML 細胞の iPS 化ができない理由として、2 
hit の遺伝子異常が AML に存在することが候補に挙
がる。そこで、白血病鍵分子の一時的ノックダウン
を行うことで遺伝子異常を 1 hit リセットした上で
iPS 細胞化を試みる。白血病細胞をリプログラミン
グするに当たり、分化した白血病細胞より、未分化
な分画（例えば CD34 陽性細胞）をスタートに置くほ
うがことが一見有利なように思えるが、その点に関
しては現時点では全く不明である。当初、iPS 細胞
の作製は CD34 陽性造血前駆細胞からの誘導方法が
開発されたが、近年、ヒト末梢血中のリンパ球や単
球からも同様の技術で iPS 細胞が作製されている
（Seki et al. Cell Stem Cell 2010, Loh et al. Cell 
Stem Cell 2010, Staerk et al. Cell Stem Cell 
2010 ）。これらのことから、例えば分化ブロックを
解除し、1 hit リセットした状態、いわば AML らし
さを損なって正常細胞に近い血液細胞をリプログラ
ミングするような戦略も有望である。具体的には、
代表的な白血病キメラ遺伝子であるAML1/ETOや CBF
β/MYH11、PML/RARα、MLL/ENL などを標的とする。
また、AML は heterogenous な疾患だが、よりユニバ
ーサルな標的として、造血細胞分化のマスターレギ
ュレーターである PU.1 や CEBPα、AML1 などの分子
や、PI3K/AKT、Ras/Raf/MEK/ERK、JAK/STAT シグナ
ル伝達系などの構成因子のノックダウンを組み合わ
せる。これらのノックダウンはテトラサイクリン存
在下で ON となるように設計した上でレンチウィル
スで AML 細胞に導入し、リプログラミングの過程の
様々な時期で ON/OFF を自在に制御することで iPS
細胞化を図り、またiPS細胞化に成功した後にはOFF
とすることで、その後の解析に影響を及ぼさないよ
う、すなわち iPS 細胞から血液細胞に分化させた際
に白血病細胞本来の機能を損なわないようにする。
同様の観点から、レチノイン酸を添加して分化誘導
を行いながらリプログラミングを試みる。 
2) リプログラミングの効率化；細胞数の少ない臨床



検体を用いたリプログラミングを効率よく行うため
に、有効と報告されている方法を試みる。まず、
Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4 の 4 因子の導入には、
導入効率がよく、なおかつ末梢血 T リンパ球からの
iPS 細胞作製にも実績がある（Seki et al. Cell Stem 
Cell 2010）Sendai virus（Yonemitsu et al. Nature 
2000）を用いる（DNAVEC 社の房木ノエミ氏を研究協
力者とする；契約済み）。また、リプログラミングの
効率を高めると最近報告された Glis1（Maekawa et 
al. Nature 2011）や Lin28 の遺伝子導入（Yu et al. 
Science 2007）、あるいは p53、その下流の p16 のノ
ックダウンなどを組み合わせる（Hong et al. Nature 
2010）。iPS 細胞の樹立を促進することが知られてい
る小分子化合物（ブチレートやバルプロ酸など）の
添加を組み合わせる（Mali et al. Stem Cells 2010, 
Huangfu et al. Nat Biotechnol 2008）。3) エピジ
ェネティクスからのアプローチ； Oct3/4、Sox2、
c-Myc、Klf4 の 4 因子の体細胞への導入はエピゲノ
ムを ES 細胞と類似したものに変換するグローバル
な作用を持つことが報告されている（Maherali et al. 
Cell Stem Cell 2007）。このことから、グローバル
なエピジェネティクスの変換をきたすような操作は
iPS 細胞への誘導を促進する可能性がある。この観
点から、DNA メチル化酵素や DNA の脱メチル化に関
わる TET ファミリー遺伝子の導入・発現抑制や、ヒ
ストン修飾に関与する様々なメチル化酵素・脱メチ
ル化酵素を活性化・不活化することで、iPS 細胞化
を試みる。また、Azacitidine（DNA メチル化阻害剤）
や DZNep（ポリコーム阻害剤）、前述のバルプロ酸（ヒ
ストン脱メチル化酵素阻害剤）等の薬剤添加の効果
を検討する。 
  研究が計画通り進まないことを考慮し、AML マウ
スモデルの白血病細胞（MLL 白血病、AML1/ETO 陽性
白血病、MOZ/TIF2 陽性白血病等）を用いた iPS 細胞
化や、これまでに iPS 細胞樹立の報告がない他の白
血病からの iPS 細胞樹立についても同様の工夫をし
て条件検討を行う。複雑で heterogenous なヒトの
AML と比較して遺伝子異常がコントロールされ、単
純化されたマウスモデルを用いて条件検討を行うこ
とは、本課題の遂行のために重要であると考えられ
る。 
白血病 iPS 細胞が得られた場合は血球系に分化誘
導することが可能かどうか検討する。すでに血球分
化誘導の条件は、CML 由来 iPS 細胞を用いた研究に
より樹立している。さらに、分化誘導した血液細胞
を免疫不全マウスへ骨髄移植し、造血細胞、特に白
血病の再構築が可能かどうか観察する。得られた白
血病細胞の各分化段階を単離して免疫不全マウスに
移植し、限界希釈法により白血病幹細胞活性を有す
る細胞集団を同定する。 
 
４．研究成果 
  AML からの iPS 細胞樹立については、様々な細胞
集団を純化した上での iPS 細胞化や、p53 のノック
ダウンなど iPS 細胞化を効率化する試み、分化誘導
修飾物質の添加、エピジェネティック制御因子の阻
害物質の添加、造血細胞分化のマスターレギュレー
ターの抑制などを試行したが、樹立には至らなかっ
た。一方で、同様の手法を用いて慢性骨髄単球性白
血病（CMMoL）からの iPS 細胞（CMMoL-iPS）樹立に
世界で初めて成功し、CMMoL-iPS および血球に分化
させた細胞が正常由来細胞と比較して増殖能が亢進
していることを示した。またエピゲノム・トランス

クリプト―ム解析により、CMMoL の標的遺伝子候補
をいくつか同定した。 
CMMoL-iPS 細胞を iPS-Sac 法で血球へ分化誘導し
た結果、健常人の骨髄 CD34 陽性細胞由来 iPS 細胞
(Normal-iPS 細胞)と同様に多数の血球細胞を得る
ことが可能であった。元の CMMoL 細胞は染色体転座
(46XY, +1, der(1;7)(q10;p10))および EZH2 I713T
変異、RUNX1 F97C 変異、NRAS G13D 変異、P53 P72R
変異を有していたが、CMMoL-iPS 細胞由来血球にお
いても同様の染色体異常および遺伝子異常が存在す
ることを確認した。次に血球分化後に造血幹・前駆
細胞が多数含まれる CD34 陽性 CD43 陽性細胞を用
いて、半固形培地(MethoCult™ H4434 Classic：SCF、
GM-CSF、IL-3、EPO を含む)にてコロニー形成能を評
価した結果、CMMoL-iPS 細胞由来血球は Normal-iPS
細胞由来血球と比較して、多数のサイズの大きい造
血コロニー(特にCFU-GMコロニーとCFU-GEMMコロニ
ー)を形成した。さらに、Normal-iPS 由来造血コロ
ニーはほとんどマクロファージなど分化した細胞で
構成されていたのに対し、CMMoL-iPS 由来造血コロ
ニーは多数の単芽球により構成されていた。表面マ
ーカー解析を行った結果、CMMoL-iPS 由来造血コロ
ニーでは CD34 陽性の造血幹・前駆細胞、CD13 陽性
の骨髄系細胞の増加を認めた。特に CD13 陽性細胞の
中でもCD14陽性の単球系細胞および CD14陰性CD24
陽性の未熟な顆粒球系細胞の増加を認めた。末梢血
における CD14 陰性 CD24 陽性細胞の増加は CMMoL に
特徴的な所見であり (Blood. 115:78-88, 2010)、こ
れらの結果は CMMoL-iPS 細胞由来血球が CMMoL の特
徴を反映していると考えられた。半固形培地を用い
て colony replating assay を 行 っ た 結 果、
Normal-iPS細胞由来血球は3継代目以降ほとんどコ
ロニー形成が認められなかったが、CMMoL-iPS 細胞
由来血球は 4 継代目以降も多数の造血コロニーを産
生した。さらに、サイトカインを含まない半固形培
地 MethoCult™ H4230)にてコロニー形成能を評価し
た結果、Normal-iPS 細胞由来血球はほとんどコロニ
ー形成不可能であったが、CMMoL-iPS 細胞由来血球
は多数の自発的コロニー形成を認めた。これらの結
果は、CMMoL-iPS 細胞由来血球が元の CMMoL 細胞の
白血化能を反映していることを示していると考えら
れた。以上より、世界初の CMMoL ヒト疾患モデルの
作製に成功した。 
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