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研究成果の概要： 

正常造血幹細胞と白血病幹細胞の共通性を解明するアプローチとして、核小体に焦点を当てて

研究を進めた。核小体分子 Nucleostemin は、未分化な造血幹細胞に高い発現が認められた。

Nucleostemin の発現を GFP によってモニターするレポーターシステムを構築し、造血系で解析

したところ、正常造血および骨髄性白血病において、未分化細胞を濃縮することができた。こ

れらの知見は、将来の白血病治療薬の標的となる分子の特定に寄与することが期待された。 
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１．研究開始当初の背景 
抗癌剤による化学療法の開発により白血

病の治療は目覚しく進歩しているが、抗癌剤
抵抗性の白血病細胞の存在が臨床上問題と
なることが多い。このことは、腫瘍細胞は均
一ではなく、一部に特別な性格をもつ集団が
存在していることを意味する。白血病細胞の
中で、その源となる幹細胞の性質を持った腫
瘍細胞、いわゆる白血病幹細胞（Leukemic 
Stem Cell）あるいは、がん幹細胞（Cancer 
Stem Cell）の存在は、古くから示唆されて
きた。1997 年、Dick らは、白血病細胞の中

に正常なヒトの造血幹細胞の表面マーカー
である CD34 陽性 CD38 陰性という形質を持つ
わずかな細胞集団が存在し、ここに白血病細
胞の大部分を供給する源の細胞が濃縮され
ていることを示し、造血組織において白血病
幹細胞の存在を証明した。さらに、がん細胞
と正常の幹細胞が共通のメカニズムで制御
されている知見が示されてきた。また、脳腫
瘍や乳癌などの固形腫瘍においてもがん幹
細胞の証拠となる報告がなされている。この
ように、がん幹細胞の概念は提唱され、実証
されてきたものの、その実態は明らかとされ
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ていない。白血病をはじめとする腫瘍の新し
い治療戦略を考える上で、がん幹細胞の実態
を知ることは必要不可欠な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、正常造血幹細胞と白血

病幹細胞の共通性を解明することを目的と
した。この目的のため、①正常造血幹細胞の
制御機構の解明、②白血病幹細胞の特定とそ
の制御機構の解明に取り組んだ。本研究では、
特に、核小体分子 Nucleostemin に焦点を当
てて研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
①正常造血幹細胞制御機構の解明 
1. 造 血 幹 細 胞 の 分 化 過 程 に お け る
Nucleostemin の発現および局在解析。 
2. Nucleostemin の発現様式による幹細胞集
団の同定：Nucleostemin の転写調節領域を利
用した GFP遺伝子導入マウスの作製を行った。 
3. 造血幹細胞における Nucleosteminの機能
解析：レンチウイルスによる shRNA 導入シス
テムにより、造血幹細胞で Nucleostemin の
ノックダウン系を確立し、その機能評価を行
った。 
 
②白血病幹細胞の特定 
Nucleostemin プロモーターを用いた白血病
幹細胞の特定：マウス造血幹細胞を単離し、
レトロウイルスベクターにより Meis/HoxA9
遺伝子を導入後、放射線照射マウスに骨髄移
植を行うことによって白血病モデルを作製
した。この際、ドナー造血幹細胞として
NucleosteminプロモーターにてGFPを発現す
るトランスジェニックマウスを用い、ウイル
スを感染させ白血病化させた。レシピエント
マウスの体内で白血病が発症したとき、
Nucleostemin 陽性細胞が、白血病細胞として
高い能力を有するかどうか、すなわち白血病
幹細胞かどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
正常造血幹細胞と白血病幹細胞の共通性

を解明するアプローチとして、核小体に焦点
を当てて研究を進めた。細胞周期上 G0 期に
ある造血幹細胞に特異的に発現する分子を
探索した結果、Nucleostemin という分子に着
目した。本分子のポリクローナル抗体を作成
し、Nucleostemin 発現パターンを検討した。
既報のごとく、作製した抗体によって、本分
子は胚性幹細胞（ES）の核小体に局在してい
ること、他の核小体蛋白である Nucleolin, 
Nucleophosmin と同様の局在していることを
確認した。Nucleostemin は、KSL(c-Kit 陽性
Sca-1陽性Lin陰性)のような未分化な造血幹
細胞に高く発現が認められ、核内で特徴的な
染色パターンを示すことが観察された。一方、

前駆細胞集団、分化集団においては、その発
現が低下していることが判明した。ES 細胞に
おいても、LIF を除去し、レチノイン酸処理
によって分化させると、その発現が低下し、
本分子の発現未分化との相関は、他の組織に
おいても共通した現象であることが示唆さ
れた。Nucleostemin 蛋白の発現は細胞表面に
認められない。そこで幹細胞集団の同定を目
的とし、本分子の転写調節領域の特定に取り
組んだ。まず、本分子のゲノムから、エクソ
ン１を含めた上流領域を得、転写活性を検討
した。その結果、約 10Kb 中に、高い転写活
性が存在することがルシフェラーゼ法によ
り判明した。さらに GFP を用いたレポーター
システムを構築し、ES 細胞に導入したところ、
未分化状態では強く蛍光を発色するのに対
して、分化するとその発色が低下し、分化の
程度を反映することが明らかになった。本プ
ロモーターGFP レポータープラスミドを用い
て、トランスジェニックマウスを作製した。
まず、GFP の発現の程度により、骨髄細胞を
４分画し、内在性 Nucleostemin の発現量を
検討した結果、GFP の強度との間に相関を認
めた。このことから、本プロモーターは、生
体内造血細胞系列において、Nucleostemin の
発現をモニターできるシステムであること
が判明した。さらに、血球系分化抗原の発現
をみると、GFP の強い発現を示す集団におい
て、分化抗原が陰性であることから、ここに
未分化細胞が濃縮していると考えられた。さ
らに幹細胞分画においては、非常に高い GFP
発現を示す一方、前駆細胞、分化細胞と分化
が進むにつれ、GFP の発現が低下しているこ
とが明らかとなった。以上の結果より、本レ
ポーターシステムが、生体内でも未分化細胞
で強い活性をもつことが明らかとなった。ト
ランスジェニックマウス由来の骨髄細胞に
HoxA9/Mies1 をレトロウイルスにて導入後レ
シピエントマウスに移植し、骨髄性白血病モ
デルを作製した。白血病細胞を採取し、GFP
の輝度によって分類し検討を行った。GFP の
輝度と内在的 Nucleostemin mRNA 量は相関が
あり、白血病において Nucleostemin のモニ
ターリングシステムとして機能しているこ
とが判明した。さらに、Nucleostemin の発現
と白血病発生能との相関が認められた。また
shRNA 実験により、Nucleostemin が白血病幹
細胞の増殖能に必須であることが判明した。
遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ ル の 検 討 に よ り 、
Nucleostemin と挙動を一致させる遺伝子集
団が特定できたため、複数の遺伝子が協調し
て未分化性を維持していることが明らかと
なった。この知見は、将来の白血病治療薬の
標的となる分子の特定に寄与することが期
待された。 
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