
金沢大学・がん進展制御研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

挑戦的研究（萌芽）

2018～2017

ドナー細胞由来白血病発症機構への細胞外小胞の関与の検討

Elucidation of the roles of extracellular microsomes in donor cell-derived 
leukemia

３０１８２０６７研究者番号：

向田　直史（Mukaida, Naofumi）

研究期間：

１７Ｋ１９６８１

年 月 日現在  元   ６ １９

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：　BCR-ABL陽性慢性骨髄性白血病（CML)マウスに対して、X線照射・骨髄移植を行う
と、核型異常を示すドナー細胞由来顆粒球の出現と重篤な貧血からなる骨髄異形成症候群を呈する、ドナー細胞
由来白血病（DCL）を発症した。レシピエントCML細胞由来の細胞外小胞中の大量の二本鎖DNAが、ドナー細胞に
水平伝播し、ドナー細胞内でSTING経路を介してインターフェロン経路が活性化され、ドナー由来の造血幹/前駆
細胞のvitroでの複製能が低下することが明らかになった。さらに、CML発症マウスに対して、X線照射後に、
STING欠損マウス由来の骨髄細胞を移植しても、DCL様の病態の出現が認められなかった。

研究成果の概要（英文）： Mice with BCR-ABL-positive chronic myelogenous leukemia (CML) developed 
donor cell-derived leukemia (DCL), myelodysplastic syndrome with donor cell-derived granulocytes 
with aberrant nuclear morphology and severe anemia, when normal donor cells were transplanted after 
irradiation. Recipient leukemia cell-derived extravesicles abundantly contain double-stranded DNA 
(dsDNA), which was horizontally transmitted into donor cells. In vitro studies demonstrated that 
dsDNA activated STING and subsequently interferon pathways in donor cells, thereby inhibiting 
replication capacity of donor hematopoietic stem/progenitor cells. Moreover, CML mice did not 
develop DCL when they received STING-deficient mouse-derived bone marrow cells after irradiation.

研究分野： 腫瘍生物学
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病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究の結果から、CML細胞由来の細胞外小胞がSTING経路を介して、ドナー由来の骨髄幹細胞に対して抑制的
に作用することによって、DCLが発症する可能性が強く示唆された。したがって、STING経路の抑制によって、治
療法が確立されておらず、予後が不良なDCLの発症を予防できる可能性も示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
慢性骨髄性白血病（CML）は、9番・22番染色体間での転座により生じた、チロシン・キナーゼ

活性を示すBCR-ABL遺伝子産物が、ドライバー遺伝子として正常造血幹細胞（HSC）に作用し、白
血病幹細胞（LIC）へと悪性転化させることで発症する。このことを利用して、ドライバー遺伝
子であるBCR-ABLを標的として開発されたチロシン・キナーゼ阻害薬（TKI）は、CML患者の生命
予後を劇的に改善した。その一方で、LICがTKIに対して比較的抵抗性のため、長期のTKI治療後
も骨髄内にLICが残存する症例が半数近くある。このため、骨髄移植療法がCMLの根治療法として
再び脚光を浴びつつある(Nature Rev Clin Oncol 2016 13:79-91)。 

骨髄移植の前処置であるX線照射後に残存するLICから起きる白血病の再発に対しては、マイ
ナー組織適合抗原の不一致によるGraft versus Leukemia（GVL）反応による再発予防策がすでに
臨床上広く用いられている。一方で、このような再発機構とは別個に、移植した正常細胞からの
白血病、いわゆるドナー細胞由来白血病（donor cell-derived leukemia；DCL）の発症が、骨髄
移植患者の約１％で認められる。ただし、骨髄移植後に再発する白血病細胞の起源の同定が技術
的に困難なことが多いことから、実際の頻度は現在の報告よりも高い可能性がある。しかも、DCL
は通常の再発白血病に比べて悪性度が高いことから、臨床上大きな問題となりつつある(Bone 
Marrow Transplantation 2014 49:102-109)。しかし、DCLには適切な動物モデルがないことなど
から、このDCLの発症機構は不明な点が多い。 

本研究申請時に、申請者のグループでは、骨髄移植治療後における、骨髄内での残存LICとド
ナー由来正常造血幹／前駆細胞（HSPC）との相互作用の検討を目的に、BCR-ABL遺伝子を導入し
たLICを移植しCMLを発症させたマウスにX線照射・骨髄移植を行った。その結果、比較的早期の
CMLに骨髄移植すると、骨髄内LICが十分に減少し、正常なドナー由来細胞に置き換わる上に、長
期的にその状態が維持されることが明らかとなった。一方で、一部のマウスでは、骨髄・末梢血
でともにレシピエント由来の白血病細胞は著減していたにもかかわらず、ドナー由来細胞が
BCR-ABL遺伝子を発現するとともに、核型異常を示すドナー由来白血球の増加と重度の貧血を呈
する、DCLに類似した病態が認められた。 

これらの研究成果を受けて、今回認められた病態のDCLの疾患モデルとしての妥当性を検証す
るとともに、その発症の分子・細胞機構を解明することで、有効な治療法が確立されていないDCL
に対する治療法の確立を目指して、本研究計画を立案した。 
 
 
２． 研究の目的 
 

本研究では、DCL の予防を通した、より安全で効果的な骨髄移植療法の新規戦略の確立を

目指し、以下の検討を行った。 
① 上述の現象を解析し、DCL の疾患モデルとしての妥当性の実証 
② 上述の現象の分子・細胞機構の解析 
 
 
３． 研究の方法 
 
以下の点について検討を加えた。 

①DCL の疾患モデルとしての妥当性の実証 
②DCL 疾患モデルを用いた発症メカニズムの解明 
 
①DCL の疾患モデルとしての妥当性の検証 
ア.CML マウスモデルに対する骨髄移植治療後の血液病理学的解析 

CD45.2 陽性の BALB/c マウスの骨髄から分離した lineage marker-c-kit+Sca-1+の正常造血
幹／前駆細胞（HSPC）に、ヒト BCR-ABL-ires-GFP 遺伝子を導入し、白血病幹細胞（LIC）
を作製した。得られたLICを、
X 線照射したレシピエントマ
ウスに骨髄移植し、CML を発
症させる。CML 発症後（LIC
移植 2 週間前後）に X 線照射
し、CD45.1 陽性のコンジェニ
ックマウスから採取した骨髄
単核球を骨髄移植した（図１）。 



骨髄移植療法による治療効果、白血病の再発の有無を検討するために、以下の点について、
経時的に評価し、DCL のマウス疾患モデルとしての妥当性を検証した。 
a． 末梢血白血球数 
b． 脾臓の大きさ 
フローサイトメトリー法を用いて以下の点も経時的に測定する 
c． 骨髄内の LIC 数 
d． 末梢血・脾臓・骨髄での CD45.1+ドナー血液細胞と CD45.2+GFP 陽性残存白血病細胞の実

数と割合 
e． 末梢血・脾臓・骨髄での、CD45.1+ドナー細胞中の BCR-ABL 発現細胞の割合 
 
③ DCL 実験モデルを用いた発症メカニズムの解明と細胞外小胞の関与の検討 

 これまでの解析から、CMLマウスの脾臓から採取したエクソソームにおいて、白血病細胞由来

DNA断片が高レベルで検出されている。したがって、主にエクソソームを用いて、in vitroにお

いて、正常マウスの骨髄から分離精製したHSPCと共培養することで、白血病細胞由来遺伝子の水

平伝播、および造血能に与える影響を以下の点に着目し検討した。 

a. BCR-ABL遺伝子の水平伝播: エクソソームとHSPCを共培養し、BCR-ABL遺伝子を含むエクソソ

ームを取り込むことで、HSPCがBCR-ABL（GFP）を新たに発現するかを検討した。 

b. 2本鎖DNAの水平伝播： 膜透過性があり、DNAを選択的にラベルできる蛍光色素（Vybrant 

DyeCycle, Thermo Fisher）でエクソソームに含まれるDNAを蛍光ラベルし、共培養することで細

胞質内への取り込みを検討した。同時に、細胞質内DNAセンサーシグナルが活性化しているかを、

1型IFN関連遺伝子の発現を中心に定量RT-PCR法を用いて解析した。 

c. MDS様形質: エクソソームとHSPCを液体培地で共培養し、HSPCの増殖に対する影響を検討した。

さらに、HSPCの造血能に与える影響については、半固形培地を用いて、コロニー形成試験を行い、

予備実験で観察されたコロニー形成阻害の再現性を確認した。観察された変化については、DNA

センサー遺伝子を欠損した細胞を用いて同様に検討することで、これらの細胞質内DNAセンサー

シグナルの関与について検証した。 

 
 
４．研究成果 
 

①CML 発症マウスに骨髄移

植すると、正常ドナー細胞の

生着に伴い、骨髄内 LIC が十

分に減少する一方で、長期的

には赤血球の顕著な減少を

伴う重度の貧血を発症し、生

存率が急激に低下すること

が再現性良く認められた（図

２）。 

②重度の貧血を呈したマウスでは、MDS で特徴とされる核異型を示す白血球が認められ、ドナ

ー細胞の悪性形質転換による MDS の発症が疑われた。 

③MDS 様病態を発症したマウスから骨髄細胞を採取し、正常マウスに 2 次移植した結果、一部

のマウスは急性赤芽球性白血病を発症した。 

MDS が急性白血病の前がん病変であり、MDS 患者では高頻度に急性白血病が発症することを勘

案すると、以上の結果から、本モデルは DCL を反映するモデルと考えられた。 

 さらに、DCL 発症機構の解析を行い、以下の結果も得た。 



④末梢血・脾臓・骨髄において、ドナー細胞が BCR-ABL 遺伝子を新たに発現していた。 

⑤CML 発症マウスの脾臓から採取したエクソソームが高レベルに BCR-ABL 遺伝子を含有してい

た。 

⑥正常マウスと比較して、CML

マウスの脾臓から採取したエ

クソソームでは、約 10 倍程度

高いレベルで2本鎖DNA断片が

含まれていた。 

⑦CML細胞由来のエクソソーム

が正常 HSC の細胞質内に取り

込まれることを確認するとと

もに、HSC によるコロニー形成

能が顕著に抑制された（図３）。 

⑧アレイ解析ならびに qRT-PCR 法の結果から、ドナー細胞において I型インターフェロン関連

遺伝子の発現の亢進が確認された。 

⑨細胞質内で２本鎖DNAの認識に関与するシグナル伝達分子STING欠損マウス由来のHSCでは、

CML 細胞由来エクソソームによるコロニー形成能の低下は認められなかった。 

⑩CML 発症マウスに対して、STING 欠損マウス由来の骨髄細胞を移植すると、野生型マウス由来

の骨髄細胞の移植時に比べて、MDS 様病変の発症が遅延した。 

 以上の結果から、この DCL モデルの発症過程には、白血病細胞由来のエクソソーム中の２本

鎖 DNA が、ドナー由来の HSPC に取り込まれることで、STING 経路を介して、I型インターフェ

ロン経路を活性化することによる造血能の低下が関与していることが判明した。したがって、

STING 経路を標的とすることで、DCL 発症が予防される可能性が示唆される。 
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