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研究成果の概要： 

B6 マウスから幹細胞を採取し Bcr-abl 遺伝子を導入後、腫瘍発生組織(脾臓)から、幹細胞を

とりだし、RNA を採取、その後網羅的 miRNA 遺伝子解析を行った。Bcr-abl 陽性のマウス白

血病幹細胞では、正常対応細胞と比較し、いくつかの miRNA が過剰発現または、発現低下を

しており、それらは miR-203,miR-200c, miR-26,miR-21,miR-2105, miR-181などであつた。

そのうちmiR-200cはKLS陽性細胞と陰性細胞の分画で比較しても発現差をみた。現在 bcr-abl

陽性白血病における miR-200c の標的蛋白の同定の為の実験を行っている。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、microRNA(以下 miRNA)と呼ばれる

non coding RNA が、蛋白の翻訳を阻害し、

細胞の分化、増殖に重要な働きをもつこと

が報告されている。一方、がん幹細胞はが

ん細胞の供給源となる細胞として注目を集

めている。このがん幹細胞は抗がん剤治療

に対して抵抗性を示し、治療後の再発を引

き起こす原因になると考えられている。最

近、乳がんや前立腺がん、その他の固形癌

で、miRNA ががん幹細胞で異常発現し重要

な働きをしているという報告が次々となさ

れ て い る (Shimono et al., Cell 2008; 
O’Connell et al., PNAS 2010; Leu et 
al.,2010 Nat.Med)。しかし、がん幹細胞の

治療抵抗性メカニズムにおける miRNA の役

割は解明されていない。 

 慢性骨髄性白血病(CML)は幹細胞レベルで、

BCR-ABL1 転座が生じることが明らかにな

っている。CML 患者の治療には BCR-ABL1

遺伝子産物のチロシンキナーゼ活性を標的

とするグリベック、スプリセルなどのチロ

シンキナーゼ阻害薬が広く用いられている。

しかし、このようなチロシンキナーゼ阻害

薬による治療後の再発は患者の生命を脅か

す重大な問題となっている。CML 幹細胞の

残存は、このような CML の再発を引き起こ

す原因になることが報告されている。さら

に、チロシンキナーゼ阻害薬に不応性の

T315I 変異を有する BCR-ABL1 の発現は

CML 患者に治療を行う上で非常に大きな障

壁となっている。CML 幹細胞は、この

T315I 変異を有する CML 細胞を産みだす発

症母細胞となる可能性が考えられる。従っ
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て、CML 幹細胞の薬剤に対する抵抗性メカ

ニズムを解明することは重要な研究課題で

あり、現在、国内外の研究者によって活発

に研究がおこなわれている。 

 申請者はこれまでに、miRNA の研究で世

界をリードする優れた研究成果あげてきた。

この miRNA 領域での研究基盤に立脚し、白

血病でも幹細胞レベルで miRNA の異常が生

じている可能性が高いと着想するに至っ

た。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、BCR-ABL 陽性白血病のマ

ウス発症モデルを用いて、がん幹細胞分画を

純化し、網羅的 miRNA 発現解析を行って

「白血病がん幹細胞で異常発現する miRNA」

を同定する。同定された場合はその機能解析

を行い、miRNA ががん幹細胞に及ぼす病

理・病態を明らかにする。 

３．研究の方法 

1)マウス CML 幹細胞における miRNA の発

現解析 (遺伝子組み換え、動物実験有) 

C57BL/6 マウス(以下 B6 マウス)の造血幹細

胞分画(cKit陽性Sca1陽性分化マーカー陰性

細胞 以下KSL)にBCR-ABL1キメラ遺伝子

を導入し、同感染細胞を B6 マウスに移植す

る。BCR-ABL 陽性白血病発症マウスから

CML 幹細胞（KSL 分画）、前駆細胞様 CML

細胞(cKit陽性Sca1陰性分化マーカー陰性細

胞)、並びに分化 CML 細胞をセルソーターで

抽出し、RNA を精製し、miRNA(non-cording)

や通常遺伝子(cording)の網羅的発現解析を

行い、がん幹細胞特異的に発現する miRNA

や遺伝子を同定する。 

 

2) ヒト CML 患者由来の CML 幹細胞における

miRNA の発現解析 
ヒト患者検体の幹細胞 CD34+CD38-分化マ

ーカー陰性細胞をセルソーターで採取し、マ

ウスで同定された miRNA の定量解析

(Taqman PCR)を行う。マウス、ヒトで共通

に異常発現する miRNA を同定し、その後、

同 miRNA の標的遺伝子の探索、機能解析へ

と研究を発展させる。 

 

3) CML幹細胞特異的発現 miRNAの標的遺伝子

の解析 
遺伝子発現解析と miRNA 発現解析で、連動

して動く miRNA と遺伝子の関係を明らかに

する。また、Target Scan などの program を

使用し、miRNA の target を絞り込む。標的

遺伝子候補は、Taqman 法によるバリデーシ

ョンを行い、CML 細胞株などに、候補遺伝

子を導入した transfectantを用いて標的蛋白

の発現の変化を検討する。 

 

4) CML 幹細胞特異的 miRNAを標的とする CML

治療方法の検討 
BCR-ABL1 遺伝子に T315I 突然変異のある

CML マウスモデルを作製し、同様に遺伝子

発現解析を行う。通常の CML 発症マウスと

miRNA の発現差が幹細胞レベル、あるいは

他の linage であるか否かを検討したい。 

 

5) マウス CML 幹細胞の治療抵抗性機構にお

ける miRNA の役割 
CML 幹細胞に特異的な miRNA のアンチセ

ンス RNA の発現ベクターを CML 幹細胞に

導入し、マウスに移植を行う。このマウスに

チロシンキナーゼ阻害薬を投与して、CML

幹細胞の治療抵抗性における miRNA の役割

を解明する。 
 

6) miRNAをターゲットとするマウス CML幹細

胞の治療効果の検証 
同定された miRNA のアンチセンスを CML
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発症マウスに経静脈的に投与することによ

り、腫瘍に抑制効果が生じるか等を検討する。 

 
４．研究成果 

B6 マウスから幹細胞を採取し Bcr-abl 遺伝

子を導入後、腫瘍発生組織(脾臓)から、幹細

胞をとりだし、RNA を採取、その後網羅的

miRNA 遺伝子解析を行った。Bcr-abl 陽性の

マウス白血病幹細胞では、正常対応細胞と比

較し、いくつかの miRNA が過剰発現または、

発現低下をしており、それらは miR-203, 

miR-200c, miR-26,miR-21,miR-2105, 
miR-181 などであり、そのうちのいくつかは、

KLS 陽性細胞と陰性細胞の分画で比較して

も発現差をみた。例えば miR-200c がそうで

あるが、現在 CML における miR-200c の標

的蛋白の同定の為の実験を行っている。 
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