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活動報告 
 
[背景] 
 我が国では少子高齢化が進み、遺伝子異常の蓄積による白血病などの病気が増加している。 
特に私が専門とする急性骨髄性白血病（AML; acute myeloid leukemia）は代表的な血液悪性

疾患であり、5 年生存率は平均して 30-40%と、多くの新規治療法・治療薬が登場しているとはい

え、未だ予後は悪い。そこでより安全で有効な治療法・治療薬の開発を目指して、世界中の臨床

医・研究者が日夜研究を続けている。 
 現在私が研究している AML に関して、その発症機序には、自己複製能を有する造血幹細胞

（HSC; hematopoietic stem cell）に遺伝子変異が生じて白血病化する場合と、分化した造血前

駆細胞が遺伝子変異により自己複製能を再獲得して白血病幹細胞システムを形成する場合があ

ると考えられている。次世代シークエンサーの発展もあり、最近では AML を含めた腫瘍遺伝学分

野において容易にその原因遺伝子が特定できるようになり、白血病に関しても造血幹細胞・造血

前駆細胞（hematopoietic stem/progenitor cells; HSPC）における遺伝子変異をより深く解析

することが可能となった1。 
 私が所属する Majeti 研究室では、患者検体を用いて、白血病になる前段階で、白血病細胞が

持つ遺伝子変異の一部を持つHSCである前白血病幹細胞（pre-leukemic HSC）を世界に先駆

けて同定し、その遺伝子変異について報告した（図 1）2。最近では実際の患者検体を用いて、一

人の患者の初発→寛解（抗がん剤による治療後）→再発に至るまでを詳細に解析した報告も他の

グループからされている3。  
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図 1: 正常造血幹細胞から白血病に至
るまで。 
正常 HSC が白血化するまでにはいく
つかの遺伝子変異が必要である（ここ

では五段階）。正常 HSCは、骨髄にお
いて唯一自己複製できる細胞であり、

横軸のように変異が 1 つずつ入り、そ
れぞれの前白血病が蓄積することで縦

軸方向に進み、最終的に白血病に至る

と考えられる。このモデルでは、白血

病と診断された時点で、HSCはヘテロ
な存在で、正常な遺伝子を持つ HSC
と、白血病細胞が持つ遺伝子変異の一

部を持つ中間型の pre-leukemic HSCが
存在すると考えられる。 
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 これまで多くの白血病研究は、がん細胞そのものに焦点を当ててきたが、留学先であるスタンフ

ォード大学の Majeti 研究室では、pre-leukemic HSC に着目し、患者検体を用いた白血病のメ

カニズム解明、および、治療法の開発を目指している。白血病において、病態だけではなく、早期

診断と予防的治療の対象としての pre-leukemic HSC の存在が益々注目を集めている。 
 
[研究目的] 
 白血病発症に関わる遺伝子変異のうち、最近の我々の報告から、Ten-Eleven Translocation 
Methylcytosine Dioxygenase-2（TET2）遺伝子変異が、単独では細胞の腫瘍化や異形性をき

たさないが、前がん状態/前白血病状態の形成に重要である可能性を示唆するデータが得られて

いる4。TET2 は、DNA の「第 5 の塩基」とも言われる 5-メチルシトシン（5mC）を酸化して 5-ヒドロ

キシメチルシトシン（5hmC）のような誘導体にする反応を触媒する酵素であり、その異常により遺

伝子発現を変化させることがある。特に血液悪性疾患ではこの TET2 遺伝子に極めて高頻度に

機能欠損型変異がみられることが報告され、白血化の早い段階に獲得される遺伝子異常ではな

いかと考えられている。そこで私は白血化に大きく関与していると考えられるこの TET2 遺伝子に

注目し、ヒト HSPC および白血病幹細胞（pre-leukemic HSC を含む）におけるその役割につい

て、以下 2 つのテーマを遂行することを目的として研究を開始した（図 2）。 
  
1) TET2 shRNA を作製し、HSPC の中で TET2 をノックダウンした時の in vitro/in 

vivo における遺伝子発現および phenotype の違いを明らかにする。 
2) TET2 遺伝子変異による腫瘍化の機構について明らかにする。 

 
 研究室に配属されてから間もないため、残念ながらいずれのテーマもまだ詳細なデータが得ら

れていないが、これまでに行った実験の結果および今後の予定について、私が大学院時代に樹

立したアリル特異的抗human leukocyte antigen（HLA）細胞障害抗体を用いた治療5への応用も含

め、簡単に述べたいと思う。 
 
[研究方法・結果] 
1) TET2 shRNA を 作 製 し 、 HSPC の 中 で

TET2 をノックダウンした時の in vitro / in 
vivo における遺伝子発現および phenotype の

違いを明らかにする。 
 Majeti 研究室に配属後、まず TET2 shRNA の作

製 を 行 い 、 レ ン チ ウ イ ル ス を 用 い て 細 胞 株

（ HEK293T ） に 形 質 導 入 し 、  細 胞 株 に 対 す る

TET2 ノックダウンの影響について解析した（図 3）。 
              



 ここでは、HEK293T 細胞における TET2 ノックダウンの状態を、Western blot 法（TET2 タン

パク質の発現低下を確認）、qPCR（TET2 の mRNA レベルでの低下の確認）、および Dot blot
法（抗 5hmC 抗体を用いて、TET2 の発現低下による 5-hmC 低下の確認）で確認した。次に正

常HSPCにTET2 shRNAを導入し、自己複製能、増殖能、分化能に与える影響を明らかにする

ことを目標とした。これにはまず、正常臍帯血 CD34 陽性（造血幹・前駆）細胞に TET2 shRNA
を形質導入し、培養する（ベクターには遺伝子の動態を追跡するために GFP あるいは RFP を加

え、さらに doxycycline で shRNA の発現を外部からコントロールできるようにする予定である）。

その後、超免疫不全マウス（NSG）に 1 次・2 次移植を行い、臍帯血由来遺伝子導入細胞を生着

させることで HSC の自己複製能についての評価ができると考える（in vivo 実験）。 
 続いて、TET2 遺伝子変異が HSC の増殖に与える影響について in vitro で検討する。臍帯血

CD34 陽性細胞と、それとは別に、より厳密にフローサイトメーターで回収した臍帯血 HSC
（Lineage-CD34+CD38-CD90+CD45RA-; lineage = 分化細胞マーカー）に上記同様、レンチ

ウイルスを用いて TET2 変異遺伝子を導入する。その後、GFP あるいは RFP 陽性細胞のみを採

取し、血清なしでサイトカイン（臍帯血 HSC と前駆細胞を維持するために必須のもの）を含む培地

で培養し、HSC の増殖能および生存能を測定する予定である。 
 分化能に関して、まず上記増殖能の評価の際に使用した形質導入された臍帯血 HSC と CD34
陽性細胞の CD34/CD38 の発現を調べることで評価が可能であるといえる。特に CD34+/CD38-
細胞の割合は GFP 陽性/陰性細胞の分画に左右され、TET2 変異遺伝子が HSC と、極めて

HSC に近い前駆細胞の分化に与える影響を評価する上で重要である。単に CD34 陽性細胞に

対する TET2 のノックダウンが与える影響に関してはすでにいくつか報告があり、TET2 遺伝子を

ノックダウンすることで myeloid 系統に分化が偏ることが知られているが6、当該研究はより細かく

細胞を分け（HSPC レベル）、機能解析まで行う点で大きく異なる。 
 HLA は身体のほとんど全ての細胞表面で発現している抗原であり、その主な働きは、自然免疫

の制御、獲得免疫における T 細胞への抗原提示である。これまで正常・がん細胞問わず、様々な

細胞に関して HLA の発現が調べられてきたが、白血病細胞に関して、HSPC レベルで詳細に解



析したものは私の知る限りない。このため、まずは各細胞系統における発現を、汎抗 HLA Class 
I/II 抗体を用いて確認する。HLA の発現は腫瘍細胞で低下しているという考えが一般的だが、

pre-leukemic HSC における発現についてはいまだ不明のままである。もし発現を認めるのであ

れば（厳密には pre-leukemic HSC は腫瘍ではないため、十分に HLA を発現している可能性が

ある）、私が大学院時代に作製したアリル特異的抗 HLA 細胞障害抗体5を用いて、その治療モデ

ルの開発も可能であると考える。さらに、TET2 変異遺伝子のペプチドがどの程度 HLA 上に載る

のかの評価を行い、患者がこのペプチドに対するキラーT 細胞（cytotoxic T cells; CTL)を有す

るか、それに対するCTLを誘導することができるかなどを 特定のHLAを発現するヒト細胞を用い

て評価し、免疫療法の可能性を明らかにしたい。また、この手法を他の変異を持つペプチドに対

しても応用し、pre-leukemic HSC の同定・治療につなげたい。 
 
2) TET2 遺伝子変異による腫瘍化の機構について明らかにする。 
 例えば、患者検体において、TET2 変異遺伝子と JAK2 遺伝子変異を持つ細胞では変異の起

こる順序によりその phenotype が変わること7、また TET2 変異遺伝子は AML 全体の約 8%で生

じ、さらにそのうち FLT3 や NPM1 との結びつきが強いことが知られている8。その他、マウスを用

いたモデルでは、遺伝子変異による腫瘍化の機構の解明に関する論文が数多く報告されている。

Majeti 研究室では TET2 の shRNA 以外に、DNMT3A や IDH1/2 など、白血病細胞で認める

遺伝子変異の shRNA をすでにいくつか保有しており、これらの shRNA と TET2 shRNA を様々

な組み合わせでヒト細胞に形質導入し、in vitro / in vivo でどのような変異を加えたら白血化を

促進することができるかどうかの評価をしたい。 
 
[結論] 
 TET2 の遺伝子変異に注目し、これまでの研究活動に関して簡単に報告した。TET2 に関する

論文はこれまで白血病細胞そのもの、および白血病幹細胞を主な標的として基礎研究および臨

床応用が行われてきたが、我々の研究では前白血病段階にある pre-leukemic HSC に注目して

ヒト検体を用いた研究を行っている。残念ながらいまだ予備実験の段階にいるため、詳細なデー

タをここでは示すことができなかったが、本研究が進展することで、白血病の病態解明だけではな

く、CTL を用いた新規白血病治療法開発への発展も十分に望めると考えている。特に

pre-leukemic HSC を白血病発症前に封じ込めることができれば、そのインパクトは極めて大きい

といえる。 
 
[今後の目標] 
 私の研究者としての大きな目標は、前白血病段階に認める遺伝子変異が HSPC や白血病幹細

胞・pre-leukemic HSCに与える影響を明らかにし、現時点での血液悪性疾患の根治療法である

造血幹細胞移植に頼らない画期的な白血病の治療法につながる成果をあげることである。大きな

目標に向かって異国の地でその第一歩を踏み出したわけだが、私が今いるスタンフォード大学は



私の専門とする分野に限らず、世界中からトップレベルの研究者たちが集まり研究を行っている世

界有数の研究機関である。この大学に来て特に素晴らしいと感じたことは、異なる分野の研究者

同士が垣根を超えて協力することで生物学の難題に取り組む Stanford Bio-X というプロジェクト

があることや、各分野の著名人を招いてのセミナーが毎日のようにキャンパス内のどこかで開催さ

れていることである。このような環境に身を置くことで、単に一流の研究者と知り合いになることがで

きるだけでなく、一つのことに縛られず、物事を様々な角度から見る目を常に養うことができる。こ

のような経験は、いずれ自分の研究室を持つ時に大きな意味を持つものと考える。 
 臨床医を離れ、基礎研究者として海外の研究室での勤務を決めたことは、私にとって大きな決

断であった。しかし、血液内科医として何もできずに多くの大事な患者を失ったことへの責任を決

して忘れてはいない。私の大きな目標である医学研究者として世界に貢献する上で、そして何より

血液疾患で苦しむ患者を一人でも多く救命する上で、スタンフォード大学の Majeti 研究室はそ

れを実現するための環境を提供してくれると確信している。 
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