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【要旨】  

	
 腫瘍細胞由来の induced pluripotent stem cells (iPSCs)は新規の疾患モデルとし

ての活用が期待されている。本研究では、2 例の慢性骨髄性白血病(chronic 

myelogenous leukemia: CML)の患者検体より iPSCsを樹立し、血液細胞に分化誘

導して解析を行った。CD34 陽性、CD43 陽性、CD45 陰性の未分化分画では、

イマチニブに対して抵抗性を示すことを見出した。また、網羅的遺伝子発現解

析により、この未分化な分画がイマチニブに曝露された際に複数の遺伝子群の

発現が変化することを見出した。この遺伝子群にイマチニブ抵抗性の原因とな

る遺伝子が含まれる可能性がある。 
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【序文】  

	
 慢性骨髄性白血病(chronic myelogenous leukemia: CML)は、BCR-ABL融合遺伝

子が形成されることで造血幹細胞が癌化し引き起こされる骨髄増殖性腫瘍であ

る[1–3]。CML は初期状態である数年間の慢性期[4–8]を経過した後に移行期

[9,10]へと移り、癌化した細胞の増殖が極めて活発な急性転化期[11–16]に至る

[17–23]。CML の原因遺伝子として知られる BCR-ABL 融合遺伝子は、9 番染色

体と 22番染色体の転座によって形成されたフィラデルフィア染色体の転座部位

に存在する。造血幹細胞に由来する未分化で幼若な細胞から終末分化し成熟し

た血液細胞まで、BCR-ABL 融合遺伝子の影響により異常な増殖を認める。その

結果各分化段階の血液細胞が異常に増殖した CML の病態が形成されることと

なる。 

	
 CMLの治療は分子標的治療の発展により劇的に変化し、大幅な予後の改善を

認めた[24][25]。BCR-ABL 融合蛋白質を標的としたチロシンキナーゼ阻害剤

(tyrosine kinase inhibitor：TKI)が開発され、約 90%の患者において長期予後の改

善を認めている。しかし一方で、TKI の投与を中断すると分子生物学的手法を

用いても存在を検出することができない状態まで腫瘍細胞が減少した分子生物

的寛解を達成している患者においても一般的には再発を認める。このことから、
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TKIに耐性を有する CML幹細胞の存在が示唆されている[26]。CML幹細胞を根

絶することが CML の根治につながると考えられ、CML 幹細胞の病態解析が盛

んに行われてきた。 

	
 これまで CMLの病態研究において、マウスモデル、ヒト細胞株、患者検体等

がプラットフォームとして使用され、様々な知見が積み重ねられてきた。CML

マウスモデルの白血病幹細胞と、そのカウンターパートである正常マウスの造

血幹細胞の遺伝子発現プロファイルを比較して解析することで、CML幹細胞の

生存・維持に寄与する分子が同定されている。胎性造血幹細胞の発達に寄与す

るβ−catenin[27][28][29]、apoptosisに関連する BCL6遺伝子[30]、脂質代謝酵素で

ある Alox5[31]、BLK がん抑制遺伝子[32]等が例に挙げられる。これらの知見を

もとに新規治療戦略が考案されているが、臨床応用に結び付いてはいない。現

在の CML慢性期の標準治療である TKIの治療は、寛解状態の維持と長期予後に

大きく寄与するものの、上述の通り再発を認めることから根治治療として確立

はしていない。現在、造血幹細胞移植を除いて、CMLの根治治療は確立されて

いない。 

	
 病態解析のプラットフォームとして用いられる各モデルにはそれぞれに特徴

がある。既存の疾患モデルを用いた得られた知見が未だ臨床応用に到達してい
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ない理由として、1: マウスモデルはヒト CML を十分に再現できていない可能

性がある、2: ヒト細胞株は一般的に付加的な遺伝子異常の蓄積が起こっており、

また急性転化期に至った CML 患者の細胞から樹立されている、3: 患者検体は

解析の為の十分な検体量を確保することが困難であり、大量の検体を必要とす

る薬剤スクリーニングや網羅的解析などの研究が困難な場合がある、などが考

えられる。 

	
 近年のリプログラミング技術の確立と発展に伴い、induced pluripotent stem 

cells(iPSCs)は、様々な種類の細胞から樹立可能となった[33–37]。iPSCsは再生医

療の実現において重要なソースと考えられている一方、新規疾患モデルとして

神経疾患領域、循環器疾患領域、血液疾患領域等を含めた様々な領域で応用さ

れている[38–42]。稀少な先天性疾患由来の iPSCsは疾患モデルとして利用され、

新しい知見を明らかにしている。また、悪性腫瘍細胞由来の iPSCs は、細胞株

やマウスモデルといった既存のプラットフォームと異なる、新規疾患モデルと

なりうる可能性を秘めている。 

	
 実際、CMLを含む様々な造血器腫瘍から腫瘍細胞由来の iPSCsが樹立されて

いる[43–46]。CML 腫瘍細胞由来 iPSCs(CML-iPSCs)は TKI に対する感受性が消

失しているが、CML-iPSCsを再度血液に分化誘導することで TKIの感受性が回
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復し原疾患の病態を再現すること、CML-iPSCs から分化誘導した血液細胞には

TKI 耐性を示す未分化な分画が存在すること、CML-iPSCs のクローン毎に TKI

に対する感受性は異なること等が報告されている [47,48]。	
 これまでに

CML-iPSCsの樹立と CML-iPSCsを用いた解析は複数報告されている。これらの

報告における、CML-iPSCsおよび CML-iPSCs由来血液細胞の形質を表 1にまと

める[45-48]。 

 

表 1. CML-iPSCsの樹立および解析の報告  
	
 これまでに報告された、CML-iPSCs の樹立、CML-iPSCs および CML-iPSCs
由来血液細胞の解析結果を簡略して示す。CML-iPSCs 由来血液細胞に分化誘導
することで原疾患の病態が再現されることが報告されている。 

 

	
 また、これまでに報告された CML-iPSCsの多くは iPSCsに外来遺伝子の挿入

が起きる retrovirus vectorを用いて樹立されている。CML-iPSCsの解析において

は、外来遺伝子挿入のバイアスが生じない方法を用いて樹立した CML-iPSCsの



 7 

方がより原疾患を反映した解析が行える可能性がある。 

	
 ヒト由来であり、解析に必要な検体を理論的には十分量得ることがことでき

る CML-iPSCs は CML 幹細胞の病態を解析するプラットフォームとして極めて

有効であると考えられた。そこで今回私は CML-iPSCs を CML 幹細胞の病態解

析のプラットフォームとして利用し、CML 患者の標準的な治療に用いられる

TKIであるイマチニブに対するCML幹細胞の耐性機構を明らかにすることを目

的とし本研究を開始した。 
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【研究方法】  

細胞  

	
 ヒト細胞を用いたすべての研究は東京大学大学院医学系研究科・医学部の倫

理委員会（承認番号 2771）および、ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員

会 (承認番号 2314)の審査と承認を得た上で行った。対象となる慢性骨髄性白血

病患者より書面にてインフォームドコンセントを得た上で、対象患者の骨髄液

を採取した。 

 マウス C3H10T1/2 細胞株は独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンタ

ー(茨城)より購入した。 

	
 マウス胎児線維芽細胞(mouse embryonic fibroblast: MEF)は、妊娠 12日目の ICR

マウスを日本クレア株式会社(東京)より購入し、マウスを安楽死処理した後胎仔

より作製した。取り出した胎仔の頭部を除去し、体部を剪断した後、トリプシ

ン(Trypsin-EDTA solution 1x; SIGMA life science, 米国)を加え 30分室温でインキ

ュベートする。70 µmセルストレーナーを用いて濾過した後、回収したMEFを

MEF用培地: 20%ウシ胎仔血清(HyClone FETAL BOVINE SERUM; Thermo 

SCIENTIFIC,神奈川)、100 unit/ml	
 ペニシリン(Penicillin; Sigma-Aldrich)、100 

ng/ml ストレプトマイシン(Streptomycin; Sigma-Aldrich)を加えた DMEM low 
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glucose(ナカライテスク, 京都)にて 37℃、5 % CO2環境下で 48時間培養し(以下

特に記載の無い限り培養条件は37℃、5 % CO2環境下とする)、細胞凍結保存液(セ

ルバンカー; 和光純薬, 大阪)を用いて凍結保存した試料を用いた。 

 

骨髄単核球の分離、濃縮、培養  

	
 患者骨髄液から Lymphoprep(Axix-Shield PoC AS)を用いた比重遠心法にて骨髄

単核球を分離した。分離した患者骨髄単核球は AUTO MACS(Miltenyi Biotec, ド

イツ)、または FACSAriaⅡ(Becton, Dickinson, 東京)を使用して CD34陽性分画を

濃縮した。AUTO MACS を使用する際、製造者推奨のプロトコールに従い

phycoerythrin(PE)結合抗ヒト CD34抗体(BECKMAN COULTER, 東京)と Anti-PE 

micro beads(Miltenyi Biotec)を用いて磁気細胞分離技方法にて細胞を濃縮した。

FACSAriaⅡを使用する際、PE 結合抗ヒト CD34 抗体、及び fluorescein 

isothiocyanate(FITC)結合抗ヒト CD38抗体(Beckman Coulter)を使用して CD34陽

性細胞分画を濃縮した。 

	
 得られた CD34陽性細胞は 48時間、37℃、低酸素環境下(5% O2)で血球刺激用

培地: 20%	
 ウシ胎仔血清(FCS; 和光純薬)、100 unit/ml	
 ペニシリン(Penicillin; 

Sigma-Aldrich)、100 µg/mlストレプトマイシン(Streptomycin; Sigma-Aldrich)、100 
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ng/ml リコンビナントヒト stem cell factor(rhSCF; 和光純薬)、10 ng/ml	
 リコンビ

ナントヒト megakaryocyte growth and development factor(rhMGDF; 協和発酵キリ

ン, 東京)、100 ng/ml	
 リコンビナントヒト Flt3-ligand(rhFlt3L; 和光純薬)、100 

ng/mlリコンビナントヒト IL-6(rhIL-6; 和光純薬)、10 ng/mlリコンビナントヒト

IL-3(rhIL-3; 和光純薬)を添加したMEMα(和光純薬)を用いて前培養を行った。 

 

Episomal vectorを用いた遺伝子導入  

	
 遺伝子導入については導入細胞のゲノムに外来遺伝子の挿入が起こらない既

報の pCXLE-hOCT3/4-shp53-F、pCXLE-hSK、pCXLE-hUL、pCXWB-EBNA1、

episomal vectorを用いた[49,50]。各プラスミドを 1 µg/µlの濃度で準備し各々0.83 

µl, 0.83 µl, 0.83 µl, 0.5 µlと electroporation用の細胞懸濁液 100 µl(Nucleofector Kits 

for Human CD34+ Cells; Lonza, スイス)を混合し、前培養した CD34陽性 1.0 x 105 

細胞を懸濁する。Amaxa NucleofectorⅡ(Lonza)のプログラム U-008を用いて、製

造者推奨のプロトコールに従い electroporationにて遺伝子を導入した。 

 

疾患由来 iPSCsの樹立  

	
 前述の通り遺伝子導入をした CD34 陽性細胞を、10 µg/ml のマイトマイシン
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C(Mitomycin C; 和光純薬)を添加した前述のMEF用培地で 3時間培養したMEF

と、上記のサイトカイン含有の血球刺激用培地を用いて 37℃、低酸素環境下(5% 

O2)で共培養した。2日後、10 µMの ROCK 阻害剤 Y27632(和光純薬)を添加した

ヒト iPSCs用培地: 5 ng/ml リコンビナントヒト線維芽細胞増殖因子(rhbFGF; 和

光純薬)、20% Knockout Serum Replacement(KSR; Invitrogen, 米国)、0.1mM非必

須アミノ酸(MEM; ナカライテスク)、0.11mM 2-メルカプトエタノール、2 mM L-

グルタミン、100 unit/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシン(PSG; ナカ

ライテスク)を添加した DMEM/F12 Ham(ナカライテスク)に培養液を置換し、以

後 2日毎に培養液を交換した。遺伝子導入から 20-30日後に複数の iPSCs様コロ

ニーを観察し、他のコロニーと接触の認められない単一コロニーを複数個別々

の 60 mm dishに取り上げ、前述の通りマイトマイシン Cで処理したMEFと共

培養し複数のクローンを得た。  

 

iPSCsの培養・継代  

	
 iPSCsの正常コントロールとして、当研究室で上述と同様の方法で健常ヒト骨

髄由来 CD34陽性細胞(Normal Human Cells Bone Marrow CD34+; Lonza, スイス 

Lot#: 080152A)から樹立した iPSCsを用いた。 
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 iPSCsは前述のヒト iPSCs用培地を用いて、前述の通りマイトマイシン C処理

を行ったMEFと 60 mm dish上で共培養した。未分化性を維持するため、24時

間ごとに培養液を交換し、3〜4日に 1回の頻度で継代を行った。 

	
 継代の際には、iPSCs用乖離液: 0.25%トリプシン(Invitrogen)、1 mM	
 塩化カ

ルシウム(和光純薬), 20% KSRを添加した phosphate buffered saline(PBS)を加えて

MEFを剥離した。PBSでwashした後、ピペットマンで物理的に iPSCsを剥離し、

ピペッティングで細胞塊を数十細胞程度に砕いた後に 1/3 量を新しいマイトマ

イシン C処理後のMEF上に播種した。 

	
  

iPSCsからの RNA抽出、cDNA作製  

	
 iPSCsからの RNA抽出は NucleoSpin RNA(タカラバイオ, 滋賀)を用いて行っ

た。前述の iPSCs 用乖離液を用いて iPSCs と共培養している MEF を剥離した。

PBSで washした後、ピペットマンで iPSCsを物理的に剥離し、ピペッティング

にて iPSCsを単細胞にまで砕いた後、製造者推奨のプロトコールに従って iPSCs

より RNAを抽出した。 

	
 cDNA 作製は、上記の方法で抽出した RNA を使用し PrimeScript RT Master 

Mix(タカラバイオ)を用いて製造者推奨のプロトコールに従って行った。 
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半定量的 RT-PCR 

	
 半定量 Reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR)は前述の方法に

て作製した cDNAを用いて行った。PCR反応条件は、変性 94℃ 30秒、会合 57℃ 

30秒とした。 

	
 反応に使用したプライマーは既報のものを用いた[49]。以下にプライマーの配

列を示す。プライマーのうち、(pla)の表記のあるものは pCXLE-hOCT3/4-shp53-F、

pCXLE-hSK、pCXLE-hUL の vector 由来に発現する外来遺伝子に対して PCR 反

応が起きるよう設計されている。これらを用いて外来遺伝子の挿入が起きてな

いことを確認した。また外来遺伝子の挿入の有無を確認する際には、コロニー

を単離してから 10継代以上培養を行った iPSCsを用いた。 

プライマー名 方向 配列 

OCT3/4 (CDS) FW CCC CAG GGC CCC ATT TTG GTA CC 

 
RV ACC TCA GTT TGA ATG CAT GGG AGA GC 

OCT3/4 (pla) FW CAT TCA AAC TGA GGT AAG GG 

 
RV TAG CGT AAA AGG AGC AAC ATA G 

KLF4 (CDS) FW ACC CAT CCT TCC TGC CCG ATC AGA 

 
RV TTG GTA ATG GAG CGG CGG GAC TTG 

KLF4 (pla) FW CCA CCT CGC CTT ACA CAT GAA GA 

 
RV TAG CGT AAA AGG AGC AAC ATA G 

SOX2 (CDS) FW TTC ACA TGT CCC AGC ACT ACC AGA 

 
RV TCA CAT GTG TGA GAG GGG CAG TGT GC 

SOX2 (pla) FW TTC ACA TGT CCC AGC ACT ACC AGA 

 
RV TTT GTT TGA CAG GAG CGA CAA T 
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L-MYC (CDS) FW GCG AAC CCA AGA CCC AGG CCT GCT CC 

 
RV CAG GGG GTC TGC TCG CAC CGT GAT G 

L-MYC (pla) FW GGC TGA GAA GAG GAT GGC TAC 

 
RV TTT GTT TGA CAG GAG CGA CAA T 

LIN28(CDS) FW AGC CAT ATG GTA GCC TCA TGT CCG C 

 
RV TCA ATT CTG TGC CTC CGG GAG CAG GGT AGG 

LIN28 (pla) FW AGC CAT ATG GTA GCC TCA TGT CCG C 

 
RV TAG CGT AAA AGG AGC AAC ATA G 

EBNA-1 FW ATC AGG GCC AAG ACA TAG AGA TG 

 
RV GCC AAT GCA ACT TGG ACG TT 

BCR_ABL FW AAC TCC AGA CTG TCC ACA GCA 

 
RV AAC GAG CGG CTT CAC TCA 

18S FW CAG CCA CCC GAG ATT GAG CA 

 
RV TAG TAG CGA CGG GCG GTG TG 

GAPDH FW ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC 

 
RV TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA 

 

Real time PCR 

	
 Real time PCRは前述の通り作製した cDNAを用いて行った。反応に用いたプ

ライマーの配列を下記に示す。PCR反応条件は変性 95℃ 10秒、会合 10秒、伸

長 72℃ 20秒、50サイクルとした。THUNDERBIRD qPCR MIX (TOYOBO, 大阪)

を使用し、LightCycler480 (Roche, スイス)を用いて製造者推奨のプロトコールに

従って行った。 

プライマー名 方向 配列 

BCR_ABL FW AAC TCC AGA CTG TCC ACA GCA 
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RV AAC GAG CGG CTT CAC TCA 

18S FW CAG CCA CCC GAG ATT GAG CA 

 
RV TAG TAG CGA CGG GCG GTG TG 

 

免疫蛍光染色  

	
 免疫染色は Alexa Flour 555結合抗ヒト TRA-1-60抗体(BD Bioscience, 東京)、

および Alexa Flour 488結合抗ヒト Stage specific embryonic antigen-4(SSEA-4)抗体

(BioLegend, 東京)を用いて行った。また、蛍光顕微鏡での観察は FLUOVIEW 

FV10i(OLYMPUS, 東京)を用いて行った。 

	
  3.7% ホルムアルデヒド(和光純薬)を用いて 20分間室温で fixationを行った。

PBS で wash した後に 0.2% Triton を添加した PBS を加えて 10 分間室温で

Permeabilization を行った。再度 PBS で wash した後、 2% Bovine serum 

albumin(BSA; 和光純薬)を添加したPBSを加えて40分室温でBlockingを行った。

1% BSA 添加 PBS を用いて 1:100 に希釈した抗ヒト TRA-1-60 抗体、抗ヒト

SSEA-4抗体を Blocking後の iPSCsに加え、遮光し 4℃の条件で 16時間抗体反応

を行った。抗体反応終了後、1% BSA添加 PBSで washした後、0.4 µg/mlの核染

色剤 DAPI(コスモ・バイオ, 東京) を加えた 1% BSA添加 PBS を用いて 1時間

室温で核染色を行った後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。 
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奇形種作製  

	
 奇形腫作製に用いた NOD.Cg-Prkdc< scid >Il2rg< tm1Wjl >/SzJ (NSG)免疫不全

マウスは日本チャールス・リバー株式会社(神奈川)より購入した。6〜8 週齢雄

マウスを使用し、すべての動物実験は東京大学大学院医学系研究科・医学部	
 部

局動物実験委員会の審査と承認を得て、施設ガイドラインを遵守して行った。 

	
 作製した奇形腫の観察には BZ-X710蛍光顕微鏡(KEYENCE, 大阪)を用いた。 

	
 奇形腫作製には継代 3〜4 日後の iPSCs を用いた。iPSCs の継代の際と同様の

方法でMEF剥離後に、ピペットマンを用いて iPSCsを物理的に剥離して PBSで

洗浄をした。洗浄後 10 µMの ROCK 阻害剤 Y2763を添加したヒト iPSCs用培

地 100 µlに 1〜2 x 106	
 iPSCsを懸濁し、麻酔下にて開腹した NSGマウスの精巣

被膜下に片側 30 µlの細胞懸濁液を注入した。iPSCsの注入は、細胞懸濁液を作

製後 1時間以内に行った。12週後、iPSCsを移植した NSGマウスを安楽死処理

し、精巣被膜下に形成された腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍を 4 %ホルムアルデ

ヒドを用いて固定し、パラフィン包埋、薄切りの後にヘマトキシリン・エオジ

ン染色を行い、顕微鏡下に観察を行った。 
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染色体解析  

	
 iPSCsの染色体解析は日本遺伝子研究所(宮城)、および株式会社ビー・エム・

エル(東京)に委託した。 

	
 日本遺伝子研究所への提出は以下の手順で行った。50 ml張り付き細胞培養用

ボトル内で前述の iPSCs用培地を用いてMEFと共同培養した。継代 3-4日後に

ボトル中に iPSCs用培地を充満させ、空気の入らないようボトルを密閉した後、

常温で検体を提出した。 

	
 株式会社ビー・エム・エル(東京)への提出は後述の iPSCsの血液分化誘導の方

法に従って分化誘導した後、CD34陽性 CD43陽性細胞をソーティングによって

濃縮し 200,000 cellを前述の血球刺激用培地 2 mlに懸濁した。細胞懸濁液を空気

の入らないようチューブに充填して密閉した後、常温で検体を提出した。 

	
  

iPSCsの血液分化誘導  

	
 iPSCsの血液分化誘導は、C3H10T1/2と iPSCsの共培養にて行った[51]。 

	
 C3H10T1/2細胞の培養は 10T1/2用培地: 10% FCS(Biological industries, イスラ

エル)、2 mM L-グルタミン、100 unit/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイ

シン(PSG; ナカライテスク)を添加した BME(Invitrogen)を用い、3-4日毎に 1/8〜
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1/10量を継代した。 

	
 MEF と同様の方法で、マイトマイシン C 処理を行い増殖が停止した

C3H10T1/2 細胞と iPSCs を 100 mm dish 上で共培養し、血液分化用培地: 15% 

FBS(Invitrogen)、20 ng/ml リコンビナントヒト vascular endothelial growth factor 

(rhVEGF; R＆D systems, 米国)、10 µg/ml ヒトインスリン、5.5 µg/ml ヒトトラン

スフェリン、5 ng/ml 亜セレン酸ナトリウム(ITS-X; Sigma-Aldrich)、2 mM L-グル

タミン、100 unit/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシン(PSG; ナカライ

テスク)、0.45mM モノチオグリセロール(Monothioglycerol; Sigma-Aldrich)、50 

µg/ml アスコルビン酸(Ascorbic acid; Sigma-Aldrich)を添加した Iscove’s modified 

Dulbecco medium(IMDM; Sigma Aldrich)を用いて培養した。培地は培養開始 4, 7, 

10, 12, 14, 16日目に 10 ml全量を交換した。培養 17日目、形成された sac様構造

物(iPS-sac)をピペットマンで物理的に破壊し、40 µmのセルストレーナーを通過

させた後に血液細胞を回収し解析を行った。 

 

フローサイトメトリー(FACS)解析  

	
 解析および細胞のソーティングは、FACSAriaⅡ、または FACSAriaⅢ(BD)を

用いて行った。FACS データの解析は FlowJo(Star Tree, Ashland, OR, 米国)を使
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用した。 

	
 半定量 RT-PCRに使用した Lymphocyteは急性骨髄性白血病患者寛解期の骨髄

液より CD3陽性細胞をソーティングによって濃縮し使用した。 

	
 ソーティングによって iPSCs から分化誘導した血液細胞を分化した CD34 陰

性・CD43陽性・CD45陽性 Differentiated cells(DCs)、と未分化な CD34陽性・CD43

陽性・CD45陰性 pre-hematopoietic progenitor cells (pre-HPCs)に分けて濃縮し解析

を行った。 

	
 染色に使用した抗ヒト抗体をリストとして下記に示す。 

エピトープ 抱合色素 使用濃度 供給元 
CD3 PE 1:20 BECKMAN COULTER 
CD34 PE-Cy7 1:20 BioLegend 

 
PE 1:20 BECKMAN COULTER 

CD43 PE 1:20 BECKMAN COULTER 
CD45 FITC 1:20 BD PharMingen 

 

血球コロニー形成能評価  

	
 コロニー形成能評価はサイトカイン含有メチルセルロース半固形培地である

MethoCult H4434 classic(Stemcell Technologies; カナダ)を用いて行った。1.0 x 104

の前造血前駆細胞を 2 mlの半固形培地に懸濁し 14日間培養した。14日後、形
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成されたコロニーを製造者推奨のプロトコールに従い計測した。各実験はそれ

ぞれ duplicateして行い、計測した値の平均値を結果として採用した。 

 

細胞増殖能、イマチニブ感受性評価  

	
 イマチニブ感受性評価し使用したイマチニブは LC laboratoryより購入した。

イマチニブの溶媒として Dimethyl sulfoxide(DMSO; Sigma-Aldrich)を用いた。 

	
 iPSCs より分化誘導した血液細胞をソーティングによって分画ごとに濃縮し

た後、前述の血球刺激用培地に懸濁し 5 x 103細胞ごとに 96 well マルチプレー

トに播種し培養した。96 時間後、細胞数を計測し細胞増殖能、およびイマチニ

ブ感受性を評価した。 

 

annexinV apoptosis 解析  

	
 annexinV apoptosis解析には Allophecocyanin(APC)抱合抗 annexin V抗体を使用

した。核染色には 10 µg/mlの DAPIを用いた。 

	
 Apoptosis 解析に使用した mitogen-activated protein kinase (ERK5) inhibitor、

XMD8-92は R＆D systemsより購入した。溶媒として DMSOを用いた。 

	
 Apoptosis 解析には、血液分化誘導開始後 17日目の iPS-sacをピペットマンで
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物理的に破壊し、40 µmのセルストレーナーを通したのち、5 µMのイマチニブ

および XMD8-92を加えた血球分化用培地を用いて 24時間 C3H10T1/2細胞と共

培養した血液細胞を用いた。 

	
 化合物に曝露後に iPSCs由来血液細胞を Annexin V binding buffer(Annexin V 

kit; BECKMAN COULTER)を用いて、製造者推奨のプロトコールに従い抗体反

応および核染色を施した後、FACS解析を行った。 

 

網羅的遺伝子発現解析  

	
 網羅的遺伝子発現解析のサンプルは、iPSCs由来血液細胞をソーティングによ

って分化した CD34陰性・CD43陽性・CD45陽性 DCsと未分化な CD34陽性・

CD43陽性・CD45陰性 pre-HPCsに分けて濃縮し、DMSOのみもしくは 2.5 µM

イマチニブを添加した血球刺激用培地に懸濁した後、6時間培養して回収した。 

	
 RNAからのcDNA作製およびプローブを用いてのシグナル値検出、クラスター

解析はタカラバイオ株式会社に委託した。網羅的遺伝子発現解析は、約15,000

のnon-coding RNAを含む50,599の遺伝子およびnon-coding RNAをtargetとした

SurePrint G3 Human GE 8x60K v2 Microarray(Agilent, 英国)を用いてマイクロア

レイを行った。RNAからcDNAの作製に関しては、微量RNA増幅試薬OVATION 
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SYSTEM(NuGEN, 米国)を用いて行った。ターゲットの増幅にはOvation Pico 

WTA System V2(NuGEN)、ラベリングにはSureTag Complete DNA Labeling 

Kit(Agilent)、ハイブリダイゼーションおよび洗浄にはGene Expression 

Hybridization Kit(Agilent)、Gene Expression Wash Buffers Pack(Agilent)をそれぞれ

用いた。またシグナル値の算出には専用解析ソフト Agilent Feature 

Extraction(Agilent)を用いた。クラスター解析は、サンプル間で変動の大きい上位

1,000遺伝子を抽出して行った。 

	
 検出されたシグナル値の生データの標準化にはCLC Genomics Workbench(フ

ィルジュン, 愛知)を用いた。Gene Sets Enrichment Analysis(GSEA)にはjavaGSEA 

Desktop Application 64bitを用いた。 
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【結果】  

慢性骨髄性白血病患者検体由来 iPSCsの樹立  

	
 はじめに、CML-CP 期の患者検体から iPSCs の樹立を試みた。慢性骨髄性白

血病慢性期患者の骨髄液から単核球を分離し CD34陽性細胞の濃縮を行った。複

数のサイトカイン含有の培養液中で前培養を行った後、electroporation にて

OCT3/4, KLF4, SOX2, L-MYC, EBNA1, LIN28,を導入および p53を knock downす

ることで CML-iPSCsの樹立を試みた(図 1)。iPSCs樹立を試みた患者検体の情報

および、検体採取後の治療経過を表 1 に示す。2 患者とも検体採取後に TKI を

用いて治療が行われ、治療 3 ヶ月後の染色体検査の結果フィラデルフィア染色

体を認める細胞が検出されない細胞遺伝学的寛解を達成しており、治療に良好

な反応を得ている。 

 

図 1.CML患者検体からの iPSCs樹立シェーマ   
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表 1. iPSCs樹立を試みた患者情報  

	
 iPSCs 樹立を試みた患者情報の一覧を示す。CML 慢性期未治療であり
t(9;22)(q34;q11.2)以外の染色体異常を認めていない患者を選び iPSCsの樹立を行
った。 

 

	
 遺伝子導入を行い低酸素環境下でMEFとの培養を行ったところ、遺伝子導入

20-30日後に複数の iPSCs様コロニーを得たため、それぞれのコロニーを単離し

てクローン化を行った(図 2)。 
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図 2.CML患者検体由来 iPSCs様コロニー  

A) 遺伝子導入 20〜30 日後に得られた iPSCs 様コロニーの形態像を示す。ス
ケールバー: 100 µm。B) 各患者から単離した iPSCs様コロニーの数を示す。 

 

	
 次に、CML患者検体から得られた iPSCs細胞様コロニーが iPSCsの形質を有

しているか検討を行った。免疫染色を用いて幹細胞マーカーとして知られてい

る SSEA-4、及び TRA-1-60 の発現を確認した。その結果、得られた iPSCs 細様

コロニーに SSEA-4及び TRA-1-60の発現していることが確認された(図 3)。 
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図 3. CML患者検体由来 iPSCs様コロニーの免疫染色  
	
 核染色剤 DAPI、SSEA-4、TRA-1-60の蛍光顕微鏡像、および位相差像を示す。
元倍率 40倍。iPSCs様コロニーが SSEA-4、及び TRA-1-60を発現していること
が確認された。 

 

	
 同時に、半定量 RT-PCRを用いて ESCsおよび iPSCsで発現することが知られ

ている幹細胞遺伝子 OCT3/4、KLF4、SOX2、LIN28の発現を確認した。患者１

について 14コロニー中凍結保存せず培養を維持していたNo.1-8のクローンのう

ち、維持培養が困難であった No.2を除くクローンの遺伝子発現を確認したとこ

ろ、CML患者由来 iPSCs様コロニーはそれぞれの幹細胞遺伝子を発現していた。

特に CML患者検体では OCT3/4、および SOX2は発現が認められない一方で、

iPSCs様コロニーからは発現が確認された(図 4)。 
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図 4.CML患者検体由来 iPSCs様コロニーの幹細胞遺伝子発現  
	
 幹細胞遺伝子として知られる OCT3/4、KLF4、SOX2、LIN28の発現を確認し
た。患者検体および他のヒト白血病細胞株では OCT3/4、SOX2 の発現は認めら
れないが、iPSCs 様コロニーからは他の幹細胞と同時に OCT3/4、SOX2 の発現
が認められた。positive controlとして遺伝子導入を行う際に用いた episomal vector
を用いた。Primary: CML患者検体、K562:ヒト白血病細胞株-1、HEL:ヒト白血病
細胞株-2、PC: positive control (vector) 

 

	
 これらの幹細胞遺伝子は、遺伝子導入を行った vector からの発現によって維

持されている可能性があるため、vectorによる外来遺伝子の発現消失が起きてい

るかを検討した。遺伝子導入を行った vectorから外来遺伝子発現に特異的に PCR

反応が起きるよう設計されたプライマーを用いて RT-PCR を行った。患者 1 に

ついて、後述の染色体解析の結果 46 XY, t(9; 22)(q34;q11.2)の染色体異常を有す

る No.3, 5, 8の iPSCsコロニーを選び、コロニーを単離してから 10継代以上培

養を行った RNAを抽出し cDNA作成を行った。これらの iPSCsからは L-MYC、
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SOX2、KLF4、LIN28、EBNA-1 の外来遺伝子の発現が消失していることが確認

された(図 5)。 

 

図 5.外来遺伝子発現の確認  
	
 Episomal vector由来の外来遺伝子特異的に PCR反応を起こすプライマーを用
いて RT-PCRを行った。導入した L-MYC、SOX2、KLF4、LIN28、EBNA-1の発
現が消失していることを確認した。Positive control として、同様の方法で
pCXLE-hOCT3/4-shp53-F、pCXLE-hSK、pCXLE-hUL、pCXWB-EBNA1を遺伝子
導入した CD34陽性細胞を血球刺激用培地で 96時間培養したのち回収した細胞
を用いた。PC: positive control 
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 さらに、iPSCs 様コロニーの多分化能を検討するため、NSG 免疫不全マウス

の精巣被膜下に iPSCs様コロニーを移植した。iPSCsは NOD/SCID免疫不全マウ

スの精巣被膜下に移植することで、生体内に奇形腫を形成することが知られて

いる。今回得られた CML患者検体由来 iPSCs様コロニーを週齢 8週の NSGマ

ウス精巣被膜下に移植した。移植 12週間後、NSGマウスの精巣被膜下に形成さ

れた腫瘍を摘出し組織を観察した。腫瘍内には三胚葉系に分化した組織が観察

され奇形腫の形成を確認するとともに、iPSCs様コロニーが多分化能を有するこ

とが示された(図 6)。 
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図 6. CML患者検体由来 iPSCs様コロニーから形成された奇形腫  
	
 A, B) CML-iPSCs Pt1-No.3由来奇形腫マクロ像。左精巣被膜下に腫瘍の形成を
認める。C) 奇形腫ミクロ像。筋組織(中胚葉系組織)、腺組織(内胚葉系組織)、神
経組織(外胚葉)が同一腫瘍組織内に認められる。HE染色。元倍率 100倍。 

 

	
 以上の結果より、CML患者検体より外来遺伝子の発現が消失した iPSCsが樹

立されたことが示された。 
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疾患由来 CML-iPSCsの確認  

	
 CML患者検体から iPSCsを樹立することに成功したが、CML患者骨髄液に含

まれる正常組織から iPSCs が樹立される可能性も考えられる。このため、CML

患者検体から樹立した iPSCsが、疾患細胞由来であるかを検討した。 

	
 CML疾患細胞由来 iPSCsは、iPSCsの段階でも病的遺伝子 BCR-ABLを発現し

ていることが知られている。患者検体から樹立した iPSCs を用いて、維持培養

が 3継代以上可能であったクローンを選び、BCR-ABLの発現を RT-PCRにて確

認した。RT-PCRの結果、BCR-ABLの発現が確認できるクローンが患者 1,2とも

に存在することが示された。(図 7)。  
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図 7. BCR-ABL遺伝子発現確認 RT-PCR 
	
 CML患者検体から樹立した iPSCsの各クローンを用いてBCR-ABL遺伝子発現
RT-PCRを行った。CML患者検体と同様に各クローンに BCR-ABLの遺伝子発現
が確認される。Primary: CML患者検体、K562: BCR-ABL陽性ヒト白血病細胞株、

HEL: BCR-ABL 陰性ヒト白血病細胞株、Lymphocyte:急性骨髄性白血病寛解期患
者 CD3陽性リンパ球。 

 

	
 CML 疾患細胞から iPSCs が樹立されたことを、別の方法で確認するために

CML患者検体から樹立された iPSCsの染色体解析を行った。染色体解析の結果、

BCR-ABL遺伝子発現陽性の細胞は CML患者検体と同様に t(9;22)(q34;q11.2)を有

していることが確認された。一方で、BCR-ABL 遺伝子発現陰性の iPSCs の中に

は CML患者検体由来でありながら、46XY正常核型を有している iPSCsが含ま

れることが明らかとなった。今回行った染色体解析の結果を表 2 に示す。この

結果から、患者検体から樹立した iPSCsには疾患細胞由来 iPSCsのみならず、正
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常組織由来 iPSCsが含まれることが示唆された(図 8)。 

 
患者 clone No. 染色体解析結果 

患者 1 3 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) 

 
5 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) 

  8 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) 

  10 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) 

  
 

47, XY, t(9;22)(q34;q11.2), +15 

  
 

45, XY, t(9;22)(q34;q11.2), -18 

  
 

45, XY, der(9)t(9;22)(q34;q11.2), -22 

  
 

44, X, -Y, -4, t(9;22)(q34;q11.2) 

  
 

44, XY, -3, t(9;22)(q34;q11.2), -18 

  
 

44, XY, t(9;22)(q34;q11.2), -19, -22 

  
 

44, XY, t(9;22)(q34;q11.2), -21, -22 

  
 

43, XY, -1, t(9;22)(q34;q11.2), -10, -11 

  
 

42, XY, -3, t(9;22)(q34;q11.2), -10, -11, -19 

  
 

42, XY, -1, -7, -9, t(9;22)(q34;q11.2), -12, -16 

  11 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) 

患者 2 1 46, XY 

 
3 46, XY 

  4 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) 

  8 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) 

表 2. 染色体解析を行った iPSCs 

	
 染色体解析を行った iPSCs クローンと解析結果を示す。CML-iPSCs 患者 1 の
クローン No.10に関しては複数の染色体異常が確認された。 
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図 8. CML患者検体由来 iPSCsの染色体解析  
	
 A) BCR_ABL発現陽性 CML-iPSCs Pt1-No.3の染色体解析結果。B) BCR-ABL発

現陽性 CML-iPSCs Pt2-No.4の染色体解析結果。A)、B)ともに CML患者検体と
同様に 46 XY, t(9; 22)(q34;q11.2)で、他の付加的染色体異常を認めなかった。C) 
CML患者 2、クローン No.3の iPSCsの染色体解析結果。CML患者由来の iPSCs
であるが、46XY 正常核型である。患者検体に混在した正常組織から iPSCsが樹
立されていることが示唆される。 

 

	
 これらの結果から、CML患者検体からは疾患細胞由来CML-iPSCsと BCR-ABL

融合遺伝子陰性で正常核型の iPSCs が樹立されたことが示された。今回樹立、

および以後の実験に使用した iPSCs の幹細胞遺伝子発現確認、外来遺伝子発現

消失確認、奇形腫作成、染色体解析、BCR-ABL 遺伝子発現確認の結果を以下表

2に示す。CML患者由来クローンのうち、疾患由来 CML-iPSCsと確認のできた

クローンは患者 1,2においてそれぞれ、14クローン中 2クローン、8クローン中

1 クローンであった。上記の全ての確認を行うことができた iPSCs に関して、
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Healthy donorから樹立した iPSCs 2クローンおよび CML患者 2から樹立した正

常核型の iPSCsをそれぞれ Normal-iPSCs H_1, H_2, Pt,2とした。また CML患者

1 および 2 から樹立したクローンのうち、染色体解析結果 46 XY, 

t(9;22)(q34;q11.2)で、他の付加的染色体異常を認めず、BCR-ABL遺伝子発現が確

認できたクローンを CML-iPSCs Pt1_1, Pt1_2, Pt_2とした。これら Normal-iPSCs

および CML-iPSCs それぞれ 3クローンずつを以後の解析に用いることとした。 

 

表 3 樹立および実験に以後の実験に利用した iPSCs一覧  
	
 今回の実験に利用した iPSCsおよび樹立を試みた iPSCs各解析結果を表に示す。
空欄部分は当該の解析を行っていないことを示す。また×は解析の結果陰性の

結果であったことを示す。以後の解析で Normal-iPSCsとして用いたクローンを
赤で CML-iPSCsとして用いたクローンを青でそれぞれ示す。 
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CML-iPSCsからの血液分化誘導  

	
 樹立したCML-iPSCsからイマチニブ耐性を示す未分化な血液細胞を解析する

ために、最初に CML-iPSCsから血液細胞の分化誘導を行った。 

	
 C3H10T1/2と iPSCsを VEGF添加の血球分化用培地を用いて 17日間培養する

ことで、sac様構造物(iPS-sac)が形成される。この iPS-sac内に分化誘導された血

液細胞が含まれることが知られている。CML-iPSCsからも、この iPS-sacが形成

されることを確認した(図 9)。  
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図 9. iPS-sac法を用いた CML-iPSCsからの血液分化誘導  
	
 A) CML-iPSCs からの血液分化誘導シェーマ。B) Normal-iPSCs、および
CML-iPSCsから血液分化誘導し形成された iPS-sac形態像。CML-iPSCsから形成
された sac内にも血液様細胞が充満しているのが観察される。元倍率 40倍。 
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CML-iPSCs由来 pre-HPCsはイマチニブ耐性の細胞を含む  

	
 次に、CML-iPSCs から分化誘導した血液細胞からイマチニブ耐性を示す未分

化な細胞と、イマチニブ感受性を示す分化した分画の検討を行った。未分化な

細胞分画としは、正常 iPSCs の血液分化誘導において造血前駆細胞の前段階の

細胞として既に報告のある、CD34陽性・CD43陽性・CD45陰性 pre-hematopoietic 

progenitor cells (pre-HPCs)に着目した[52]。また、イマチニブ感受性を示す分化し

た分画として、CD34陰性・CD43陽性・CD45陽性 Differentiated cells (DCs)に着

目し解析を行った(図 10)。 

 
図 10. iPSCs血液分化誘導後、未分化血液細胞分画及び分化血液細胞分画  
	
 未分化な血液細胞分画として CD34 陽性・CD43 陽性・CD45 陰性
pre-hematopoietic progenitor cells (pre-HPCs)、CD34陰性・CD43陽性・CD45陽性
Differentiated cells (DCs)の解析を行った。FSC: forward scatter。  
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 CML-iPSCsから分化誘導した pre-HPCsの多分化能、および血球産生能を検討

した。サイトカイン含有半固形培地MethoCult 4434 classicを用いて、血球コロ

ニー形成能評価を行ったところ、CML-iPSCs由来の pre-HPCは Normal-iPSCs同

様、多系統の血球コロニー産生能を示した。一方で Normal-iPSCs 由来 HPCs と

CML-iPSCs由来 HPCsのコロニー形成能に明らかな違いは認められなかった(図

11)。 

 

 
図 11. CML-iPSCs由来 pre-HPCsの血球コロニー形成能評価  
	
 A) CML-iPSCs由来 pre-HPCsの CFU-GEMM、および CFU-GMの顕微鏡像。
CML-iPSCs由来 pre-HPCs、Normal-iPSCs同様多系統の血球コロニーを産生する
ことが示されている。各群 3回の実験の平均値±標準偏差を表す。 
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 さらに、CML-iPSCs由来 pre-HPCsの増殖能およびイマチニブ感受性を検討し

た。SCF、MGDF、FLT-3 ligand、IL-3、IL-6を添加した血球刺激用培地に DMSO

のみ、もしくはイマチニブを加えて増殖能を評価した。DMSO のみの環境下で

は、CML-iPSCs 由来の pre-HPCs は Normal-iPSCs 由来に比べて有意に増殖能が

高いことが示された。また DCsにおいても、増殖能は pre-HPCsに劣るものの、

同様の結果が示された(図 12)。イマチニブを加えた条件下で CML-iPSCs由来の

pre-HPCsと DCsを比較したところ、pre-HPCsはイマチニブ曝露下でも緩徐に増

殖することが明らかとなった。(図 13)  
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図 12.	
 DMSO曝露条件下における pre-HPCsの増殖能評価  
A) Normalおよび CML-iPSCs由来 pre-HPCs由来の細胞増殖能を示す。B) Normal
および CML-iPSCs 由来 DCs 由来の細胞増殖能を示す。A),B)いずれにおいても
CML-iPSCs由来細胞は有意に増殖能が高いことが示されている。SCF 100 ng/ml, 
MGDF 10 ng/ml, FLT-3 ligand 100 ng/ml, IL-3 10 ng/ml, IL-6 100 ng/ml, 20% FCSを
添加したαMEMで培養。各群 3回の実験の平均値±標準偏差を表す。  
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図 13.  CML-iPSCs由来 pre-HPCsと DCsのイマチニブ感受性評価  
	
 イマチニブ 10 µM下での CML-iPSCs由来 pre-HPCsと DCsの細胞増殖能を示
す。pre-HPCsはイマチニブ曝露下でも緩徐に増殖しており、pre-HPCsの中にイ
マチニブ耐性を示す細胞が含まれることが示唆される。SCF 100 ng/ml, MGDF 10 
ng/ml, FLT-3 ligand 100 ng/ml, IL-3 10 ng/ml, IL-6 100 ng/ml, 20% FCSを添加した
αMEMで培養。各群 3回の実験の平均値±標準偏差を表す。 

 

	
 次に、CML-iPSCs由来 pre-HPCsのイマチニブ曝露に対する apoptosis解析を、

APC抱合抗 annexinV抗体及び核染色材 DAPIを用いて行った。CML-iPSCs由来

DCs はイマチニブ曝露下では、annexin V 陰性・DAPI 陰性の生細胞以外の

on-viable cell の割合が有意に増加しイマチニブ感受性を示した。その一方で、

pre-HPCsはイマチニブ曝露下でも non-viable cellの割合に有意な差は認められな
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かった(図 14)。これらの結果から、CML-iPSCs由来 pre-HPCsにはイマチニブ耐

性を示す細胞が含まれることが示唆された。 

 
図 14. CML-iPSCs由来 pre-HPCsのイマチニブ曝露下 apoptosis解析  
	
 A) CML-iPSCs 由来 pre-HPCs の apoptosis 解析結果の典型的な例を示す。B) 
CML-iPSCs由来 pre-HPCs、および DCsにおける non-viable cellの割合を示す。
DCsにおいてはイマチニブ 5 µM曝露下で non-viable cellの割合が有意差をもっ
て上昇しているのに対して、pre-HPCs においては有意な差は認められない。各
群 3回の実験の平均値±標準偏差を表す。 
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CML-iPSCs由来 pre-HPCsを用いたイマチニブ耐性遺伝子の検索  

	
 CML-iPSCs 由来 pre-HPCs を用いて、CML 細胞がイマチニブ耐性を示す原因

となる遺伝子の検索を行った。イマチニブ耐性の細胞が含まれることが強く示

唆される pre-HPCs及びイマチニブ感受性を示す DCsを用いて、DMSOのみ曝露

する群及びイマチニブ 2.5 µMを曝露する群に分けて網羅的遺伝子発現解析を行

った。また、正常のコントロールとして Normal-iPSCs由来の pre-HPCsも同時に

解析を行った(図 15)。 
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図 15. CML-iPSCs由来 pre-HPCsを用いた網羅的遺伝子発現解析シェーマ  
	
 CML-iPSCs由来 pre-HPCsおよび DCs、Normal-iPSCs由来 pre-HPCsを、イマ
チニブ 2.5 µMを添加した血球刺激用培地を用いて 6時間培養した後サンプルを
回収し網羅的遺伝子発現解析を行った。 

 

	
 網羅的遺伝子発現解析によって得られた結果を用いて、変動の大きかった上

位 1,000遺伝子を抽出しクラスター解析を行ったところ、pre-HPCsと DCsはイ

マチニブ曝露の有無に関わらず、大きく 2つのクラスターに分けられた(図 16)、

(表 4)。この結果から、今回の網羅的遺伝子発現解析結果は一定の程度信頼に足

る結果であることが示唆された。 
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図 16. 網羅的遺伝子発現解析:クラスター解析結果  
	
 網羅的遺伝子発現解析によって変動差の大きかった上位 1,000 遺伝子を抽出
しクラスター解析を行った結果を示す。Pre-HPCsと DCsは大きく 2つのクラス
ターに分類された。  
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clustering 
No. sample subpopulation imatinib exposure 
1 Normal-iPSCs H_1 pre-HPCs imatinib 5 μM 
2 CML-iPSCs Pt1_2 pre-HPCs imatinib 5 μM 
3 Normal-iPSCs H_2 pre-HPCs imatinib 5 μM 
4 Normal-iPSCs H_2 pre-HPCs DMSO 
5 CML-iPSCs Pt1_2 pre-HPCs DMSO 
6 Normal-iPSCs H_1 pre-HPCs DMSO 
7 CML-iPSCs Pt2 pre-HPCs DMSO 
8 CML-iPSCs Pt2 pre-HPCs imatinib 5 μM 
9 Normal-iPSCs Pt2 pre-HPCs DMSO 
10 Normal-iPSCs Pt2 pre-HPCs imatinib 5 μM 
11 CML-iPSCs Pt1_1 pre-HPCs DMSO 
12 CML-iPSCs Pt1_1 pre-HPCs imatinib 5 μM 
13 CML-iPSCs Pt1_1 DCs DMSO 
14 CML-iPSCs Pt1_1 DCs imatinib 5 μM 
15 CML-iPSCs Pt1_2 DCs DMSO 
16 CML-iPSCs Pt1_2 DCs imatinib 5 μM 
17 CML-iPSCs Pt2 DCs DMSO 
18 CML-iPSCs Pt2 DCs imatinib 5 μM 

 
表 4. クラスター解析結果およびサンプル名一覧  
	
 クラスター解析の結果、図 16 のように clustering No.が割り当てられた。各
clustering No.に対応するサンプルの一覧を示す。 

 

	
 また、得られた結果を用いて GSEA 解析を行った。イマチニブ曝露を行った

CML-iPSCs由来 pre-HPCsと DCsを比較したところ、false discovery rate(FDR) < 

0.25の割合で enrichmentされた gene setsには造血幹細胞の維持において重要な

役割を果たすことが報告されている homeobox A9(HOXA9)、CML幹細胞のイマ
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チニブ耐性に関わることが報告されている transforming growth factor, beta(TGF-

β)、イマチニブのターゲット遺伝子など関連した遺伝子群が含まれ、網羅的遺

伝子解析の妥当性を示すものと考えられた (図 17)。 

 

 

図 17. イマチニブ曝露後 CML-iPSCs由来 pre-HPCs vs DCsの GSEA解析  
	
 CML-iPSCs由来 pre-HPCs vs DCsの GSEA解析の結果の一部を示す。HOXA9
や TGF-β等の造血幹細胞の維持や、CML幹細胞のイマチニブ耐性に関わる遺伝
子群が enrichmentされている。 

 

	
 次に、GSEA解析の結果 enrichmentされた遺伝子群の中からイマチニブ耐性に

寄与する遺伝子群の候補について検討した。DMSO のみを曝露した群とイマチ
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ニブ 2.5 µMを曝露した群それぞれで CML-iPSCs由来 pre-HPCsと DCsを GSEA

解析したところ、pre-HPCs についてそれぞれ 1,000 個および 902 個の遺伝子群

が FDR < 0.25の割合で enrichmentされていた。これらのうち 789個の遺伝子群

については DMSO 曝露群、イマチニブ曝露群で共通であったが、113 個の遺伝

子群はイマチニブ曝露群のみで enrichment されていた。この 113 個の遺伝子群

のうち、DMSO 曝露群の CMLiPSCs 由来 DCs と pre-HPCs の比較では DCs で

enrichmentされているがイマチニブ曝露群の CMLiPSCs由来 DCsと pre-HPCsの

比較では pre-HPCsで enrichmentされている 9個の遺伝子群に候補を絞り込んで、

追加の解析を行うこととした(図 18)。候補として絞り込んだ遺伝子群を表 3 に

示す。 
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図 18. GSEA 解析によって得られたイマチニブ耐性に寄与する遺伝子群の
候補絞り込みシェーマ  
	
 CML-iPSCs 由来 pre-HPCs と DCs の GSEA 解析の結果、pre-HPCs において
enrichmentされる遺伝子群はDMSO曝露群とイマチニブ 2.5 µM曝露群で大部分
共通であった。イマチニブ曝露群の pre-HPCsにおいてのみ enrichmentされイマ
チニブ曝露によって劇的に変化の認められる 9 遺伝子群を候補遺伝子群として
絞り込んだ。 
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NAME FDR value 
GRANDVAUX_IRF3_TARGETS_DN 0.121693365 

REACTOME_AQUAPORIN_MEDIATED_TRANSPORT 0.19126707 

KIM_WT1_TARGETS_UP 0.19375119 

PID_CMYB_PATHWAY 0.19655316 

KANNAN_TP53_TARGETS_DN 0.2031906 

TURASHVILI_BREAST_ 
LOBULAR_CARCINOMA_VS_LOBULAR_NORMAL_UP 0.20319283 

HUTTMANN_B_CLL_POOR_SURVIVAL_DN 0.20353681 

KEGG_GLYCOSAMINOGLYCAN_ 
BIOSYNTHESIS_KERATAN_SULFATE 0.20587851 

SHI_SPARC_TARGETS_DN 0.21015383 

表 3. GSEA解析で CML-iPSCs由来 pre-HPCsにおいてイマチニブ曝露後に
大きく変化の認められた 9遺伝子群  

 

	
 絞り込んだ 9遺伝子群から、CML幹細胞のイマチニブ耐性に寄与する遺伝子

を探し出すために、候補遺伝子の評価を行うこととした。前述の様に絞り込ん

だ 9候補遺伝子群のうちの一つにおいて、CML-iPSCs由来 pre-HPCsにおいては

イマチニブ曝露後のシグナル値の平均が上昇し、DCs においてイマチニブ曝露

後のシグナル値の平均が低下した遺伝子を検索したところ、mitogen-activated 

protein kinase kinase 5 (MEK5)がイマチニブ耐性の候補遺伝子として抽出された

(図 19)。また、MEK5 に依存したシグナル伝達経路の下流に位置する

mitogen-activated protein kinase (ERK5)のknock downによってBCR-ABL陽性K562



 52 

細胞株のイマチニブによる apoptosis 誘導能を上昇させることが報告されている

が[53][54]、CML 幹細胞において ERK5 の役割は明らかではない。このため、

MEK5-ERK5シグナル伝達経路を CML幹細胞のイマチニブ耐性に寄与する経路

の候補と考え評価を行うこととした。 

 

 
図 19. MEK5の網羅的遺伝子発現解析シグナル値  
	
 MEK5 の標準化処理を行った網羅的遺伝子発現解析シグナル値を示す。イマ
チニブ曝露群において、Pre-HPCsにおいてはシグナル値が上昇している一方で、
DCs においてはシグナル値が減少している。各群 3 サンプルの平均値±標準偏
差を表す。 

 

	
 MEK5-ERK5 シグナル伝達経路の pre-HPCs のイマチニブ耐性に対する寄与を

ERK5 inhibitor XMD8-92 を用いて評価することとした[55]。CML-iPSCs の
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pre-HPCsに対してイマチニブ 5 µMに加えて XMD8-92を加え、apoptosis解析を

行ったところ apoptosis 誘導能に有意な差は認められなかった(図 20)。このこと

から MEK5-ERK5 シグナル伝達経路は CML-iPSCs 由来 pre-HPCs のイマチニブ

耐性に大きく寄与しないことが示唆された。 

 

 
図 20. CMLiPSCs由来 pre-HPCsの ERK5 inhibitor XMD 8-92曝露下 apoptosis
解析  
	
 CML-iPSCs由来 pre-HPCsにおける non-viable cellの割合の代表的な 1例を示
す。XMD8-92をイマチニブ 5 µMに加えても、non-viable cellの割合に差がつく
傾向は認められなかった。 
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【考察】  

	
 本研究では CML幹細胞の解析を行うにあたり、CML-iPSCsを CMLの病態

モデルとして利用することに着目した。今回の外来遺伝子の挿入が無い

CML-iPSCs を樹立し、CML-iPSCs から分化誘導した血液細胞の解析により、

HPCs の前段階であると報告されている CD34 陽性・CD43 陽性・CD45 陰性

pre-HPC 分画において CML-iPSCs 由来血液細胞がイマチニブ耐性を示すことを

明らかにした。さらに、pre-HPCsの網羅的遺伝子発現解析により CML-iPSCs由

来 pre-HPCsにおいてイマチニブ耐性に寄与する候補遺伝子を抽出した。これま

での CML-iPSCsを用いた報告においては、CML-iPSCsの段階ではイマチニブ感

受性は消失しているが CML-iPSCs 由来血液細胞はイマチニブ感受性を回復し、

原疾患の病態を反映していることが示されている。さらに、CML-iPSCs から分

化誘導した血液細胞はイマチニブ感受性が回復するが、その回復の程度は部分

的であること、またイマチニブ耐性を示す分画が存在することが示されている。

これらのCML-iPSCs由来血液細胞の形質はCML幹細胞と似通った部分もあり、

そのメカニズムについても CML幹細胞と共通している可能性が考えられる。本

研究で抽出したCML-iPSCs由来pre-HPCsにおいてイマチニブ耐性に寄与する候

補遺伝子を評価することにより、CML幹細胞においてイマチニブ耐性に寄与す
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る遺伝子を同定できる可能性が示唆される。 

	
 本研究では pre-HPCsが、多系統の血球コロニーを形成することで多分化能を

有した未分化な血球であることを示した。また血球刺激用培地を用いた細胞増

殖能評価、および apoptosis解析によって CML-iPSCs由来 pre-HPCsがイマチニ

ブ耐性であることを示した。また予備検討で細胞周期解析を行ったところ、

CML-iPSCs由来 pre-HPCsはイマチニブ曝露下においても cell cycle arrestが起き

ていないことを示唆する結果を得た。このことは、CML-iPSCs がイマチニブ耐

性機構を有することをあらためて支持する結果と考えられる。この細胞周期解

析も含め、他の解析を用いてイマチニブ耐性であることを複数の角度から検討

する必要があると考えられる。 

	
 今回解析の対象とした pre-HPCsは in vitroのある一定の条件下で分化誘導す

ることによってイマチニブ耐性を示した。しかしながら、特定の条件下のみの

検討であり、分化誘導条件の違いや hematopoiesis の違いについては検討されて

いない。そのため、CML-iPSCs 由来血液細胞が生体内においてイマチニブ耐性

を示すかどうかの十分な検討が必要と考えられる。 

	
 iPSCs 由来血液細胞を生体内で解析するにあたっては、有効な in vivo モデル

が限られている。In vitroで iPSCsから遺伝子導入を用いずに分化誘導した血液
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細胞を用いて造血組織の再構築に成功した報告は見られない。実際、本研究の

予備検討において、in vitroで誘導した Normal-iPSCs由来 CD34陽性、CD43陽

性細胞を NSG免疫不全マウス移植したところ、生着は認められなかった。 

	
 iPSCsを用いて免疫不全マウスに移植可能な血液細胞を得る方法として、フィ

ーダー細胞と iPSCsを混合して NSGマウスの皮下に移植して形成された奇形種

内で産生された血液細胞を用いる方法[56]、もしくは複数の遺伝子導入を行い分

化誘導した血液細胞を用いる方法が報告されている[57]。しかしながら、奇形種

形成モデルにおいては解析に必要な十分量の血液細胞を回収することが困難で

あり、遺伝子導入モデルでは原疾患の病態を修飾してしまう可能性が考えられ

る。このように iPSCs由来血液細胞を生体内で解析する方法には制約があり、in 

vivoモデルの作製は重要な課題であると考えられる。 

	
 本研究において、イマチニブ耐性に寄与する候補遺伝子として抽出され評価

が行われた MEK5-ERK5 シグナル伝達経路は CML-iPSCs 由来 pre-HPCs におい

ても apoptosis 誘導能には寄与しないことが示された。MEK5-ERK5 シグナル伝

達経路は乳癌の化学療法耐性に寄与していることが報告されており、

CML-iPSCs由来血液細胞、さらに CML幹細胞のイマチニブ耐性に寄与している

可能性が考えられた[58]。一方で、MEK5-ERK5 シグナル伝達経路は epithelial 
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mesenchymal transitionのような細胞の形質変化、もしくは神経発生の過程で重要

な役割を果たしていることが知られている[59][60]。CML-iPSCs由来血液細胞の

網羅的遺伝子発現解析のみでは、血液分化誘導の過程で発現が変化する遺伝子

とイマチニブ耐性に寄与する候補遺伝子とより分けることは極めて困難である

と考えられる。このため CML-iPSCs由来血液細胞で抽出されたイマチニブ耐性

候補遺伝子や耐性機構については、他の疾患モデル、また理想的には他の患者

検体でも充分に評価、検討されなければならない。 

	
 今回の CML-iPSCs由来 HPCsの解析から抽出されたイマチニブ耐性に寄与す

ると考えられる候補遺伝子は、複数の疾患モデルを用いて評価を進めている。

第一に、CML-iPSCsを用いた評価を進めている。CML-iPSCsにテトラサイクリ

ン誘導遺伝子 knock downシステムを搭載し、血液分化誘導したあとに inducible 

knock downを行い pre-HPCsの apoptosis解析を行う。同時にヒト白血病細胞株を

用いた評価を進めている。イマチニブ耐性 BCR-ABL陽性白血病細胞株を作製し

候補遺伝子を knock downした後に細胞増殖能を解析する方法や、マウスモデル

を用いた評価方法も準備中である。マウス骨髄細胞にレトロウイルスベクター

を用いて BCR-ABL を過剰発現し骨髄移植を行うことで CML 様疾患を発症する

CML マウス骨髄移植モデルを用いて産生したマウス CML 細胞で候補遺伝子を
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knock downすることで起きる半固形培地血球コロニー形成能を解析する。実際、

CML 幹細胞において protein kinase C (PKC) family である PKCηを介した

MEK/ERK シグナル伝達経路の活性化がイマチニブ耐性に寄与していることを

報告した Leyan らも細胞株、マウスモデル、ヒト検体と複数の疾患モデルを用

いて解析を行っている[61]。 

	
 iPSCsからの血液分化誘導において、本研究では VEGF添加血球分化用培地を

使用した。分化誘導に 17日間を要し、iPS-sac法を用いて CML-iPSCsからの血

液分化誘導に成功した。しかしながら昨今、血液分化誘導法が改良され複数の

サイトカインおよび化合物を添加することでより約１週間で血液細胞に分化誘

導することに成功している[62]。短期間で効率よく精度の高い解析を行うために

は、血液分化誘導法の最適化について検討を要すると考えられる。 

	
 CML-iPSCsを用いた解析は CMLのプラットフォームの一つであり、それぞれ

の疾患モデルの限界を考慮して補完しながら病態の十分な検討を行う必要があ

ると考えられる。 
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【結論】  

	
 本研究ではCML患者より外来遺伝子の挿入の無いCML-iPSCsを樹立し、CML

幹細胞のイマチニブ耐性に寄与する原因遺伝子の抽出に利用した。CML-iPSCs

由来 pre-HPCs はイマチニブ耐性であることが示された。この CML-iPSCs 由来

pre-HPCsの網羅的遺伝子発現解析を行うことで、pre-HPCsにおいてイマチニブ

耐性に寄与する遺伝子の候補を抽出した。これらの遺伝子は CML幹細胞のイマ

チニブ耐性に寄与する遺伝子と共通である可能性が示唆され、今後複数のモデ

ルを使用して評価を行う必要があると考えられる。 
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