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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞の機能を詳細に解析するためには、生着効率の高い異種移植システムが不可欠であ
る。従来型の免疫不全マウスでは十分なヒト細胞の生着が得られないため、我々は、SIRPA遺伝子多型に基づくマクロ
ファージ寛容を導入した次世代免疫不全マウスB6.Rag2nullIL2RγnullSIRPANOD/NOD(BRGS)を樹立した。この系を用い
ることで、(1)成熟B細胞腫瘍である慢性リンパ性白血病において造血幹細胞レベルに異常が見出されること、(2)骨髄
性白血病幹細胞の生存・自己複製強化にTIM-3/galectin-9のautocrine loopが重要な働きを担っていることを明らかに
することが出来た。

研究成果の概要（英文）：To analyze the function of human cancer stem cells in vivo, the xenograft model 
that permits an efficient engraftment of human cells is necessary. Because the traditional 
IL-2Rγnull-NOD/SCID (NOG) mouse system is not sufficient for this purpose, we newly developed a 
B6.Rag2nullIL2RγnullSIRPANOD/NOD (BRGS) mouse line that possesses a macrophage tolerance based on a 
SIRPA polymorphism. By using this xenograft system, we have shown that self-renewing hematopoietic stem 
cells are primary target in the pathogenesis of human chronic lymphocytic leukemia. Furthermore, we 
demonstrated that T-cell immunoglobulin mucin-3 (TIM-3) is expressed on surface of self-renewing leukemic 
stem cells (LSCs) in acute myeloid leukemia (AML) and that TIM-3 and its ligand, galectin-9 (Gal-9), 
constitute an autocrine loop critical for human AML LSC development.

研究分野：幹細胞学
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１．研究開始当初の背景 
	
 癌幹細胞は、癌幹細胞ニッチを生存の場と
して生体内に癌組織を構築するが、この過程
を知るためには、ヒト生体癌における癌幹細
胞の同定と純化法を確立した上で、ヒト癌幹
細胞による癌組織形成の人為的な再構築を
可能にする必要があると考えられていた。造
血器癌においては、急性白血病の幹細胞は既
に同定されていたが、高齢者に頻発する骨髄
異形成症候群、さらに骨髄腫・リンパ球性白
血病などのリンパ球系腫瘍の幹細胞は、未だ
同定されていなかった。また、ヒト固形癌に
おいては癌幹細胞分離成功例の報告が少な
い上に、その候補分画の定義にも一定の見解
は得られていなかった。このように、ヒト癌
組織形成過程の生体内再構築が進まない大
きな原因は、以下の 2点に集約されると考え
られていた。 
(1)現時点で得られるヒト癌幹細胞の純度が
低い（細胞側要因）	
 
(2)ヒト癌幹細胞を生体内でアッセイする移
植システムの効率が未だ十分でない（ホスト
側要因）	
 
このような背景のもと、新学術領域研究「癌
幹細胞を標的とする腫瘍根絶技術の新構築」
を立案し採択された。	
 
	
 
２．研究の目的 
(1)まず、癌幹細胞による腫瘍再構築を生体
内で効率よく観察できる異種移植システム
を開発することを目的とした。 
 
(2)次に、(1)で確立したアッセイ系を用いて、
高度に純化した癌幹細胞の特異的表面抗原
や機能分子を同定し、新規治療基盤を整える
ことを目指した。	
 
	
 
３．研究の方法 
	
 ヒト癌幹細胞を同定し、その根絶に向けた
標的候補分子を得るために、細胞側およびホ
スト側の問題点について改良を加え、以下の
研究を推進した。	
 
	
 
(1)我々が見出したマクロファージ寛容の鍵
遺伝子である NOD 型 SIRPA（Takenaka	
 K	
 et	
 al.	
 
Nat	
 Immunol.	
 8;	
 2007）を、すべてのリンパ
球を欠除したγc完全欠損RAGノックアウトマ
ウスに発現させることにより、ヒト組織の生
着率を飛躍的に高めた次世代免疫不全マウ
スラインを樹立する。	
 
	
 
(2)次世代免疫不全マウスに、マルチカラー
フローサイトメトリーにより分離した癌幹
細胞候補分画を移植することにより癌幹細
胞を同定し、癌幹細胞とそのニッチ構成細胞
による再構築過程を、生体内で経時的に解析
する。	
 
	
 
(3)同定した癌幹細胞の mRNA の発現プロファ
イル解析、プロテオーム解析、エピゲノム解

析などを行い、癌幹細胞に特徴的に見られる
表面抗原や機能分子発現と発現制御異常を
詳細に検討する。	
 
	
 
(4)これらの情報を基に、癌幹細胞およびそ
の機能分子を標的とする癌幹細胞システム
破壊実験をマウス生体内で行うことにより
新規治療基盤を整える。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)次世代免疫不全マウスの開発（論文④）	
 
	
 従来の異種移植に用いられてきた IL-2Rγ
null-NOD/SCID(NOG)マウスの問題点は、ヒト
細胞の生着効率が必ずしも高くない点と、補
体活性を欠くため抗体治療のプラットホー
ムとして必ずしも適さない点であった。我々
は、マクロファージ寛容の鍵遺伝子である
NOD 型 SIRPA を、すべてのリンパ球を欠除し
たγc完全欠損RAGノックアウトマウスに発現
させること、さらに C57/BL6 バックグランド
とすることでこれらの問題点を克服した。つ
まり、C57/BL6 バックグランドで Rag2 および
IL2Rγを欠損したマウスに、NOD 型 SIRPA 変
異 を導入した次世代免疫不全マウス
B6.Rag2nullIL2R γ nullSIRPANOD/NOD(BRGS)
ラインを樹立した。この BRGS マウスでは、
NOG マウスと比較して良好なヒト造血細胞生
着が認められた。また、B6 バックグラウンド
であることの利点として、正常な C5 補体活
性と高い生存・繁殖力も確認された。このよ
うに、従来型 NOG より生着効率に優れ、汎用
性の高い癌幹細胞アッセイ系を確立した（図
1）。	
 

	
 
(2)慢性リンパ性白血病（CLL）幹細胞の同定
（論文⑧）	
 
	
 CLLは clonalな成熟B細胞が増殖する造血
器腫瘍である。我々は、CLL 患者から純化し
た造血幹細胞を免疫不全マウスに異種移植
す る こ と で 、 ヒ ト CLL に 類 似 し た
oligo-clonalなB細胞造血が起こることを明
らかにした。この CLL 幹細胞は、リンパ系細
胞分化に重要な遺伝子発現を既に開始して
おり、CLL の発症機序として造血幹細胞レベ
ルでの異常を示した初めての報告となった
（図 2）。	
 

 



	
 
(3)癌幹細胞マーカーTIM-3 の同定（論文⑩、
未発表データ）	
 
	
 我々は、ヒト急性骨髄性白血病(AML)の白
血病幹細胞(LSC)と正常造血幹細胞(HSC)の
網羅的遺伝子発現解析を行い、HSC に発現せ
ず LSC にのみ発現する表面抗原として、
T-cell	
 immunoglobulin	
 mucin-3	
 (TIM-3)を
同定した（図 3）。	
 

TIM-3 は AML 幹細胞のみならず、慢性骨髄性
白血病や骨髄異形成症候群の病期進行にと
もなって、幹細胞分画での発現が亢進するこ
とを確認した。また、種々の固形癌において
も癌細胞が異所性に TIM-3 を発現しており、
TIM-3 高発現が予後不良因子であることも報
告された。これらの知見から、TIM-3 は癌幹
細胞の機能に何らかの役割を担う分子であ
る可能性が高いと考えられた。	
 
	
 
①白血病細胞がTIM-3のリガンドgalectin-9
を産生している（図 4）	
 

AML 患者血清中およびヒト AML を再構築した
免疫不全マウス血清中に高濃度のヒト
galectin-9 が分泌されることを確認した。	
 
	
 
② TIM-3/galectin-9 相 互 作 用によって
CD34+TIM-3+	
 AML 幹細胞の生存・自己複製を強
化するパスウェイが活性化する（図 5）	
 

galectin-9 の存在下で、AML 幹細胞における
NF-kB シグナルおよびβ-catenin シグナルが
増強することを見出した。	
 
	
 
以上の結果から、AML 細胞自身が TIM-3 のリ
ガンドである galectin-9 を分泌し、AML 幹細
胞の生存・自己複製に重要なシグナル経路を
活性化させる autocrine	
 loop の存在が証明
された。抗体によって galectin-9 を中和す
ることで、免疫不全マウスへのヒト AML の再
構築が著明に抑制されることも確認した。	
 
	
 
本研究により、癌幹細胞の機能解析を行うた
めに不可欠な高効率異種移植システムが完
成した。それを用いることで、慢性リンパ性
白血病における造血幹細胞レベルでの異常
を明らかにし、さらに骨髄性白血病幹細胞の
生存・自己複製に重要な働きを担う
TIM-3/galectin-9 パスウェイの存在を証明
することが出来た。	
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