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研究成果の概要（和文）：我々は血管内皮抗原endothelial cell selective adhesion molecule (ESAM)が、ヒ
トにおいて造血幹細胞の表面マーカーとして有用であることを報告し、正常造血幹細胞におけるESAMの機能解析
を行ってきた。本研究ではESAMの発現変化を指標として造血幹細胞の活性化を制御する分子機構を解析し、造血
器悪性腫瘍の新しい診断・治療法の開発に展開することを目標とした。初発のヒト急性骨髄性白血病症例の多く
が白血病芽球にESAMを発現していること、白血病細胞の質的変動によってESAMの発現が変化すること、この分子
機序に自己分泌性のTGFβが関連していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that the endothelial-cell selective adhesion 
molecule (ESAM) is an important marker of HSCs in humans. In the present study, we have exploited 
ESAM expression levels as an index to analyze the molecular mechanisms regulating the status of 
hematopoietic stem cells, and have applied  findings to develop new strategies for diagnosis and 
treatment of human acute leukemia. Our study has revealed that many of human acute myeloid leukemia 
cases highly expressed ESAM on their tumor cells. We also found that leukemia stem cells (LSCs) 
represent ESAM expression, of which levels are heterogeneous and are fluctuating at single cell 
levels according to the proliferating status of LSCs. The  TGFβ signaling pathway is autonomously 
involved in inducing heterogeneity in ESAM expression in the LSC population. The fluctuation is 
thought to confer certain benefits to LSCs, such as drug resistance and promoting invasiveness.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄には、血液細胞以外に幹細胞･骨芽細
胞･脂肪細胞･血管内皮細胞など多様な間葉
系細胞が存在し、造血を調節する微小環境を
構築している。骨髄において造血幹細胞は、 
“造血幹細胞ニッチ”と呼ばれる特有の微小環
境に存在し、体全体からの要求に応じて、静
止状態と自己複製的増殖あるいは成熟分化
のバランスが精巧に調節されている。 
 近年、急性骨髄性白血病を始めとする多く
の腫瘍において癌幹細胞の存在が示されて
いる。白血病における幹細胞は“白血病幹細
胞”と呼ばれ、正常造血幹細胞から競合的に
ニッチを奪い取り、造血を抑制することが示
されている。このことは、白血病幹細胞が正
常造血幹細胞と同様の微小環境を住み家と
し、ある程度共通したメカニズムで増殖シグ
ナルを受けることを推測させる。従って、造
血幹細胞の生理的特性を理解するためだけ
でなく、白血病に対する新たな治療戦略の開
発においても、造血幹細胞と造血微小環境の
相互作用の解析は極めて重要である。 
 申請者らは、これまで骨髄間葉系細胞と造
血幹細胞の相互作用について継続的な解析
を行い、新規分子の同定を含む多くの研究成
果を報告してきた(Blood 1998, Blood 1999, 
Blood 2000, Nat Med 2000, J Clin lnvest 
2002, J lmmunol 2003, Exp Hematol 2007, 
Exp Hematol 2008, J lmmunol 2008)｡独自
の手法として、早期リンパ球前駆細胞と多能
性造血幹細胞を分離する方法を確立した
(Yokota et al. Immunity 2003)。この方法を
用いて分離した造血幹細胞と早期リンパ球
前駆細胞の発現遺伝子を比較解析し､新規造
血幹細胞マーカーとして血管内皮関連抗原
endothelial-cell selective adhesion 
molecule (ESAM)を同定した(Blood 2009)。 
 継続した研究で、ESAM の造血幹細胞マー
カーとしての意義だけでなく、造血幹細胞に
おける機能においても重要であることを明
らかにした。造血幹細胞の ESAM 発現レベ
ルが､5-FU 投与や放射線照射後に著明に上
昇するという発見を起点に研究を進め、
ESAM が緊急時に活性化した造血幹細胞に
おいて重要な役割を担っていること、特に赤
血球造血の回復に必須であることを見出し
た(Sudo et al JI 2012, 2017)。また従来、マ
ウスとヒトで造血幹細胞の表面抗原が大き
く異なることが、造血幹細胞に関する基礎研
究の成果をヒトの臨床医療へ展開する上で
障壁になっていたが、ESAM はヒト造血幹細
胞の純化にも応用できるという重要な知見
が得られていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ESAM の発現変化を指標として、
造血幹細胞の活性化を制御する分子機構を
明らかにすることを第 1 の目標とした。次に
ヒト白血病細胞における ESAM の発現を解
析し、ヒト造血器悪性腫瘍の新しい診断・

治療法の開発に展開することを第 2 の目標
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 造血幹細胞の活性化を誘導する分子機
構の解析 
 本研究の予備データーとして、造血幹細胞
のESAM発現レベルが､5-FU投与や放射線照射
による骨髄抑制からの回復期に、造血幹細胞
の増殖亢進に伴って著明に上昇し、造血の安
定期には通常に戻ることが分かっていた。ま
た、造血幹細胞の増殖を支持する能力を持つ
間葉系細胞株の上で造血幹細胞を培養した
場合には、能力を持たない細胞株の上で培養
した場合と比較して、ESAM の発現が上昇する
ことを見出していた。造血幹細胞増幅能力の
異なる間葉系細胞間の遺伝子発現の違いと、
異なる間葉系細胞上で培養した造血幹細胞
間の遺伝子発現の違いを、それぞれマイクロ
アレイ法にて網羅的に解析することにより、
造血幹細胞活性化に必要な分子と、その分子
からの増殖シグナルの候補を見出す。さらに、
野生型マウスと ESAM ノックアウトマウスに
5-FU を投与し、回復期の造血幹細胞を採取し
て遺伝子発現の相違を解析する。野生型で有
意に高発現する遺伝子と、間葉系細胞との共
培養で増殖が誘導された造血幹細胞におい
て高発現する遺伝子の共通項を調べ、細胞内
シグナル伝達系の候補を絞り込む。 
 
(2) 造血幹細胞の増殖活性化分子およびシ
グナルの検証 
 間葉系細胞の比較から得られた造血幹細
胞増殖を誘導する可能性のある候補分子の
発現を、siRNA などを用いて抑制することに
より、造血幹細胞の ESAM 発現と増殖が低下
するかどうかを検討する。また反対に、絞り
込んだ候補分子を造血幹細胞増幅能力の低
い間葉系細胞に高発現させ、造血幹細胞の増
殖を支持する能力が亢進するかどうかを検
討する。 
 
(3) ヒト白血病細胞における ESAM の機能解
析と新しい診断・治療法への展開 
 ヒト白血病細胞株やプライマリーの急性骨
髄性白血病症例の細胞において、ESAM の発現
を確認できている。さらに症例を蓄積し、各
種ヒト白血病の病型と ESAM の発現に関する
データーを集積して、白血病細胞の系統診断
への応用を行う｡ 
 ESAM の発現レベルは、ヒト骨髄性白血病に
おいても活発な増殖能を反映している可能
性が高い。ESAM 発現が白血病細胞においてど
のように機能するのかを評価するため、ESAM
陰性・陽性細胞をそれぞれ分離して増殖能力
を調べ、発現遺伝子の比較を RNA-seq を用い
て行う。また、ESAM 陽性白血病細胞に、検討
で明らかとなった造血幹細胞活性化シグナ
ルを阻害する操作を加えることにより、ESAM
の発現低下と増殖能の抑制が得られるかを



in vitro, in vovo の実験で確認する。 
 
４．研究成果 
マウス正常造血幹細胞を用いた実験で ESAM
の発現量がその活性化を正確に反映するこ
と、TGFb シグナル系が造血幹細胞の増殖を静
止期へと誘導するのと併行して ESAM の発現
を陰性化させることを明らかにした。 
 ヒト急性白血病細胞の解析を行い、初発の
ヒト急性骨髄性白血病症例において、約 3分
の 2 の症例で白血病芽球が ESAM を発現して
いることを明らかにした。急性リンパ球性白
血病では検討した範囲ですべて ESAM 陰性で
あったことから、ESAM の発現は白血病細胞の
系統診断に応用できることがわかった。 
 さらにヒト急性骨髄性白血病細胞株を用
いて、ESAM 発現の意義について解析を行った。
ヒト骨髄性白血病細胞株 KG1a および CMK で
は、同一クローンである白血病細胞において
ESAM 発現レベルに 1000 倍以上の差が認めら
れた。興味深いことに、ESAM 高発現細胞が高
い増殖能力を示したが、ESAM 高発現および
ESAM 低発現分画のいずれの細胞集団も、継続
培養によって親株と同じ不均一な ESAM の発
現を呈する集団を再構成することが分かっ
た。さらに CD34+CD38-KG1a を ESAM 高発現・
低発現の単一細胞を分離し培養したところ、
いずれにおいても自己複製能をもつ細胞が
存在し、継続培養により ESAM を不均一に発
現する親株と同じ集団を再構成する結果を
得た。これらの結果から、急性骨髄性白血病
の白血病幹細胞は細胞学的に不均一性を持
ち、個々の細胞レベルで質的に変化しながら
存在していることが明らかとなった。さらに
白血病細胞の質的変動には自己分泌性の
TGFb が関連していること、このシグナル系を
阻害することによってヒト骨髄性白血病細
胞株 KG1a に細胞死を誘導できることを見出
した。 
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