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研究成果の概要（和文）：「血液がん」である急性骨髄性白血病は、標準治療により約40%の治癒が望まれる。
残り60％に相当する難治性白血病を克服するためにさらなる病態解明が必要である。我々は血液細胞の発生・分
化・および癌化等にかかわるNOTCHシグナルに注目して研究を行い、NOTCHシグナルが急性骨髄性白血病を抑制し
ている事を発見した（Leukemia, 29:576-85, 2015)。また白血病本体ではなく白血病支持細胞自身もNOTCHシグ
ナルにより白血病細胞を抑制していることを発見した。これは白血病細胞と造血環境との相互作用を示す重要な
結果と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Acute myeloid leukemia, "blood cancer", is expected to cure by about 40% 
with standard therapy. To overcome the remaining 60% refractory leukemia, it is necessary to 
elucidate further pathological mechanism. We focused on the NOTCH signaling, which is important for 
cell differentiation during embryonic and adult life, and dysregulated in many cancers. We found 
that the NOTCH signaling suppresses acute myeloid leukemia. We also discovered that bone marrow 
stromal cells also suppresses leukemic cell development through the NOTCH signaling. This is 
considered to be an important result showing the interaction between leukemic cells and the 
hematopoietic environmental cells.

研究分野： 急性白血病

キーワード： NOTCHシグナル　急性骨髄性白血病　造血支持細胞
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１．研究開始当初の背景 

(1)本研究課題の研究開始に至るまでの流れ 

NOTCH シグナルは細胞の発生・分化におい

て多彩な機能を有し、T 細胞分化ではもっと

も重要なシグナル機構である。T 細胞性急性

リンパ性白血病の約 50%に NOTCH の活性型変

異を認めることが 2004 年に報告され、NOTCH

シグナルが正常分化と腫瘍化の双方に重要

であることが示された。近年になり造血器腫

瘍においてNOTCHシグナルは腫瘍化と腫瘍抑

制の 2面性を持つことが示され、急性骨髄性

白血病(AML)においては NOTCH シグナルが腫

瘍抑制的に作用することが明らかになった。 

 

(2)国内・国外からの研究動向及び位置づけ 

慢性骨髄単球性白血病（CMML)では NOTCH シ

グナルの複数の遺伝子（Nicastrin, APH1A, 

MAML1, NOTCH2）に機能抑制型と考えられる

変異を認め、造血細胞での Nicastrin 欠損マ

ウスや Notch1/Notch2/Notch3 欠損マウスは 

CMML 様の病態を発症することが報告された

（文献 1）。2013 年に NOTCH シグナルが AML

に対して腫瘍抑制的に働くとの報告がなさ

れた（文献 2,3）。しかしながら、NOTCH シグ

ナルによる白血病抑制の機序は不明であり、

NOTCH シグナルを用いた新規白血病治療を開

発するため、詳細な白血病抑制機構の解明が

必要であった。また 2014 年に造血支持細胞

におけるNotch欠損マウスが骨髄増殖性疾患

を発症することが報告された（文献 4）。NOTCH

シグナルが造血細胞および造血支持細胞の

双方に腫瘍抑制的に働く事が示唆された。 

 

(3)Notch-Hes1 経路の急性骨髄性白血病制御

機構の解明における申請者の研究状況 

＜AML と Notch-Hes1 の研究のはじまり＞  

申請者のグループは、約 18 年にわたり造血

器におけるNOTCHシグナルにつき研究を行っ

てきた。2010 年には骨髄球系前駆細胞におい

て Hes1（NOTCH シグナルの下流の転写因子）

を活性化すると、骨髄球系前駆細胞は未分化

な芽球様の形態を維持して不死化すること

を見いだした。また白血病融合遺伝子である

BCR-ABLとHes1を骨髄球系前駆細胞へ導入し

マウスへ移植したところ白血化を観察した。

この結果は慢性骨髄性白血病の急性転化に

おいて Hes1 と BCR-ABL の協調的発現が重要

であることを示唆している。申請者は大学院

在学時からNOTCHシグナルの造血幹細胞制御

と白血病制御について研究に取り組み、AML

での NOTCH シグナルの役割を解明するため、

NOTCH シグナルの重要な標的転写因子である

RBPJ と Hes1 のノックアウトマウスからそれ

ぞれ骨髄球系前駆細胞を単離し、白血病融合

遺伝子 MLL-AF9 を導入した AMLマウスモデル

を作製した。この白血病モデルでは RBPJ 欠

損および Hes1 欠損マウスは早期に白血病を

発症し死亡した(図 1)。つまり

Notch-RBPJ-Hes1 経路が AML で腫瘍抑機構と

して働く事を見いだした。また NOTCH シグナ

ルを過剰発現させ

た白血病マウスモ

デルについて解析

したところ、白血

病発症までの期間

が遅れる事を確認

した。 

（文献 5, Kato et al. 2015） 

 

２．研究の目的 

AML は標準的な治療により約 40%の治癒が望

まれる。しかし残りの 60％に相当する難治性

白血病に関してはさらなる病態解明が白血

病を克服するために必要である。申請者は

NOTCH シグナルが AML に対し腫瘍抑制的に働

く事を難治性白血病マウスモデルにて報告

した。本研究では、マウス白血病モデルとヒ

ト白血病検体を用いて、NOTCH シグナルによ

る白血病抑制機構の破綻について、造血支持

細胞のNOTCHシグナルの発現異常に焦点を絞



り解析を行う。そして NOTCH シグナルの活性

化による腫瘍抑制効果を期待した治療法の

開発を目指し、難知性白血病の克服を最終目

標とする。 

① Notch-Hes1 経路のターゲットを同定 

Notch-RBPJ-Hes1 経路の下流ターゲットの

探索のため野生型と Hes1 欠損白血病マウ

スから骨髄を採取し、マイクロアレイにて

網羅的解析を行い、ターゲット候補遺伝子

を複数同定している。白血病細胞株でこれ

らの遺伝子をCRISPR/Cas9システムを用い

て、個別に、または複数を同時に欠損させ

ることで、NOTCH シグナルの白血病抑制機

構への影響を詳細に解析する。 

 

② NOTCH シグナルによる白血病抑制機構

の破綻はなぜ起こるか 

AML では Notch シグナルが不活性化してい

る。この不活化のメカニズムとして以下の 3

つの機序が考えられる。 

＃1 Absence of NOTCH signaling in Niche 

＃2 Gene mutations of Notch pathway 

＃ 3 Epigenetic silencing of Notch 

pathway genes 

上記の仮説のうち、今回の研究では＃１に

焦点をあて研究を行い、NOTCH シグナルに

よる白血病抑制機構の破綻の機序を明ら

かにする。申請者グループは NOTCH シグナ

ル以外に TET2 を中心とした Epigenetics

におけるリンパ腫の研究を行っており、血

管免疫芽球性リンパ腫ではTet2と RhoAの

変異が発症に必要であることを報告した

（文献 6）。また年齢依存的に Tet3 の発現

量が変化することを見出した。上記研究の

発展として、AML において、加齢に伴い

Niche 細胞（造血支持細胞）の epigenetics

制御が変化し、Niche 細胞での Notch 

ligandの発現が低下する事でNOTCHシグナ

ルが不活性化する。また加齢に伴い変異を

持った造血細胞が増え、変異を持った造血

細胞にNiche細胞からのNOTCHシグナルに

よる腫瘍抑制が働かなくなり白血病が発

症するといる仮説を考えている。 

 
３．研究の方法 

(1) Notch-Hes1経路によるMLL-AF9急性骨髄性白

血病抑制機構の解明 

マイクロアレイにより Hes1 の下流遺伝子候補

を同定し、それらの候補遺伝子をゲノム編集ツー

ルである CRISPR/CAS9 システムを用いて複数を同

時にノックアウトさせ、Notch-Hes1 経路の腫瘍抑

制機構を検討した。 

(2)ヒト急性骨髄性白血病での造血支持細胞

におけるNotchリガンドの発現レベルの解析 

AML 患者検体につき Notch リガンドの発現

につき検討した。マウスで得られた知見がヒ

トAML検体で実際に重要であるかにつき検討

を行った。ヒト AML 検体の使用に関して、平

成26年度中に筑波大学の倫理委員会とJALSG

を通じて各施設の倫理委員会の承諾を得た。

AML検体(約 200 検体)について Real time PCR

やフローサイトメトリーを用いて、NOTCH リ

ガンドやNOTCH下流遺伝子の発現レベルと予

後につき検討した。 

 

(3)NOTCH シグナルによる白血病抑制機構の

破綻はなぜ起こるか 

癌遺伝子（AML1-MTG8）をマウス造血細胞に導入し、

造血支持細胞の NOTCH リガンド欠損マウス

（DLL4f/f マウス）や RBPJ 欠損マウスに移植する

ことで NOTCH シグナルの破綻による白血病発症の

有無につき検討した。 

マウス白血病モデルでの実験： 

我々は癌遺伝子をレトロウイルスにて導入

した造血幹細胞および骨髄球系前駆細胞を

放射線照射マウスに移植する、マウス白血病

モデルの系を確立している。さらに経時的な

採血、末梢血や骨髄のサイトスピン、フロー

サイトメトリーなどにより白血病の発症に

ついて観察する。仮説における変異を持った

造血細胞として、白血病融合遺伝子である



AML1-MTG8 をレンチウイルスもしくはレトロ

ウイルスで造血細胞に導入した細胞を使用

する。AML1-MTG8 導入 LSK 細胞（造血幹細胞

分画を含む細胞）は、サイトカインである IL3

存在下では Vitro で不死化する。また

AML1-MTG8 導入細胞を正常マウスに移植した

際に、1 年以上に渡り白血病を発症しない事

は確認済みである。造血支持細胞において

NOTCH リガンドや NOTCH シグナルの中枢をな

す転写因子である RBPJ をノックアウトした

マウス（DLL1f/f マウス、DLL4f/f マウスや

RBPJf/f マウスに造血支持細胞特異的な Cre

マウスを交配させる）に AML-MTG8 導入細胞

を移植し、造血細胞と造血支持細胞の双方の

異常が白血病発症機構に関わるかどうかに

つき観察する。 

 
４．研究成果 

1. Notch-Hes1 経路による MLL-AF9 急性骨髄性白

血病抑制機構の解明 

 Hes1 の下流ターゲットを同定するため、

Hes1 欠損白血病マウス骨髄と Hes1 野生型白

血病マウス骨髄を採取し、マイクロアレイを

施行した。Hes1 欠損マウスではチロシンキナ

ーゼ受容体である Flt3 の発現が有意に上昇

しており、ウェスタンブロット法により FLT3

のリン酸化が Hes1 欠損細胞で亢進している

事を確認した。またCHIPアッセイによりHes1

が直接 Flt3 のプロモーターに結合すること

で、Flt3 の発現を制御していることを示した。   

次にゲノム編集ツールである CRISPR/Cas9

システムを用いて、Hes1 欠損白血病細胞株に

おいて Flt3 を欠損させると、白血病細胞株

の増殖能が有意に低下することを確認した。 

Hes1 欠損白血病マウスの骨髄から Flt3 陽

性白血病細胞と Flt3 陰性白血病細胞を分離

し、それぞれの細胞を用いて継代移植を行う

と、10000 細胞を移植した際には白血病発症

において有意差を認めなかったが、1000 細胞

および 100 細胞を移植した際には Flt3 陽性

白血病細胞を移植した群が早期に白血病を

発症し死亡した。これらの結果から NOTCH シ

グナルが白血病幹細胞の増殖を抑制してい

る可能性が示唆された。 

 

2. ヒト急性骨髄性白血病での造血支持細胞

におけるNOTCHリガンドの発現レベルの解析 

 JALSG を通じて各施設の倫理委員会の承諾

を得た AML 残余検体(cDNA、約 200 検体)につ

いて Real time PCR を用いて、NOTCH 下流遺

伝子である Hes1 の発現レベルと予後につき

検討を行った。約 200 症例の残余検体の内、

cDNA 量が十分あり、Real time PCR での発現

解析が可能であった症例が少なかったこと

から、十分な予後解析ができなかった。現在

筑波大学附属病院において急性骨髄性白血

病の長期保存および遺伝子発現解析の同意

が得られている骨髄検体について、Hes 1 の

発現レベルの解析と予後につき追加で検討

を行っている段階である。 

 

3．NOTCH シグナルによる白血病抑制機構の破

綻はなぜ起こるか 

これまでの申請者の研究からAMLに対して

NOTCH シグナルは腫瘍抑制的に働くと考えら

れる（文献 5, Kato et al. 2015）。AML では、

微小環境との相互作用という視点では目立

った研究報告がなされていない。申請者らは

骨髄ストローマ細胞において、NOTCH シグナ

ルが造血に影響を与えるという知見（文献 2）

に基づき、骨髄ストローマ細胞における

NOTCH シグナル減弱が AML に与える影響につ

いて検討した。NOTCH シグナルの重要なメデ

ィエーターである転写因子 RBPJ をノックア

ウトした RBPJ 欠損造血支持細胞と AML 細胞

を共培養すると、白血病細胞の増殖が促進す

ることを確認した。 次に RBPJ欠損マウス（造

血支持細胞で RBPJ 欠損）もしくは RBPJ 野生

型マウスに白血病融合遺伝子を導入した造

血細胞を移植すると、RBPJ 欠損マウスが早期

に死亡することを確認した。 AML1-MTG8 融合



遺伝子導入造血細胞を野生型マウスに移植

しても AML を発症しないが、骨髄ストローマ

細胞でNOTCHシグナルが抑制されたホストマ

ウスに移植することで、急速に AML を発症す

ることを発見した（図 2 未発表）。これは

AML における、腫瘍細胞と微小環境との相互

作用仮説を示す重要な結果といえる。骨髄ス

トローマ細胞でのNOTCHシグナルの減弱は何

らかの炎症状態を励起している可能性が高

い（文献 4）。一方 AML1-MTG8 融合たんぱく質

は腫瘍細胞内で NF-κB シグナルを活性化し

ているとの報告（文献 7 ）もあることから、

腫瘍細胞と微小環境細胞との特異的な相互

作用が発生している可能性も想像される。現

在は移植マウスの死因の詳細な解析と、

NOTCH シグナルによる白血病抑制に重要な造

血支持細胞の分子メカニズムの同定を行っ

ている。 またヒト AML 骨髄から造血支持細

胞をソートし、分解する方法の樹立おこなっ

ている。 

図 2 
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