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研究成果の概要（和文）：我々は、TIM-3分子がヒト骨髄系腫瘍における白血病幹細胞特異的表面抗原であると
同時に、その自己複製能力を正に制御する機能分子であることを報告してきた。本研究においてTIM-3シグナル
が幹細胞性維持に必須のcanonical Wnt pathwayの活性化をヒト白血病幹細胞特異的に誘導することを明らかに
し、下流分子群を同定することに成功した。また、白血病幹細胞におけるTIM-3シグナルと疲弊化T細胞における
TIM-3シグナルの差異が下流シグナル分子の違いに依存していることを見出した。本研究により、白血病幹細胞
におけるTIM-3シグナルの全体像を明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：TIM-3 is a leukemia stem cell (LSC)-specific surface molecule that is 
essential for maintaining the self-renewal capacity of LSCs. In the present study, we 
comprehensively analyzed the signaling molecules involved in the signal transduction of LSCs, and 
found that TIM-3 could activate canonical Wnt pathway independent of Wnt ligands via several 
LSCs-specific mechanisms. Furthermore, we compared TIM-3 signaling outcome between human TIM-3+ 
exhausted T cell and TIM-3+ LSCs, and found that LSCs, but not exhausted T cells, efficiently 
activate canonical Wnt pathway via the interaction between TIM-3 and galectin-9, a TIM-3 ligand. 
This study provides the novel evidence that TIM-3 represents a novel canonical Wnt pathway activator
 specifically utilized in LSCs.

研究分野： 血液内科

キーワード： TIM-3　白血病幹細胞　Wnt pathway

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の遂行により、ヒト白血病幹細胞特異的なTIM-3シグナルの下流分子群を初めて明らかにすることができ
た。TIM-3シグナルはヒト白血病幹細胞の幹細胞性維持に必須のシグナルであることから、抗体によるTIM-3分子
を直接標的とする治療戦略に加えて、本研究で同定した下流シグナル分子群は小分子化合物を用いたTIM-3シグ
ナル阻害という新しい治療戦略の重要な治療標的分子候補である。したがって、ヒト白血病幹細胞を特異的に標
的とする新規治療法確立するために本研究の果たした意義は非常に大きいものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者は癌幹細胞を標的とした治療モデルを白血病において確立するべく、世界に先駆けて白

血病幹細胞特異的表面抗原 TIM-3 を同定し、その機能の解明に取り組んできた。我々は、TIM-
3 はヒト骨髄系腫瘍における白血病幹細胞特異的表面抗原であると同時に、その自己複製能力を
正に制御する機能分子であることを報告してきた(Kikushige et al., Cell Stem Cell 2010, 
Kikushige et al., Cell Stem Cell 2015). しかしながら、白血病幹細胞における TIM-3 分子下流
で作用するシグナル経路について、詳細は不明であり、T 細胞における TIM-3 シグナルとの差
についても全く不明であったために、これらの点を明らかにするために本研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究計画においては、ヒト白血病幹細胞における TIM-3 分子の下流シグナルの詳細につい

て、具体的な下流分子群の同定を行うことで、T 細胞における exhaustion signal としての TIM-
3 signal と白血病幹細胞における幹細胞性維持のための TIM-3 signal の差を明らかにすること
が目的である。また、この差を明らかにすることにより、我々の取り組んできた表面抗原として
の TIM-3 分子を標的とした治療戦略に加えて、白血病幹細胞特異的な下流シグナルを標的とす
る治療戦略の構築のための基盤的研究となることを目指す。さらに先行研究において、T 細胞性
急性リンパ球性白血病(T-ALL)においても異所性の TIM-3 発現を見出しており、骨髄性白血病
のみならず、一部のリンパ球性白血病においても TIM-3 シグナルが共通の機能を有している可
能性を見出しており、この点についても本研究課題で取り組む。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト白血病幹細胞における TIM-3 シグナルの機能および下流経路の探索 
 先行研究の結果から、白血病幹細胞は TIM-3 リガンドである galectin-9 を autocrine 様式で
分泌することで恒常的な TIM-3 シグナルを生じていることを見出していたが、下流の詳細なシ
グナル伝達分子群については不明であった。そこで、TIM-3 陽性急性骨髄性白血病細胞株 KASUMI-
3 を用いた TIM-3 分子のノックダウンを行い、in vivo, in vitro でその影響を評価し、網羅的
遺伝子発現解析により、ヒト白血病幹細胞における TIM-3 シグナルの下流分子群の探索を行っ
た。 
 
(2)白血病幹細胞特異的 TIM-3 シグナル下流分子群の同定 
 Exhausted T 細胞における TIM-3 シグナルにおいては、TIM-3 分子の細胞質内ドメインにある
SH2 binding motif に Src family kinases が結合して活性化することでシグナル伝達が生じる
ことが知られている。従って、本研究においてはヒト白血病幹細胞における TIM-3 分子の下流で
活性化する Src family kinases の探索をそれぞれの Src family kinases に特異的な阻害剤を
用いて行った。 
 
(3) Exhausted T 細胞と白血病幹細胞における TIM-3 シグナルの差異の解明 
 上記探索的研究から、ヒト白血病幹細胞特異的な TIM-3 下流シグナル分子を同定することで、
実際に抑制的シグナルが生じることが知られている exhausted T 細胞とのシグナルの差異を明
確にする探索を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒト白血病幹細胞における TIM-3 シグナルは幹細胞性維持に必須である。 
 TIM-3 分子を発現するヒト急性骨髄性白血病細胞株
KASUMI-3 を用いて shRNA による TIM-３のノックダウ
ン実験を行った結果、ノックダウンした KASUMI-3 株は
WT と比較して、in vitro における増殖が抑制されてお
り、免疫不全マウスへの移植系において生着能を喪失
していた(図１)。すなわち、受容体である TIM-3 分子の
ノックダウンのみで、in vivo における白血病再構築能
力の 喪失が生じ ることか ら、 TIM-3/galectin-9 
autocrine 機構による恒常的 TIM-3 シグナルの存在が
in vivo における白血病幹細胞性維持に必須であるこ
とが明らかとなった。 
 
(2) ヒト白血病幹細胞における TIM-3 シグナルは canonical Wnt pathway の活性化を生じる。 
 上記 shRNA を用いた TIM-3 ノックダウン細胞株を用いて網羅的遺伝子発現解析を行い、GSEA
解析を行った。コントロールと比較して、TIM-3 ノックダウン KASUMI-3 細胞においては、白血
病幹細胞における幹細胞性を定義する遺伝子セット（図 2A）および、canonical Wnt pathway 経

C
hi

m
er

is
m

 o
f B

M
(%

) 
[%

 h
C

D
45

+]

Scra
mble

d 

Con
tro

l 

(n
=6

)
sh

HAV
CR2 1

 

(n=
6)

0

20

40

60

80

100

図１ 　 T IM -3 シグナルは白血病幹細胞性維持に必須である

T IM -3 をノ ッ ク ダウン(sh H AVCR2 )し たK A SU M I-3 細胞は 

免疫不全マウスへの移植系において白血病再構築能力を喪失し た

T IM -3 ノ ッ ク ダウン 細胞株を 用いた異種移植実験



路関連遺伝子セット(図2B)の有意な発現
低下を認めた。Canonical Wnt pathway は
多くのがん幹細胞性維持に必須であるこ
とが知られていることから、我々は TIM-
3 シグナルがヒト急性骨髄性白血病にお
いて、canonical Wnt pathway 活性化す
るシグナルである可能性を考慮し、TIM-
3リガンドであるgalectin-9刺激による
canonical Wnt pathway の活性化を評価
した。その結果、galectin-9 刺激により、
TIM-3 陽性 primary AML 細胞において、
canonical Wnt pathway の活性化で生じ
る LRP6 のリン酸化およびその下流にお
けるβ-catenin の蓄積が認められた。ま
たこの活性化は canonical Wnt pathway
経路特異的な阻害効果を有する DKK-1 によりブロックされ、TIM-3 を発現しない primary AML 細
胞では,galectin-9 刺激による canonical Wnt pathway の活性化は認められなかった(図 2C)。
以上の結果から、TIM-3 シグナルは AML および白血病幹細胞において直接的に canonical Wnt 
pathway 活性化を誘導するシグナルであることが明らかとなった。 
 
(3) TIM-3 シグナルの下流で Src family kinases の一つである HCK が TIM-3 分子に結合し活性
化する。 
 引き続いて、TIM-3 シグナルの下流で canonical Wnt pathway 経路活性化を誘導するシグナル
分子群の同定に取り組んだ。T 細胞における TIM-3 シグナルの下流では LCK 等の Src family 
kinase が TIM-3 分子の細胞質内ドメインに結合して活性化することにより、下流のシグナル伝
達が生じることが知られている。そこで我々は AML 細胞において、どの Src family kinases が
シグナル伝達に寄与しているのかを明らかにするために、それぞれの Src family kinases に特
異的な阻害剤を用いて TIM-3 シグナルの遮断の有無を評価した。その結果、HCK 特異的阻害剤に
よってのみ、TIM-3 シグナルによる canonical Wnt pathway の活性化がブロックされることを見
出した。他の Src kinase inhibitor によっては TIM-3 シグナルの遮断は認められなかった。ま
た、galectin-9 刺激後の TIM-3 分子との免疫沈降実験を行い、刺激後に HCK 分子と TIM-3 分子
が SH2-binding domain を介して結合し、HCK の活性化が生じることを見出した。これらの結果
から、ヒト白血病幹細胞における TIM-3 分子のシグナル伝達に関与する Src family kinase は
HCK であることが確認された。 
 
(4) HCK は p-120 catenin をリン酸化することで TIM-3 シグナルと canonical Wnt pathway シグ
ナルと橋渡しする。 
 上述のように、ヒト白血病幹細胞においては、TIM-3 分子と HCK が会合しシグナル伝達を行う
ことを確認したが、HCK が次にどのようなシグナル分子との相互作用により canonical Wnt 
pathway の活性化を生じるか不明であった。そこで、我々は、canonical Wnt pathway において
活性化の過程において Src family kinases によるリン酸化が必要であることが知られている p-
120 catenin に着目した。Galectin-9 による TIM-3 刺激により、primary AML 細胞において HCK
の活性化に引き続き、p-120 catenin の 226 番目の tyrosine 残基のリン酸化が生じることを確
認した。また、galectin-9刺激後のTIM-3分子との免疫沈降実験を行い、HCK分子とp-120 catenin
分子の会合がヒト白血病幹細胞において生じていることを確認した。これらの結果から、TIM-3
シグナルの下流において、HCK は p-120 catenin を活性化することで canonical Wnt pathway を
直接的に活性化すると考えられた。 
 
(5)Exhausted T 細胞と白血病幹細胞における TIM-3 シグナルは異なる。 

 次 に 同 じ TIM-3 分 子 を 発 現 す る
exhausted T 細胞と白血病幹細胞における
TIM-3 シグナルの差異について検討を行っ
た。In vitro でヒト CD3+ T 細胞を培養し、
適切なサイトカイン条件と TCR 刺激条件を
用いることで PD-1+TIM-3+ exhausted T 
cell を誘導した（図 3A）。このヒト
exhausted T細胞とTIM-3を発現させたAML
細胞(THP-1)細胞株を用いて、TIM-3 シグナ
ルの下流シグナル分子の評価を行った。AML
細胞株は HCK を発現しており、galectin-9
で刺激するとその下流で p120-cateinin の
リン酸化、LRP6 のリン酸化が認められ
canonical Wnt pathway の活性化が生じる

図2 　 TIM -3 シグナルはCa n o n ica l W n t p a th w a yを活性化する
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一方で、exhausted T cell においては、HCK、p120-catenin の発現が共に認められずに LRP6 の
リン酸化も生じなかった（図３B）。これらの結果から、同一の TIM-3/galectin-9 相互作用によ
っても下流のシグナル分子群の発現が大きく異なるために、TIM=3 シグナルの下流で誘導される
経路が全く異なっていることが明らかとなった。 
 
(6) AML細胞分画におけるTIM-3シグナル強度はp120-cateninの発現レベルにより規定される。 
 T細胞とAML細胞におけるTIM-3シグナルアウトプットが下流分子の差によるものであること
が明らかとなったので、次に我々は、同一症例の中において TIM-3 下流に位置する HCK および
p120-catenin の発現レベルを評価した。その結果、一般的に白血病幹細胞が濃縮される
CD34+CD38-AML 細胞分画において、同一症例内の他の AML 亜分画と比較して p120-catenin が転
写およびタンパクレベルで最も高発現していることを見出した。さらにこれらの亜分画ごとに
同一濃度の galectin-9 を用いて TIM-3 シグナル強度を評価した。その結果、TIM-3 分子の発現
レベルは変わらないものの p120-catenin の発現レベルが高い CD34+CD38-AML 細胞分画において
最も強く、canonical Wnt pathway の活性化と引き続いたβcatenin の蓄積が生じることが確認
された。すなわち、p120-catenin のレベルにより、ヒト白血病幹細胞の TIM-3 シグナル強度が
規定されることが明らかとなった。 
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