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研究成果の概要（和文）：我々はTIM-3分子が骨髄異形成症候群、骨髄増殖性腫瘍からの白血病(AML)への進展な
ど、ヒト骨髄系白血病幹細胞に共通して発現していることを世界に先駆けて報告した。本研究では、TIM-3のリ
ガンドにより惹起される"動"と"静"のシグナルの本質を明らかにするために、ヒトAML検体を対象として新規異
種移植システムや超高感度メタボロームを含むオミクス解析に取り組み、TIM-3シグナル解明に加えて、新規の
ヒト骨髄系白血病幹細胞が依存する幹細胞性維持機構の解明に取り組んだ。その結果、複数の白血病幹細胞が依
存する細胞生物学特性および、それらを標的とした新規治療標的分子の導出に成功した。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that TIM-3 is universally expressed malignant 
hematopoietic stem cells of human myeloid malignancies such as acute myelogenous leukemia (AML), 
myelodysplastic syndromes (MDS), and myeloproliferative neoplasms (MPN). TIM-3 is a functional 
molecule involved in the pathogenesis of human myeloid malignancies via utilizing TIM-3/galectin-9 
autocrine loop.  In this study, we focused on molecular mechanisms underlying the maintenance of 
stemness in human LSCs through the investigation of TIM-3-signaling and other LSCs-specific 
molecules that human myeloid LSCs universally depend upon. Through performing the multi-omics 
analysis, we successfully identified several novel LSCs-specific molecular or metabolic mechanisms 
including the downstream molecules involved in TIM-3-signaling. Furthermore, we also established the
 therapeutic models of human AML via targeting the novel LSCs-specific molecules in the project. 

研究分野： 血液内科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から得られた知見は、ヒト骨髄性腫瘍において、TIM-3シグナルを含めて白血病幹細胞を標的とした治療
戦略の合理性を担保するものである。さらに複数のプロジェクトを有機的に結合させることで、新規のヒト白血
病幹細胞特異的な治療標的分子群を同定することに成功し、今後の新規研究への発展性も高い研究を遂行するこ
とができたと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
造血器腫瘍分野においては、いわゆる「がん幹細胞」の存在が広く認められている。がん幹細

胞はがんを構成する細胞の階層の頂点に位置し、自己複製を行う一方で腫瘍細胞への分化能力
を有する幹細胞性を保持したがん細胞である。がん幹細胞は一般的に治療抵抗性であり、治療後
に長期残存し、再発において重要な役割を担う。このように環境や外的ストレスに適応し潜むが
ん幹細胞の可塑性・柔軟性が新たに注目されている。端的に“静（耐える）”と “動（増える）”
と表現できるがん幹細胞特有の振る舞いは、転写・シグナル・細胞回転などを制御する代謝・エ
ピゲノムなどの細胞内因子や、がん幹細胞の微小環境からのシグナルなどの細胞外因子などに
より規定されると予想され、がん幹細胞制御のためにはこれらのメカニズムを明らかにする必
要がある。  
 
２．研究の目的 
 骨髄系腫瘍におけるがん幹細胞である白血病幹細胞の腫瘍特異的分子群の解析を通して、全

てのヒト骨髄系悪性腫瘍共通の、がん幹細胞成立・維持機構の解明とその制御基盤を確立するこ
とを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
先行研究で我々の同定したヒト白血病幹細胞特異的表面抗原分子 TIM-3 はじめとしたいくつか

の表面抗原を用いた白血病幹細胞の純化を行い、複数のオミクス解析を通して、ヒト白血病幹
細胞の動的シグナルと静的シグナルの解析を行い、悪性幹細胞成立、維持機構の解明に取り組
んだ。 
 
４．研究成果 
(1)新規 canonical Wnt pathway 活性化機構としての TIM-3 シグナルの解明 
平成 28 年からの研究遂行過程で、骨髄系白血病幹細胞に必須の TIM-3 分子の下流シグナルの

探索を進めた。リガンドである galectin-9 の TIM-3 への結合により、ヒト白血病幹細胞におい
ては、Src family kinase の一つである HCK が TIM-3 の細胞質内ドメインに結合し、活性化する
ことを見出した。我々は、先行
研究においてTIM-3シグナルが
β-catenin 蓄積を生じること
を見出しており、HCK とβ-
catenin を制御する canonical 
Wnt pathway との関連性を評価
したところ、TIM-3 シグナルの
下流で活性化した HCK が、
canonical Wnt pathway におけ
る初期段階の反応である p-120 
cateninの活性化を Wnt ligand
非依存的に誘導し、以後の LRP6
のリン酸化を含む canonical 
Wnt pathway の活性化を生じる
ことを見出した(図１)。すなわ
ち、TIM-3 シグナルはヒト白血
病 幹 細 胞 特 異 的 な 新 規
canonical Wnt pathway 活性化
経路であることが明らかになった(Sakoda et al., manuscript in prep)。 
 
 
(2)急性前骨髄球性白血病（APL）における白血病幹細胞の同定 
 我々の先行研究において APL における造血幹細胞分画は TIM-3 発現を認めないことを報告し
ていた（Kikushige et al., Cell Stem Cell 2010）。しかし、本研究計画において症例数を増や
して APL における TIM-3 発現を解析したところ、従来の報告と同一の造血幹細胞分画において
TIM-3 を全く発現しない症例と、他の AML と同様に高発言する症例の２群に分けられることを見
出した。この差異は PML -RARa 融合遺伝子のゲノム上の切断点の違いによることを見出した。す
なわち、多数例（〜６０％）を占める long type PML-RARa 融合遺伝子の症例は、造血幹細胞分
画は TIM-3 陰性であり PML -RARa 融合遺伝子を検出しない。一方、少数例（〜３０％）を占める
short type PML-RARa 融合遺伝子を有する症例は、全例 TIM-3 を高発現し、幹細胞分画に PML―
RARa 融合遺伝子の発現を認めた。この short type PML-RARa 融合遺伝子を有する症例における
CD34+CD38-TIM-3+の白血病幹細胞様 APL 細胞は異種移植系において、高効率にヒト APL を再構
築し、連続移植実験系においてもヒト APL を再構築することができた。すなわち、short type 



PML-RARa 融合遺伝子を有する APL では、自己複製能力を有する APL 白血病幹細胞により、他の
AML と同様に白血病幹細胞を頂点とする APL 階層構造が形成されていることを見出した。このよ
うに同一の融合遺伝子であっても白血病幹細胞性が short type と long type APL で大きく異な
るメカニズムの解明を継続している (Minami et al., manuscript in prep)。 
 
 
(3)治療抵抗性 TIM-3+ヒト白血病幹細胞測定による微小残存病変評価系の確立 
治療抵抗性ヒト白血病幹細胞をモニタリングするために、我々はマルチカラーFCM を用いた微
小残存病変（MRD）測定系の構築に取り組み、その臨床的意義について解明を行なった。TIM-
3 分子は正常造血幹細胞と白血病幹細胞を識別するのに最も適切なマーカーであることから同
種造血幹細胞移植後にドナー由来正常造血幹細胞と患者の残存白血病幹細胞の識別を試みた。
移植後早期の骨髄中の CD34+CD38-造血幹細胞分画内の TIM-3 陽性率を元に層別化を行った
ところ、幹細胞分画内の TIM-3 発現率が非常に強力な再発因子であることを見出した。すなわ
ち、治療抵抗性 TIM-3+白血病幹細胞を可視化することで臨床的に再発高リスク群を同定するこ
とが可能であることが示された(Kikushige et al., EHA 2020 presentation, Sakoda et al., 
manuscript in prep)。本研究の遂行により、研究計画における治療抵抗性白血病幹細胞の純化、
およびその臨床的意義を明らかにすることができた。 
 
 
(4)新たな AML 治療標的分子 DCPS の同定 
平成 28-30 年度の研究遂行過程で、CRISPR による機能的スクリーニングを用いたアプローチに

よって、AML に対する新規治療標的分子探索を行った。その結果、AML 細胞が生存するために必
須の遺伝子として 130 の遺伝子を同定し、そのなかから、既に阻害薬が入手可能であった
DCPS(mRNA decapping enzyme scavenger)に着目した。DCPS 阻害薬(RG3039)を用いて、その抗白
血病効果を検証したところ、RG3039 は濃度依存性に AML 細胞増殖を抑制した。さらに、PDX モデ
ルを用いた実験結果から、in vivo における抗白血病効果も確認された。抗白血病効果の背景に
ある分子機構を探るため行った IP-Mass spectrometry・RNA-seq から、DCPS は mRNA export、
pre-mRNA スプライシングといった、pre-mRNA 代謝経路と関与していることが示され、DCPS 阻害
は AML 細胞に mRNA 異常スプライシングを引き起こすことが明らかとなった。さらに、RG3039 処
理後 AML 細胞においては、I型インターフェロン応答に類似したトランスクリプトーム変化がみ
られ、細胞内に惹起されるインターフェロン様変化が、DCPS 阻害剤の抗白血病効果の一端を担
っている可能性が示唆された(Yamauchi et al., Cancer Cell 2018)。 
 
 
(5)ヒト急性白血病に共通する幹細胞性維持機構としてのアミノ酸代謝経路の同定 
本研究遂行過程で、マルチオミクス解析によるがん幹細胞の不均一性維持機構の解明に取り組

んだ。オミクス解析の一つの柱であるメタボローム解析を純化した CD34+AML 細胞および同一の
表面形質を有する CD34+急性リンパ芽球性白血病(ALL)細胞と CD34+正常造血幹前駆細胞(HSPC)
を用いて行い、正常および悪性造血幹細胞の代謝産物データベースの構築を行った。その結果、
分岐鎖アミノ酸(BCAA)の細胞内含有量が、AML と ALL で共通して正常 CD34+HSPCs よりも非常に
高いことを見出した。この機構として CD34+AML/ALL 細胞がアミノ酸トランポーターおよび代謝
酵素を異所性に高発現し、このアミノ酸代謝経路を利用していることを確認した。また、ヒト AML
および ALL を異種移植により免疫不全マウス内で再構築した後に、食餌中の特定のアミノ酸制
限を行うことで in vivo におけるヒト AML/ALL の増殖が抑制され、特に AML においては
CD34+CD38-白血病幹細胞分画が選択的に減少した。さらに連続移植実験系における腫瘍再構築
能力が著名に低下していたことから、特定のアミノ酸代謝機構が悪性造血幹細胞の幹細胞性制
御に重要な役割を担うと考えられた。その分子機構についても網羅的遺伝子発現解析を用いた
解明に取り組み BCAA 代謝経路が白血病幹細胞性を制御する新規メカニズムとして報告した
(Kikushige et al., in revision)。 
 
 
(6)急性骨髄性白血病が依存するミトコンドリア制御因子としての分子 Xの同定 
 上記メタボロームデータベースの拡充に伴い、我々は新規のヒト白血病幹細胞特異的な代謝
特性として、AML 細胞内での G3P 含有量の低下から、その下流に位置するリン脂質合成経路の活
性化が生じていることを見出し、治療標的分子としてこの合成経路の律速段階酵素である分子 X
に着目し、ヒト白血病幹細胞と正常造血幹細胞における分子 Xの発現を評価したところ、ヒト白
血病幹細胞に特異的に発現することを見出した。GPAT1 遺伝子のノックダウンあるいは、抗肥満
薬として開発された分子 X特異的阻害剤を用いた in vitro, in vivo の実験で、分子 X阻害が
ヒト白血病幹細胞の自己複製を強力に阻害する一方でヒト正常造血幹細胞には影響を与えない
ことを確認した。このメカニズムとして,AML 細胞に発言する分子 X がミトコンドリア形態の重
要な制御因子であり、白血病幹細胞が依存するミトコンドリアにおける酸化的リン酸化を制御



する重要な分子であることを見出した(Irifune et al., manuscript in prep)。 
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