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研究成果の概要（和文）：我々は白血病治療における新たな分子標的を探索すべく、抗アポトー

シス分子 Anamorsin、活性化型 c-kit,Flt3、FIP1L1-PDGFR、および RUNX1 変異に関して、造血

細胞の増殖や白血病発症におけるそれぞれの機能や分子作用機序を詳細に解析した。その結果

として、これら分子が新たな治療標的となる可能性を見出した。また、白血病幹細胞特異的に

発現が認められる複数の分子の同定に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have tried to identify signaling or anti-apoptotic molecules, 
which have potential for novel therapeutic targets for leukemic treatment. We analyzed 
the function and molecular mechanisms in hematopoietic cell growth and leukemogenesis 
of Anamorsin, activated c-kit and Flt3, FIP1L1-PDGFR, and RUNX1 mutations. As a result, 
we found that these molecules might be candidates for novel molecular targets. In addition, 
we also identified several molecules whose mRNA expression is observed in leukemic stem 
cells, but not in normal hematopoietic stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 リンパ造血細胞の増殖・分化・生死は、造
血因子・サイトカインとそれら受容体システ

ムにより制御されている。特に、チロシンキ
ナーゼの異常は、白血病の成因として極めて
重要である。即ち、c-kit 活性化変異は、白
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血病やヒト消化管ストローマ腫瘍などから
検出される。これら c-kit 受容体チロシンキ
ナーゼ(KIT)や類似の構造を有する FLT3活性
化変異は白血病の原因をなり得るものの、そ
れらキナーゼ領域変異に対する有効な阻害
剤は存在しない。 
 一方、我々が同定した新規抗アポトーシス
分子 Anamorsin (AM)は、造血に必須の分子で
あることが明らかになった。即ち、AM 欠損マ
ウスは胎生後期に造血障害にて死亡し、胎仔
肝臓では多数の造血細胞がアポトーシスに
陥っていた。さらに、AM は一部の白血病やリ
ンパ腫では高発現しており、AM が腫瘍化に関
与している可能性が強く示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、白血病の発症に関するシ
グナル伝達機構を明らかにするとともに、腫
瘍化シグナル分子や抗アポトーシス分子を
標的とした新たな分子標的療法を開発する
ことである。 
 
３．研究の方法 
 AMの結合蛋白はyeast two hybrid法にて、
機能解析は AM 欠損(KO)マウスやトランスジ
ェニックマウスを用いて行った。DNA 修復に
関しては、メチルセルロース培養法を応用し
た in vitro DNA修復アッセイにて評価した。
白血病幹細胞特異的遺伝子発現が認められ
る分子は、DNA array や single-cell PCR に
より同定した。また、臨床検体やデータは、
大阪大学医学部倫理委員会の許可を得た上
で施行した。 
 
４．研究成果 
(1) 抗アポトーシス分子 AM 
①AMとPicotの相互作用の解析 
AMとPicot のdeletion mutantを用いて、

Yeast-two-hybrid を行った。結果、アナモル
シンの N末側にあるメチルトランスフェラー
ゼ モチーフを含む部位と Picot の N 末側に
あるチオレドキシンライクドメインにおい
て、結合していることが明らかとなった。さ
らに、 GST-Picot 融合蛋白質を用いて 
Pull-down assay を行い、アナモルシンと
Picot の in vitro での結合を確認した。近年、
Picot KO マウスを報告した論文 (Cha H, et 
al. J Mol Cell Cardiol 45(6): 796-803, 
2008)によると、Picot KOマウスの表現型は、
アナモルシン KO マウスと酷似していた。即
ち、Picot KO マウスは、胎生致死で、胎児の
身体のサイズは小さく、胎児肝も小さいこと
がわかった。以上より、アナモルシンと Picot
は協同して、細胞死の抑制に作用する分子で
あり、どちらの分子も必須であることが推察
された。 
 

②AM-KO胎児マウスから作製したMEFを用い
たシグナル伝達の解析 

AM-KOマウスの胎児から作製したMEFは、正
常マウスのMEFと比較し、その増殖は極めて遅
い。そこで、細胞増殖や生存に関わる分子の
発現をDNAアレイにて調べた結果、特にAM-KO 
MEFにおいてCyclinD1分子の発現が著明に低
下していた。CyclinD1の発現を制御する種々
のシグナル分子のリン酸化を網羅的に調べた
結果、AM-KO MEFにおいて、P38 MAPKやPKCの
リン酸化の亢進もみられた。以上の結果から、
AMはPicotを介し、PKCを負に制御し、そのシ
グナルの下流にP38 MAPKがある可能性が示唆
された。 
 
③アナモルシンTgマウスの解析 
AM-Tg マウスは、生後 2 年経過しても、野

生型(WT)マウスと比較し、腫瘍の発生率の増
加はみられなかった。また、AM-Tg マウスの
脾臓のサイズは WT マウスと比較して差はみ
られないものの、脾臓内の Bリンパ球の割合
が増加していた。また、AM-Tg/P53-KO マウス
を作製したところ、高率に脾臓の増大が認め
られ、その脾臓から得られた細胞を培養する
ことで、サイトカイン非存在下で自然増殖す
る細胞株の樹立に成功した。さらに、AM高発
現 Bリンパ球を LPS で刺激した際のシグナル
伝達分子(ERK1,2、NF-κB）のリン酸化を調べ
たところ、WTの B リンパ球と比較してこれら
の分子のリン酸化の亢進が認められた。 
 
④悪性リンパ腫症例におけるAM高発現の意義
の解析 
対象は大阪リンパ腫研究会に登録された

DLBCL 患者 234 症例とした。全症例を AM の発
現強度にもとづき、全生存率（OS）を解析し
た結果、AM の強発現群（89 例）と陰性又は
弱発現群（145 例）との間に有意な差を認め
なかった。しかし、Rituximab（Rx）による
治療の有無で 2群に分け OSを検討した場合、
Rx による治療を行っていない群において AM
を強く発現している症例は有意に生命予後
が不良であった。また、国際予後指標（IPI）
における Low IPI 群において、あるいは、
Non-GCB type において、AM 強発現症例の生
命予後が有意に不良であった。以上より、AM
が一部の悪性リンパ腫において強く発現し
ており、生物学的予後不良因子となりうると
考えられた。 
 
⑤AM-KO マウスの造血幹細胞の詳細な解析 
造血幹細胞（Lin-Sca1＋Kit＋）から前駆細

胞レベルにおいて AM の発現が強く、血球細
胞の成熟に従い発現の低下がみられた。また
AM-KO マウスの造血幹細胞数は約 3 分の 1 程
度に低下しており、コロニー形成能も著しく
低下していた。さらに、AM-KO マウスの造血



 

 

幹細胞活性は、正常と比較し、約 5分の 1に
骨髄再構築能が低下していることも判明し
た。一方、共培養系とコロニー形成を組み合
わせた研究から、AM-KO 胎児におかる造血能
低下の原因として、造血幹細胞のみならず、
その支持細胞にも異常があり、AM はその両方
の細胞において、重要な役割をはたしている
ことが明らかとなった。 
 
(2) チロシンキナーゼ・転写因子の異常と白
血病化 
①変異 c-kit, Flt3 における活性化とシグナ
ル伝達 

野生型 c-kit 分子に存在するチロシン残基
のうち、Tyr567 は src family kinase（SFK）
の活性化→p38MAP kinase 活性化→Ca influx
→MAPkinase 活性化の順序で遊走能に関与す
るシグナル伝達に関与していた。更に、Tｙｒ
567 からの SFK の活性化は Gab2 の活性化を介
してRac/JNK, Rasを活性化させマスト細胞に
おける増殖・分化に重要な働きを担っていた。
一方、Tyr719 は PI3kinase の活性化から Ca 
influx を生じ、Tyr567 からのシグナル伝達と
協調的に働いていることを明らかにした。 
c-Kit の恒常的活性化変異体Kit V814におい
ては、Tyr719 の Phe 置換によって PI3 kinase
の活性化が失われるだけでなく、キナーゼの
活性化自身も著明に抑制された。Flt3 の変異
体 Flt3 V835 においては Tyr892, Tyr922 の
Phe 変異はキナーゼ活性を著明に阻害し増
殖・生存を完全に阻害した。更にこれらのチ
ロシン残基は、Flt3-ITD や Flt3 の他のキナ
ーゼ領域の変異である Ile838del のキナーゼ
活性にも重要であり、Flt3 の活性化変異体に
おいてその活性制御に共通する残基であった。
一方、Flt3 による STAT3 の活性化には、
Tyr567・Tyr573・Tyr769 が重要であった。以
上から、活性化変異型のチロシンキナーゼに
はそれぞれ特異的な活性調節領域が存在する
と考えられた。 

レセプターc-Kit, FLT3 の活性化を、抗チ
ロシンリン酸化抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングで検出すると、野生型のリガンド
依存性活性化においては mature form のみが
活性化しているが、変異型においては特に
immature form の活性化が mature form に比
べて強いことが観察された。また、細胞外お
よび膜貫通ドメインを欠失したKIT V814変異
体に細胞膜アンカーリングシグナル（Src 由
来）のみを付加した分子においても、チロシ
ンキナーゼの恒常的活性化が生じた。以上よ
り、活性化変異体ではリガンド非依存性に二
量体化もしくは細胞内ドメインが self 
associationすることで活性化を生じており、
細胞膜へ発現していない immature form にお
いても活性化を生じると考えられた。 
 

②FIP1L1-PDGFRαは造血幹／前駆細胞の好酸
球系への分化を誘導する 
 造血幹細胞に FIP1L1-PDGFRαを発現させ
IL-5 存在下で培養すると、コントロールと比
較して、多くの好酸球が産生された。また、
他の系統に既に分化が進んでいる巨核球・赤
芽球前駆細胞（MEP）やリンパ球共通前駆細
胞（CLP）に導入した場合、FIP1L1-PDGFRα導
入細胞では本来の赤芽球、リンパ球への分化
がほぼ完全に阻害され、好酸球系への分化が
誘導された。さらに、各種 TK インヒビター
を作用させたところMEK 及びp38MAPKのイン
ヒビターで FIP1L1-PDGFRαによる好酸球誘導
効果が阻害された。また、FIP1L1-PDGFRα導
入細胞において GATA-2, CEBPalpha の発現が
強く誘導され、FIP1L1-PDGFRαは PU.1 の活性
を阻害した。以上から、FIP1L1-PDGFRαは、
Ras, p38 を介して転写因子の発現誘導、活性
阻害を誘導し、それら転写因子の発現と活性
のバランスにより好酸球への分化及び好酸
球性白血病の病態に寄与していると考えら
れた。 
 
③bcr-abl と Ras シグナルが赤芽球系造血に
及ぼす影響についての解析 

マウス骨髄幹／前駆細胞に変異遺伝子を
導入し、赤芽球への分化と増殖を in vitro
で検討した結果、bcr-abl や活性型 N-Ras の
発現は、赤芽球系細胞の増殖、赤芽球系コロ
ニーの形成を阻害したが、JAK2 V816 はむし
ろの促進した。一方、bcr-abl、N-Ras の強制
発現は骨髄球系細胞の著明な増殖をもたら
した。JAK2 V617F の下流では特に STAT5 のシ
グナルが強いのに対し、bcr-abl の下流では
Ras のシグナルが強いことが確認され、この
ことから bcr-ablによる赤芽球系造血の阻害
は主に、その下流分子 Ras によるものと考え
られた。これら現象における分子メカニズム
として、GATA-1 は MEK1 との直接結合を介し
て Ras のシグナルを阻害すること、GATA-1 が
MEK との直接結合を介して Ras シグナルを減
弱し、その結果として Ras は赤芽球系細胞の
増殖を抑制すること、を明らかにした。 
 
④RUNX1 変異と DNA 損傷修復経路の異常 
 メチルセルロース培養法を応用した in 
vitro DNA 修復アッセイを行った結果、RUNX1
の C 端欠失変異体を導入した 32Dcl3 細胞 
(32D-RUNX1dC)は、対照細胞と比較して紫外
線やガンマ線による DNA損傷に対する修復能
が低下していた。また、32D-RUNX1dC および
RUNX1dC 導入マウス造血幹細胞では DNA 損傷
に対する初期修復応答を担う gadd45a遺伝子
の発現が有意に低下していることが分かっ
た。さらに、RUNX1 が gadd45a の発現を転写
レベルで調節していること、および、Gadd45a
の外来性導入が 32D-RUNX1dC の DNA 修復能を



 

 

回復させることが判明した。以上より、RUNX1
変異は Gadd45aの発現を抑制することでゲノ
ム不安定性を誘導し白血病発症に関与する
可能性が考えられた。 
 
(3) 造血幹細胞と白血病幹細胞 
①血管内皮細胞抗原 ESAM の新たな造血幹細
胞マーカーとしての意義 
 マウス胎仔肝から分離した造血幹細胞分
画と早期リンパ球前駆細胞分画の発現遺伝
子をマイクロアレイ法にて比較し、造血幹細
胞 分 画 に 高 発 現 す る 遺 伝 子 と し て
endothelial selective-adhesion molecule 
(ESAM)を見出した。 

抗マウス ESAM 抗体を用い flow cytometry
にて検討した結果、マウス胎仔肝の造血幹／
前駆細胞分画に、ESAM を高発現する細胞が認
められた。胎生 14.5 日目の胎仔肝の造血幹
細胞分画（Lineage marker (TER119, Gr1, 
Rag1)- Sca1+ c-kitHi; LSK 分画 ）は、ESAM-/Lo

と ESAMHiの２つの分画に分けることが出来た。
細胞の機能解析を行った結果、骨髄赤芽球系
コロニーアッセイでは、未分化前駆細胞コロ
ニーである CFU-GEM が LSK ESAMHi分画に濃縮
されていた。間質細胞 MS5 との共培養と限界
希釈法を用いて、リンパ球産生能を持つ多能
性前駆細胞の頻度を検討した結果、そのほと
んどがESAMHi分画に存在することがわかった。
さらに致死量の放射線を照射したマウスへ
の移植実験では、ESAMHi 分画のみが長期造血
再構築能を持ち、二次移植の recipient に対
し長期生着が可能であった。以上の結果から、
胎生 14.5 日目の胎仔肝の LSK ESAMHi分画に、
多能性造血前駆細胞や造血幹細胞が濃縮される
ことが証明された。以上より、ヒトの造血幹細
胞の純化にも応用できる可能性が示唆され
た。 
 
②白血病幹細胞における特異的遺伝子の発
現解析 

ヒト AML 細胞株 KG1a を免疫不全マウスに
移植し、白血病モデルマウスの作製を行うこ
とで種々評価系の確立を行った。免疫不全マ
ウス生着後の細胞株は、生着前の細胞株より
細胞死に対して抵抗性を示し、より早期から
マウスに生着するとともに個体死を誘導し
たことから、異種移植を介してマウス個体に
おいて悪性度が高い(幹細胞に近い)細胞集
団が濃縮されている可能性が示唆された。そ
こでマイクロアレイを用いて生着前後の細
胞における遺伝子発現を網羅的に比較する
ことで、幹細胞特異的な遺伝子候補の抽出を
行った。一方 AML 患者骨髄において LSC 分画
として報告されている CD34+CD38-分画は、そ
の病型、病期により heterogeneous な細胞集
団であることから、LSC の同定さらには LSC
特異的表面マーカーの検出には、single cell

レベルでの遺伝子発現解析を行なう必要が
あると考えられた。そこで理化学研究所発
生・再生科学総合研究センター浅原研究室と
の共同で single cell PCR 法の確立を行い、
健常人ならびに患者から採取した D34+CD38-

細胞における遺伝子発現解析を実施した。
個々の細胞において抽出した幹細胞特異的
遺伝子候補の発現パターンと、これまでに
AMLの予後因子として報告されているEvi1の
発現パターンとを比較した場合、両者に相関
が認められるものが数遺伝子確認された。健
常人骨髄ではこのような遺伝子発現パター
ンを示す細胞(Evi１強発現かつ候補遺伝子
強発現細胞)は認められず、また治療抵抗例
では経過とともにこれらの細胞の割合が増
加してくること、また骨髄異形成症候群から
の白血化例では、これらの細胞は白血化の状
態においてのみ認められることから、予後不
良因子と候補遺伝子の発現とを組み合わせ
ることにより、AML D34+CD38-細胞における
LSC 分画を特定できる可能性が示唆された。 
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