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研究成果の概要（和文）：造血器腫瘍における腫瘍性幹細胞を同定し，その生物学的特性の解析を

通して，腫瘍化原因の遺伝子異常の検索を試みた．急性骨髄性白血病(AML)幹細胞に特異的に発

現する抗原 TIM3 を同定し，抗 TIM3 抗体が AML 幹細胞に選択性が高く，正常幹細胞には影響しな

い理想的標的抗原であることを示した．また，AML 幹細胞の生存維持には抗アポトーシス遺伝子

Mcl-1 が重要な役割を担っており，Mcl-1 およびその上流シグナル分子FLT3,Stat5 を標的とした新た

な治療法開発の可能性を示した．慢性リンパ性白血病は成熟 B 細胞の腫瘍性疾患と想定されていた

が，その発症起源を造血幹細胞に遡り，幹細胞に由来する疾患である概念を提唱した． 

 
研究成果の概要（英文）：We identified leukemia stem cells (LSC) of acute myelogenous 
leukemia (AML) and chronic lymphocytic leukemia (CLL) using multi-colored FACS and 
xenotransplant system with severe immune-deficient mice. We identified high expression of 
TIM-3 in LSC population, but not hematopoietic stem cells (HSC). Treatment with anti-TIM-3 
antibody markedly reduced leukemic repopulation, but did not affect reconstitution of normal 
HSCs. We also found that MCL-1 play a critical role in maintenance of LSC via FLT3 signaling 
and acquisition of FLT3 abnormality ensures LSC survival by upregulating MCL-1 via 
constitutive STAT5 activation. We also have shown that primary oncogenic event in CLL 
involves hematopoietic stem cells, and development of CLL might depend on clonal selection 
by abnormal BCR signaling mutations follow to become overt CLL.   
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１．研究開始当初の背景 
(1) マルチカラー・フローサイトメトリーを
用いて，正常造血幹細胞および各分化系
統・分化段階の前駆細胞の純化法を開発し

た． 
(2) 高効率にヒト造血免疫系を再現可能な高
度免疫不全NOGマウス異種移植システム
を構築した． 
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患者骨髄をNOD-SCID マウスに移植すると白血病を発症

した(上)が、同時に抗 TIM3 抗体を投与する（下）と白血病

は死滅し B 細胞、顆粒球分化などの正常造血が回復し

た。 

(3) マイクロアレイや sRNAiライブラリーセ
ットを用いて網羅的遺伝子検索が可能と
なった． 

(4) 以上の手法で，造血器腫瘍性幹細胞を純
化し，免疫不全マウスに移植して腫瘍性幹
細胞アッセイを行い，腫瘍性幹細胞化に重
要な遺伝子異常を同定する． 

 
２．研究の目的 
(1) 急性白血病やリンパ系腫瘍など各造血器
腫瘍性疾患における腫瘍性幹細胞を同定
する． 

(2) 同定した腫瘍性幹細胞の生物学的特性を
明らかにする． 

(3) 腫瘍性幹細胞化に重要な遺伝子異常を検
索する． 

(4) 腫瘍性幹細胞を直接標的とした新たな治
療法の開発を目指す． 

 
３．研究の方法 
(1) 我々はマルチカラー・フローサイトメト
リーを用いて，造血幹細胞，骨髄系，リン
パ系前駆細胞の純化方法を確立した．この
手法を応用して，造血器悪性腫瘍症例の臨
床検体から，新たに増加している分画の中
で最も未分化と想定される‘腫瘍性幹細
胞’候補分画を純化する． 

(2) 純化した幹細胞候補分画を重症免疫不全
マウス NOG新生仔に継代移植し，造血器
腫瘍の再構築能を検証する． 

(3) マイクロアレイを用いた遺伝子プロファ
イリングにより原因遺伝子スクリーニン
グを行う． 

(4) RNAi ライブラリーによる網羅的な機能
変化を指標として原因遺伝子のスクリー
ニングを行う． 

 
４．研究成果 
(1) 骨髄系腫瘍性幹細胞：急性骨髄性白血病
(AML)幹細胞の純化 

 AML 幹細胞は CD34+CD38-細胞分画内に存
在することが知られている．我々はマルチ
カラー・フローサイトメトリーを用いて，
詳細に白血病幹細胞のフェノタイプを解析
した．AML においては，CD34+CD38-細胞分画
内 に 正 常 幹 細 胞 と は 異 な る
Flt3hiThy-1-c-KitloIL-3Rhi 分画が増加し，
Flt3+Thy-1+c-KitloIL-3Rloは著減していた．
この２つの分画を分離純化し，Illumina マ
イクロアレイにより遺伝子プロファイリン
グを行ったところ，正常幹細胞には発現し
ていない Tim-3 が白血病幹細胞に高発現し
ていることを見出した．マウスにヒト正常
造血幹細胞および AML 細胞を異種移植し，
Tim-3 抗体を投与すると，正常造血を傷害
することはないが，白血病の発症は回避可
能であることを明らかにした．さらに

Tim-3 を直接標的としたより効率的な治療
法を開発する予定である． 

 抗アポトーシス蛋白 MCL-1は造血幹細胞の
生存維持に重要な役割を担うことが知られ
ている．我々は MCL-1 の AML 幹細胞化に関す
る役割について検討した．AML 幹細胞は，増
殖している大多数の白血病細胞のフェノタ
イプであるCD34+CD38+ またCD34-CD38+分画と
は異なり，正常造血幹細胞の表面抗原と同一
である CD34+CD38-細胞分画内のみに存在する
と報告されている．そこで，AML 検体におい
て CD34+CD38- AML 幹細胞分画と CD34+CD38+ 

AML 芽球分画をソートし、MCL-1 の発現量を
検討した．AML 芽球では MCL-1 発現量は高値
を示したが，より未熟な CD34+CD38-AML 幹細
胞でさらに MCL-1 は有意に上昇していた． 
 正常造血において MCL-1 の発現は FLT３シ
グナルを介して制御されている．AML の予後
不良因子として FLT3 の internal tandem 
duplication(ITD)異常があり，この FLT3/ITD

異常により，恒常的
に FLT3シグナルが活
性化されることが
AML の発症原因と考
え ら れ て い る ．
FLT3/ITD 変異 AML 症
例で MCL-1 の発現を
検討したところ，
FLT3/ITD 陰性 AML と
比 較 し て 有 意 に
MCL-1 の高発現を認
め た ． さ ら に
FLT3/ITD 変異 AML に
おける CD34+CD38-AML
幹 細 胞 で は
CD34+CD38+AML 芽球と

比較して，MCL-1 の発現量は有意に上昇して
いた．FLT3/ITD 変異による恒常的 FLT3 シグ
ナルが MCL-1 の高発現を誘導し，これが
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FLT3/ITD変異AMLの白血病幹細胞の生存維持
の強化など，白血病発症に深く関与している
可能性を示している．さらに，純化した造血
幹細胞に FLT3-ITD 異常を遺伝子導入したと
ころ，コントロールと比較して，MCL-1 発現
量は10倍に上昇した．またFLT3-ITD変異AML
細胞株に Flt3 シグナル阻害剤 PKC-412 を添
加したところ，用量依存的に MCL-1 の発現量
が低下し，アポトーシス死に導いた．さらに，
MCL-1の発現を抑制するsiRNAを FLT3/ITD変
異 AML細胞株に遺伝子導入したところ，MCL-1

の発現低下に伴い，
アポトーシス死に導
か れ た ． ま た ，
FLT3/ITD の下流シグ
ナル STAT5 に対する
siRNA を遺伝子導入
したところ，MCL-1 の
発現量は低下した．
正常造血においては，
FLT3 からのシグナル
は ， PI3K ま た は
Ras/ERK 経路を通し

て MCL-1 の発現を制御されている．従って，
以上の結果から FLT3/ITD 変異 AML の白血病
幹細胞化には MCL-1 が深く関与しており，さ
らに MCL-1 および STAT5 を標的とした白血病
治療の可能性が示唆される． 
 
(2) リンパ性白血病幹細胞：慢性リンパ性
白血病(CLL)幹細胞の同定 

 CLL は，成熟 B リンパ球と類似した
CD34-CD5+CD10-CD19+CD20+のフェノタイプ
を示し抗原曝露を経た後の成熟 B細胞が末
梢にて腫瘍性に増殖する疾患と考えられて
きた.我々は AML などの白血病においてそ
の 存 在 が 実 証 さ れ て い る
leukemia-initiating cell が CLL において
も存在し，CLL の白血病幹細胞システムが
如何に構築されているのか解析を行った．
末梢血中の CLL 細胞を FACS にて純化し，免
疫不全 NOG マウスへ移植したが、生着は認
められなかった．そこで，CLL 患者の骨髄
造血幹細胞CD34+CD38-分画をNOGマウスへ
移植し解析を行った．マウス内には，ヒト
骨髄球系細胞の再構築に加えて，CLL 細胞
と同様の CD5 陽性成熟 B細胞が増殖してい
た．これら CLL 患者骨髄幹細胞に由来する
B 細胞をソートし，免疫グロブリン遺伝子
の再構成を PCR 法にて検索したところ，モ
ノクローナルまたはオリゴクローナルな再
構成を示した．このマウス内で生じたモノ
クローナルな免疫グロブリン再構成パター
ンをシークエンスにて解析し，患者 CLL 細
胞のそれと比較検討した．驚くべきことに
全症例において，マウスに構築された B細
胞の VDJ 再構成パターンは，患者 CLL 細胞

とは異なっており，新規にマウス内で出現
したクローンと考えられた．さらに，同一
の CLL 患者造血幹細胞を一度に複数 NOG マ
ウスに移植し，再構成された VDJ パターン
を検索したが，患者および各マウスすべて
において異なった VDJ パターンを示した．
また，これらの IGHV 遺伝子の使用には，de 
novoのCLLと同様の限定された偏りがある

ことを見出した．以上のことから，CLL の
発症様式として，既に造血幹細胞において
CLL に進展するのに必要な遺伝子変異が獲
得されているが，単一の遺伝子異常では
CLL 発症には不十分であり多系統への分化
能にも影響されない．さらに長期間に渡っ
て遺伝子異常が蓄積され，また B細胞受容
体からの抗原刺激により，これらの B細胞
は増殖能力を獲得して，モノクローナルに
増殖し，CLL への進展が促進される．ヒト
CLL では，この抗原刺激が自己抗原であり，
マウス移植系では，BCR への刺激が異種抗
原であると想定される．末梢成熟 B細胞の
腫瘍性疾患と捉えられていた CLL は，造血
幹細胞にその起源を有している可能性が示
された． 
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