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研究成果の概要（和文）：ヒト骨髄系細胞株に関して細胞密度の上昇によってMST1/2、LATS1/2の発現が上昇
し、YAPやTAZのリン酸化が亢進した。また免疫染色において細胞密度の上昇によってYAPやTAZの核内から細胞質
へ移動した。
KG1aとKASUMI細胞株のLSC様細胞や、TF-1細胞株とマウス骨髄間質細胞由来細胞株MS-5を共培養し出現するLSC様
細胞においてMST1/2、LATS1/2の発現が亢進し、YAPやTAZのリン酸化が亢進した。
これらのLSC様分画と非LSC様分画をGenechipにて解析を行ったが、WNT/β-cateninやTGF-β/Smadsシグナルの活
性化は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：In human myeloid leukemia cell lines, we confirmed that expression of MST1/2
 and LATS1/2 increased and phosphorylation of YAP and TAZ was enhanced by a rise in cell density.
In leukemic stem cell (LSC) like cells of KG1a and KASUMI cell lines, and TF-1 cell line with MS-5 
cell lines derived from mouse marrow interstitial cells, we confirmed that expression of MST1/2 and 
LATS1/2 increased and phosphorylation of YAP and TAZ was enhanced.
We analyzed these LSC and non-LSC-like fractionation using Genechip, but the activation of WNT/β
-catenin and the TGF-β/Smads signal was not found.

研究分野： 造血器腫瘍

キーワード： 急性骨髄性白血病　白血病幹細胞　Hippo pathway

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血器腫瘍におけるHippo pathwayの機能を報告した研究はほとんどない。今回の解析結果を基盤にして白血病
細胞内での遺伝子変異多様性獲得に至るプロセスを解明することに発展すると思われる。そしてHippo pathway 
によるLSCの維持機構やHippo pathwayの抑制によりLSC機能を失ったdriver 遺伝子変異を獲得した娘白血病細胞
が再びLSC機能を獲得する機序が明らかになる可能性があり、最終的にこれらを標的とした分子標的薬が開発さ
れ再発/治療抵抗性AMLの治療成績向上に貢献できると思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病(AML)の治療における最大の問題は再発/治療抵抗性である。AML は多

くの抗癌剤の開発や支持療法の確立、造血幹細胞移植の発展によって治癒が期待できる疾
患になったが、再発をきたす症例は未だに多く、これらの再発症例では当初は有効であった
抗癌剤にさえも治療抵抗性となり予後不良になる。我々は AML クローンの遺伝子変異多様
性獲得による治療抵抗性サブクローンの出現が臨床的に再発/治療抵抗性の原因となってい
ることを見出した (Leukemia. 2011;25(9):1423-32, Leukemia. 2013;27(5):1044-52, Leukemia. 
2016:30(3):545-54, Haematologica. 2016;101(9):1074-81.)。 
この AML クローンの遺伝子変異多様性の獲得には白血病幹細胞(LSC)から分化をした娘

白血病細胞が付加的な driver 遺伝子変異を獲得するだけでなく、LSC 自身が新規遺伝子変
異を獲得し腫瘍として進化している可能性が考えられる。一つの LSC から発生する娘白血
病細胞がそれぞれ付加的な driver 遺伝子変異をランダムに獲得したのであれば一症例にお
ける遺伝子変異クローン数は膨大な数となるはずであるが、我々の検討では AML1 症例あ
たりの平均遺伝子変異数は 3 前後でまた白血病の遺伝子変異クローン数も 2-3 つ程度であ
ることから LSC が新規の遺伝子変異を獲得していくつかの娘 LSC を発生し症例全体のクロ
ーンを構成しているのではないかと予想する(Leukemia. 2016:30(3):545-54)。しかし LSC は
正常造血幹細胞(HSC) niche を構築する微小環境を模倣し、細胞分裂静止期を維持すること
で抗癌剤の殺細胞作用から回避すると考えられているが、細胞分裂静止期を維持している
AML-LSC がどのようにして上述のような遺伝子変異多様性を持つようになるのかは明ら
かになっていない。 

LSC の維持には細胞の微小環境より供給される WNT/β-catenin や TGF-β/Smads signaling 
pathway など複数の細胞内シグナル伝達が関与することが報告されている。最近になり
Hippo pathwayによる細胞増殖の統括的な制御機構が明らかにされ LSC の維持に関与をして
いるのではないかと注目されてきている。Hippo pathway は細胞接触や機械的ストレス刺激
によって活性化する MST や LATS の 2 つのキナーゼを中心としたリン酸化カスケードから
構成される。MST や LATS キナーゼは転写共役因子 YAP ならびに TAZ をリン酸化しこれ
らを核内から細胞質に移行させプロテオソームで分解促進する。YAP や TAZ は核内で細胞
周期を促進しアポトーシスを抑制しているが、これらが核外へ移動することで細胞周期は
静止しアポトーシスが亢進する。最近になり Hippo pathway の抑制が ES 細胞や iPS 細胞の
多機能性の維持・獲得に重要な役割を果たしていることが明らかになった。多くの腫瘍細胞
においても Hippo pathway の抑制やそれに伴う核内の YAP/TAZ の増加が認められることが
報告され、腫瘍幹細胞の自己複製能の維持に関与することが明らかになった。さらに乳癌や
神経膠芽腫の中でも高分化の腫瘍細胞が Hippo pathway の破綻によって自己複製能が高ま
り腫瘍幹細胞様の性質を再獲得することも示されている。 
AML に関しては LSC 分画の細胞において YAP の増加が生じていること(PLoS One. 2013; 
8(10):e78453) や、AML 症例を対象とした解析において YAP/TAZ に多様なリン酸化パター
ンが観察され一部の異常リン酸化パターンが予後と関連していることが報告されている
(55th ASH.2013.No.1337)。しかし、AML-LSC における Hippo pathway の役割は依然として明
らかになっていない。そこで我々は AML が遺伝子変異多様性を獲得する機序として細胞分
裂静止期を維持している AML-LSC が進化をして遺伝子変異多様性を獲得するのではなく、
driver 遺伝子変異を獲得した LSC 機能を失った娘白血病細胞(non-LSC)が何らかの機序で再
び LSC 機能を獲得しているのではないかという仮説を考えた。Hippo pathway は骨髄微小環
境からの細胞接触や機械的ストレス刺激によって HSC や LSC の細胞周期制御に関与をし
ている可能性があること、Hippo pathway の抑制が iPS 細胞のリプログラミングならびに幹
細胞の多機能性獲得に重要な役割を果たしていること、乳癌や神経膠芽腫において Hippo 
pathway の抑制が LSC 機能の再獲得に関与していることなどから AML-LSC が遺伝子変異
多様性を獲得する機序として Hippo pathway が強く関与をしていると予想した。 
 
２．研究の目的 
AML の LSC や non-LSC における Hippo pathway の役割を明らかにし、AML がどのように
して遺伝子変異多様性を獲得するのかを明らかにするのが目的である。 
 
３．研究の方法 
1.ヒト骨髄系細胞株(HL60 や MV411 など自立型細胞株や TF-1 や F-36P などのサイトカイン依
存性細胞株)に関してReal time PCR法やWestern blot法を用いてHippo pathwayにおけるMST1/2、
Sav1、LATS1/2、Mob1、TAZ、YAP の遺伝子・蛋白発現解析やリン酸化活性解析を行う。 
2.これらの細胞株において細胞密度の上昇によって Hippo pathway の活性化が亢進するのかを上
述の様に Real time PCR 法や Western blot 法を用いて確認をする。また免疫染色法で低密度培養
下では TAZ や YAP が細胞核内に局在しているが、細胞密度の上昇によって細胞質に移動し、再
び細胞密度を低下させることで再び核内に移動するのかを確認する。 
3.  
 
４．研究成果 
1. ヒト骨髄系細胞株(自立型細胞株：HL60、MV411、K562、KASUMI、KG1a、サイトカイン依
存性細胞株： TF-1、F-36P)に関して Real time PCR 法と Western blot 法で MST1/2、Sav1、LATS1/2、
Mob1、TAZ、YAP の遺伝子発現を解析した。上述の細胞株においていずれも細胞密度の上昇に
よって MST1/2、LATS1/2 の発現が亢進し、YAP ならびに TAZ のリン酸化の亢進が確認され



た。また免疫染色において細胞密度の上昇によって YAP ならびに TAZ の核内から細胞質へ
の移動が認められた。 
2. KG1a と KASUMI において LSC 様分画 CD34 陽性 CD38 陰性分画とそれ以外の分画における
Hippo pathwayの発現を解析するとLSC様分画CD34陽性CD38陰性分画ではMST1/2、LATS1/2
の発現が亢進し、YAP ならびに TAZ のリン酸化の亢進が確認された。 
3. TF-1 は IL3 や GM-CSF 依存性細胞株だが、マウス骨髄間質細胞由来細胞株 MS-5 と共培
養をするとサイトカイン非依存性となり LSC 様細胞が増加する。LSC 様細胞は増加する際
に MST1/2、LATS1/2 の発現が亢進し、YAP ならびに TAZ のリン酸化の亢進が確認された。 
4. Hippo pathway の活性化が WNT/β-catenin や TGF-β/Smads signaling pathway を活性化させ
LSC の維持に関与をしているのかを確認するために、KG1a と KASUMI の LSC 様分画と非
LSC 様分画、TF-1 細胞の MS-5 との共培養による LSC 様分画の誘導前後の Genechip にて網
羅的発現解析を行ったが、WNT/β-catenin や TGF-β/Smads signaling pathway の活性化は認め
られなかった。  
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