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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病(AML)のCD34+CD38-白血病幹細胞(LSC)内に、LSC活性が濃縮された
TIM-3+亜分画を同定した。治療後寛解期に微小残存するCD34+CD38-TIM-3+細胞の生物学的特性をマルチオミクス
解析し、診断・再発時と比較して、残存潜伏した後にクローン進化する機構を検討した。各治療期CD34+
CD38-TIM-3+分画は共通したRNA-seqクラスターにあり、診断時遺伝子変異を共有し、再発時に付加的変異を認め
た。AMLは共通CD34+CD38-TIM-3+ファウンダーを基に多様な変異を獲得して治療抵抗へと進化するので、その直
接標的治療の開発が必要である。

研究成果の概要（英文）：Relapse still remains the crucial obstacle for the treatment of AML. We 
evaluated measurable residual leukemic stem cells (MR-LSC) by utilizing TIM-3 expression, a 
functional marker of LSC. Gene analysis of CD34+CD38- cells disclosed TIM-3+ cells share 
patient-specific mutations identical to the initial, remission, and relapsed AML clones, but TIM-3- 
did not. RNA-seq analysis demonstrated most CD34+ cells at diagnosis/relapse belonged to the same 
AML-cluster, showing higher LSC-related expression. Notably a tiny population at remission was again
 distributed within the same AML-cluster. TIM-3 was highly expressed in AML-cluster at 
diagnosis/relapse as well as remission. Frequency of CD34+CD38-TIM-3+ LSC were enumerated by 
flowcytometry in patients with remission. Only ~20% who achieved MR-LSClow status relapsed, but ~80%
 with MR-LSCint/high relapsed. MR-LSC is useful to predict outcomes of AML, and targeting TIM-3 
signaling would pave the way for eradicating self-renewing AML-LSC. 

研究分野： 血液内科学

キーワード： 急性白血病　白血病幹細胞　微小残存病変　治療抵抗性　TIM-3
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LSCはAML治療抵抗性獲得の中心的な役割を担うが、治療後に微小残存するLSCのみを純化して直接研究対象とし
て残存潜伏する機構を解析することは技術的に困難であった。我々が同定したLSC機能分子TIM-3を指標とするこ
とで全治療期を通して真の治療抵抗へと進展する微小残存LSCを正確に捕捉することが可能となり、LSCが依存す
る生存機構をシングルセル・マルチオミクス解析で明らかにした。さらにTIM-3シグナルによるLSCの制御機構を
解明したことで、CD34+CD38-TIM-3+ LSCを直接標的とした治療開発を行なっている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

1. 研究開始当初の背景 

(1) 免疫不全マウス異種移植によるヒト造血再構築系とマルチカラーフローサイトメトリー

(MFC)による高純度細胞単離技術により、急性骨髄性白血病(AML)の白血病幹細胞(LSC)は正常

造血幹細胞(HSC)と同一の表面形質 CD34+CD38-分画内に存在することが証明された。単離した

LSC を用いて、造腫瘍能・自己複製能を主にゲノミクスによる幹細胞研究が展開されてきた。

しかし、LSC と HSC を明確に区別することができず、LSC の生物学的特性の解明および直接の

標的治療開発は未だ不十分である。 

(2)新規分子標的薬は高率に初回血液寛解を獲得させるものの、その後に大多数の AML は再

発・難治となる。LSC は治療抵抗性の獲得に中心的な役割を担うが、実際に治療後寛解期に微

小ながら残存潜伏する LSC を直接対象とする研究は非常に困難であった。HSC と LSC を識別す

る有効な表面マーカーが欠如していることに加え、当時の技術では極少数の細胞集団の多層的

な解析が困難であることに起因していた。 

(3)我々が同定した LSC 特異的表面機能分子 TIM-3 は、HSC と LSC を識別する有効な分子で、TIM-

3 発現により極小数 LSC を捕捉することが可能である 1,2)。また本研究構想時から、革新的な解

析技術が個々のラボにも導入され、極少数の細胞集団またはシングルセル・レベルで DNA配列変

異、RNA 発現量、蛋白発現量、エピゲノム修飾などマルチオミクス解析が可能となり、本研究の

目的である微小残存 LSC の生物学的特性解明を行う準備が整った。 

 

2. 研究の目的 

(1)AML 患者検体において、CD34+CD38-細胞を LSC 機能分子 TIM-3 とその他の LSC マーカー

(CD99,CD123など)と分化逸脱マーカー(CD7,CD56など)と組み合わせ、細かく亜分画して真のLSC

分画を同定する。化学療法・同種移植前後で連続的に CD34+CD38-TIM-3+ LSC の残存推移をモニタ

ーして、患者予後との関係を検討する。その中で、最も効率よく予後を予測可能な、TIM-3 を含

む LSC 検出抗体パネルを構築し、AML における微小残存測定可能病変(measurable/minimal 

residual disease; MRD)の測定法を確立する。 

(2) 先行研究において LSC 自身が TIM-3 のリ

ガンドである galectin-9を autocrine 様式

で産生・分泌し、恒常的に TIM-3 シグナルを

活性化させることで、LSC にとっての機能的

分子であることを見出している(図 1)。本研

究では TIM-3 シグナル阻害療法の開発を見据

えて、TIM-3 でマークされる治療後残存する

治療抵抗性 LSC の細胞生物学的特性の解明に取り組む。TIM-3+ LSC シングルセルで、DNA配列
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図1 TIM-3/galectin-9 autocrine loopによるTIM-3 signaling



変異、RNA 発現、蛋白発現量、エピゲノム解析などマルチオミクス解析により TIM-3+ LSC 集団

の多様性・不均一性を解明する。残存する TIM-3+ LSC クローンの中でも、微小集団のまま増殖

せずに潜伏する TIM-3+ LSC と、クローン進化を遂げて再発難治に向かう TIM-3+ LSC との生物

学的特性の相違を解明する。その中でバイオマーカーが同定できれば、寛解期 TIM-3 MRD陽性

患者群の中で、高率に再発する群を予測可能となり、寛解期間中から TIM-3 および関連分子の

特異標的治療を行うことで、より副作用の少ない効率的な個別化医療が可能となる。 

3. 研究の方法 

(1) 化学療法や同種移植を施行された AML患者サンプルを用いて、TIM-3 による残存 LSC の推

移解析とモニタリングシステムを構築する。LSC 分画内の TIM-3陽性率と予後との相関関係を

検討し、最も予後予測に有効な MRD測定ポイント、MRD閾値を決定する。 

(2) シングルセル・トランスクリプトミクス解析により、治療後に残存する CD34+CD38-TIM-3+ 

LSC の細胞生物学的特性および多様性を、診断時・再発時と比較することにより、残存潜伏す

るメカニズムとその後にクローン進化する様式を解明し、AML 治療抵抗性を打破する治療開発

へと繋げる。 

(3) 潜伏する LSC の遺伝子発現解析に加えて、ゲノミクス解析による治療抵抗性 TIM-3+ LSC の

クローン進化を解明する。 

4. 研究成果 

(1) 臨床検体を用いた研究において、化学療法施行 66 例の治療２サイクル終了後 CD34+CD38- 

幹細胞分画内に微小残存する TIM-3 発現率に従い３群に分類すると、３年無再発生存率が低発

現群 80%、中発現群 50%、高発現群 0%と極めて有意に予後と相関した。さらに同種造血細胞移

植後において検討したところ、移植後にドナー完全キメラおよび血液寛解を獲得した 77 例

で、微小残存する幹細胞分画 TIM-3 発現率に従って３群間で比較すると、TIM-3 発現率と移植

後再発率が有意に相関し

(p<0.0001, HR=8.56)、移植後早

期に残存する TIM-3+ LSC の頻度

が予後予測バイオマーカーとし

て有用であることを見出した(図

2)。TIM-3 の発現率は再発に寄与

する LSC 特異性が高く、かつ AML

機能分子であることから、移植

後ドナー由来の正常 HSC と残存

LSC を識別するのに非常に有効な

マーカーと考えられた。 
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図2. 移植後早期のTIM-3+ LSC残存レベルによる再発リスクの層別化



(2) TIM-3は広く LSCに発現するが、正常HSCには発現せず、LSC 自身が TIM-3 リガンド Gal9を

産生・分泌して LSC の生存強化を可能とするオートク

ライン機構を有する機能分子である。その下流の分子

機構を解明し、治療標的となり得るか検討した。TIM-

3 シグナルにより、まず HCK分子が活性化され、引き

続き canonical Wnt 経路初期段階の反応である p-120 

catenin 活性化を Wntリガンド非依存的に誘導され

た。以降の LRP6リン酸化を含んだ canonical Wnt 経

路の活性化が生じることを明らかにした 3)。以上から

TIM-3 と Gal9の結合阻害抗体、TIM-3 標的 antibody-

drug conjugate(ADC)、TIM-3下流シグナル関連分子

に対する阻害薬の開発を検討してきた。現時点までの

in vitroおよび in vivo実験において、TIM-3 ADC が最も効果的な LSC 特異的治療というデー

タを基に、第 1相臨床治験の実施移行の準備中である。 

(3) 初診時、治療後寛解期、再発時に得られた臨床検体を用いて CD34+CD38-分画内での TIM-3

陽性と陰性分画に分けて、BD Rapsodyにて 435種類からなる遺伝子発現プロファイリングを基

に、クラスター解析を行なっ

た。図 4 に代表的な 2症例の

骨髄 CD34陽性細胞の RNA遺伝

子発現解析結果を示す。それ

ぞれの治療フェーズで複数の

クラスターを形成するもの

の、診断時・第 1 寛解時

(CR1)・再発時の全フェーズに

共通して検出されるクラスタ

ーを認めた(AML cluster)。

AML clusterは未分化な AML芽球に特異的と既報の LSC-signatureである LSC17 遺伝子群(Ng 

S,Dick JE, et al. Nature 2016)を他のクラスターよりも有意に高発現していた。興味深いこ

とに、各治療期での AML clusterは LSC signature は共通するが、骨髄微小環境のニッチ関連遺

伝子群および dormancy関連遺伝子の発現様式は、寛解期と診断・再発時とは大きく異なって

おり、寛解期の潜伏する幹細胞分画に特異的に高発現した。CD34陽性細胞群の TIM-3 発現を

BD AbSeq で検討したところ、全フェーズにおいて AML cluster は全細胞において TIM-3 を発現

し、かつ他のクラスターよりも TIM-3 の発現率は有意に高値であった。初診時から全経過を通

して CD34陽性分画内の TIM-3陽性細胞は LSC クローン進化の基盤であり、寛解期微小潜伏時

に治療標的とするのが合目的であることを改めて示した。 

 

 

図3. LSC特異的canonical Wnt経路を制御するTIM-3シグナル

 
 
 



(4) ゲノミクス視点からもTIM-3陽性LSCのクローン進化について検討した。 

初診時・再発時にバルクで検出された遺伝子変異を指標として、CD34+CD38-分画でTIM-3+/-LSCを純化

し、ddPCRにてシング

ルセルで標的遺伝子

変異の検出率を検討

した。表に、典型的な

3症例を示す。例えばUPN59では、診断時のCD34+CD38-分画における正常幹細胞TIM-3-細胞ではSMC1A変

異は全く検出されないが、TIM-3+ 細胞の半数にSMC1A変異を検出した。寛解期の微小CD34+CD38-TIM-

3+細胞の半数にはSMC1A変異が検出され、再発時にも検出された。TIM-3は分子学的にも再発に寄与す

る治療抵抗性残存LSCを捕捉する機能的MRDマーカーとして有用であることを明らかにした。 

 

(5) 臨床上汎用性の高いMRD検出マルチパラメーター・フローサイトメトリー(MFC)検査の構築 

TIM-3に複数の白血病形質(leukemia-associated immune phenotype)や正常逸脱形質(different 

from normal)と組み合わせて、10種類の抗原を1チューブで検出するMFCパネルを作成し、高感度で

AML-MRDを検出する手法を開発した。迅速性と汎用性を高めるために、MRDを自動検出するソフトウ

ェアで迅速解析し、リアルタイムで臨床に役立つよう改良を重ねた。複数施設間でバリデーション

を行い、中央施設に集約して高い再現性を確認した。今後はMRDを連続的に測定し、臨床結果と紐付

けて、predictive markerとしての有用性を検証し、AML個別化精密医療の臨床実装を目指す。 
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