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研究成果の概要（和文）：本研究では、幹細胞ニッチの通常造血および急性骨髄性白血病(AML)進展における役
割解明を目的とした。骨芽細胞特異的mTORC1活性化マウスを用いて定常状態における造血解析を行った。その結
果、造血幹細胞やミエロイド細胞の増加、B細胞の減少が観察された。さらにmTORC1活性化マウスにAML細胞を移
植しAMLを発症させ、病態評価を行った。その結果、mTORC1活性化マウスでは、野生型マウスと比較し、有意に
AMLの進行が早くなることが明らかとなった。以上の結果より、骨芽細胞性ニッチのmTORC1は通常造血の制御だ
けではなく、AML進展メカニズムにも関与することが示された。

研究成果の概要（英文）：Hematopoietic stem cells (HSCs) and leukemic stem cells (LSCs) have 
self-renewal ability to maintain normal hematopoiesis and leukemia propagation, respectively. 
Recently, it has been reported that bone forming osteoblasts provide a microenvironment for LSCs and
 are implicated in pathogenesis and progression of leukemia as an osteoblastic niche in bone marrow.
 We here show a critical role of mTORC1 in regulating normal hematopoiesis and leukemia progression 
through its expression in osteoblasts in mice. Using a mouse models of acute myeloid leukemia (AML),
 we revealed that AML cells enhance the mTORC1 activity in osteoblasts in vivo and in vitro. 
Subsequent analyses determined that inactivation of Tsc1, a negative regulator of mTORC1, in 
osteoblasts results in a marked acceleration of AML. These findings highlight a critical role of 
mTORC1 in normal hematopoiesis and leukemia propagation, at least in part, through its expression in
 osteoblastic niche.
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
急性骨髄性白血病は、骨髄系造血細胞の異常増殖により引き起こされる造血器腫瘍であり、その治療には、抗が
ん剤を用いた寛解導入療法や造血幹細胞移植療法などが行われている。本研究では、造血幹細胞（白血病幹細
胞）側のmTORC1活性ではなく、「ニッチ細胞側のmTORC1活性」による造血幹細胞（白血病幹細胞）の機能調節機
構を解明した。これらの一連の研究成果は、造血幹細胞（白血病幹細胞）の機能異常に伴い誘発される各種血液
疾患の発症・進展に対する効果的な制御法開発を指向する研究基盤になることが期待されることから、本研究成
果の学術的意義および社会的意義は高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞は全ての血液細胞の源である。造血幹細胞は骨髄に存在し、個体において一生涯
に渡って血液細胞を産生し続ける。造血幹細胞は造血システム全体の恒常性を維持するために、
最適なスピードで増殖・分化と同時に自己複製を行わなければならない。近年造血幹細胞の制
御機構に、造血幹細胞ニッチと総称される骨髄微小環境が重要な機能を担っていることが明ら
かになってきた。また、白血病幹細胞においても、同様の機構が存在することが報告されてい
る。白血病幹細胞は、薬剤抵抗性や化学療法後の高い再発率の原因となることも明らかになっ
ており、ニッチを標的とした新規治療戦略の開発が望まれている。しかしながら、白血病幹細
胞と骨髄微小環境との間でどのような相互作用が働いているかについて、十分に検討されてい
ないのが現状である。骨髄微小環境を構成する細胞の１つである骨芽細胞は、造血幹細胞の増
殖・分化・自己複製等の機能を制御する働きを持つ。また、白血病の発症や進展にも大きく寄
与することが知られている。 
 
２．研究の目的 
 Mechanistic target of rapamycin (mTOR)は、増殖、代謝や翻訳などの様々な細胞機能を制
御するセリン/スレオニンキナーゼであり、哺乳類では Raptor を含む mTORC1 と Rictor を含む
mTORC2 の 2 種類の独立したシグナル複合体を形成する。Tuberous sclerosis 1 (TSC1)/TSC2
は、mTORC1 抑制因子である。骨形成系細胞に発現する mTORC1 は、骨格形成や骨代謝に重要な
働きを担うことが明らかとされており、一方血液細胞においては、急性骨髄性白血病 (AML)の
発症や進展に関与することも報告されている。しかしながら、骨髄微小環境における mTORC1
が AML の進展メカニズムに関与しているかについては明確になっていない。そこで本研究では、
新規 AML 進展メカニズムの解明を目的として、AML 発症時の骨芽細胞内 mTORC1 の活性評価を行
うとともに、AML 進展に対する骨芽細胞内 mTORC1 の機能的役割を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）野生型(WT)マウスから、セルソーターを用いて造血幹前駆細胞の集合である Lineage- 

Sca-1+ c-kit+ (LSK)細胞を採取した。この LSK 細胞にレトロウイルスを用いて AML の原因遺伝
子である MLL-AF9 を導入し、マウスに移植することで AML モデルマウスを作製した。骨髄内の
骨芽細胞を CD45-Lin-CD31-Sca-1-CD51+細胞と定義し、フローサイトメーターを用い、4E—BP1 の
リン酸化を指標にして AML モデルマウスの骨芽細胞内 mTORC1 の活性評価を行った。 
 
（２）新生児マウス頭蓋冠から調製した骨芽細胞と AML 細胞の共培養実験等の in vitro におけ
る mTORC1 の活性評価には Western blotting 法を用いた。 
 
（３）Col1a1-Cre マウスを用いて「骨芽細胞特異的に mTORC1 を活性化させたマウス 
(Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマウス)」を作製し、フローサイトメーターを用いて通常造血時の骨髄に
おける造血機能解析を行った。さらに、Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマウスを用いて AML モデルを作製
し、フローサイトメーターを用いて骨髄や末梢血中における AML 細胞の検出を行った。 
 
４．研究成果 
（１）AML モデルマウスにおける骨芽細胞内 mTORC1 活性を評価した。正常細胞のみを移植した
マウスと比較し、AML モデルマウスにおいて骨芽細胞の 4E-BP1 のリン酸化上昇が観察された。
また、骨芽細胞とAML細胞を共培養した場合、骨芽細胞のP70S6Kのリン酸化上昇が認められた。
さらに AML 細胞の培養上清を用いて骨芽細胞を培養した場合においても、骨芽細胞の P70S6K
のリン酸化上昇が認められた。したがって、モデルマウスを用いた in vivo 解析および細胞を
用いた in vitro 解析の結果から、AML 細胞は骨芽細胞の mTORC1 活性を上昇させる能力を有し
ており、AML 細胞由来の液性因子が直接的にその活性上昇に関与している可能性が示された。 
 
（２）「AML の発症・進展」と「骨芽細胞内 mTORC1 シグナルの活性化」との相関性を明らかに
する目的で、Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマウスを用いて定常状態における造血解析を行った。すると、
LSK 細胞やミエロイド細胞の増加、B細胞の減少が観察された。この表現型が mTORC1 に依存し
ているかどうかを検討するために、Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマウスにRaptorfl/+を導入したところ、
大部分の表現型がレスキューされた。以上の結果より、骨芽細胞内 mTORC1 の活性化が異常造血
を引き起こす要因の 1つである可能性が示された。 
 
（３）AML は未成熟なミエロイド細胞の異常増殖を特徴とするため、Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマウ
スにおいて、確認された異常造血は、AML の進行を促進させる可能性が考えられた。そこで、
次に骨芽細胞内 mTORC1 の AML 発症進展における役割を検討するため、Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマ
ウスに AML 細胞を移植し AML を発症させ、病態評価を行った。すると、Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマ
ウスでは、WT マウスと比較し、有意に AML の進行が早くなることが明らかとなった。さらに、
骨髄や末梢血中の解析を行ったところ、Col1a1-Cre;Tsc1fl/flマウスでは、AML 幹細胞の増殖が
促進していることが観察された。 
以上の結果より、骨芽細胞内 mTORC1 は通常造血の制御だけではなく、AML 進展メカニズムに



も関与することが示された。本研究成果は、造血幹細胞（白血病幹細胞）の機能異常に伴い誘
発される各種血液疾患の発症・進展に対する効果的な制御法開発を指向する研究基盤になるこ
とが期待される。 
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