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研究成果の概要（和文）：本研究においては、我々が先行研究で同定したヒト白血病幹細胞特異的表面抗原
TIM-3分子に関して、その臨床応用を見据えて、下流のシグナル分子群の同定、幹細胞性機能制御メカニズムの
解明に取り組んだ。TIM-3分子と直接結合しシグナル伝達を行う分子としてHCK/p-120 cateninを同定し、これら
の分子がcanonical Wnt/βcateninシグナル経路を恒常的に活性化させることを明らかにした。また、TIM-3シグ
ナルの下流で幹細胞性維持に需要な代謝特性として分岐鎖アミノ酸代謝経路の機能解明を行った。また、TIM-３
陽性残存白血病幹細胞と臨床的予後の相関についても明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In this study, we sought to clarify the function of TIM-3, a human leukemic
 stem cells (LSCs)-specific surface molecule in AML. We identified HCK and p-120 catenin as 
LSCs-specific signaling molecules involved in TIM-3-signaling in AML. TIM-3/HCK/p-120cateni 
molecules constitutively activate canonical Wnt/β-catenin pathway to maintain the stemness via 
TIM-3/Gal-9 autocrine loop. We further found the branched chain amino acids (BCAAs) metabolism 
pathway as a critical metabolic mechanism underlying the maintaining the stemness of AML via 
regulating PRC2 function in TIM-3+LSCs. Regarding the clinical significance of TIM-3 as a marker for
 measurable residual disease (MRD), we retrospectively analyzed the frequencies of TIM-3+ cells 
within CD34+ CD38- stem cell fraction early after allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT). 
Our cohort study revealed that the frequency of TIM-3+LSCs strongly correlated with the relapse risk
 after allo-SCT. 

研究分野： 血液内科学

キーワード： TIM-3　白血病幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の遂行により、TIM-3シグナルの全体像を明らかにすることができた。TIM-3分子はT細胞においてはPD-1
とともに免疫チェックポイント分子として、T細胞への抑制性のシグナルを生じるとされてきた。しかしなが
ら、AML細胞、特にヒト白血病幹細胞においては幹細胞性維持に必要なcanonical Wnt/βcatenin経路を制御する
重要なシグナル分子であることを証明し、同一のTIM-3分子であっても下流のシグナル分子の違いにより、その
機能が大きく変化することが明らかとなった。TIM-3を標的とした新規治療が臨床応用を目指す場合に、本研究
の果たした意義は大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
造血器腫瘍分野においては、いわゆる「がん幹細胞」の存在が広く認められている。がん幹細

胞はがんを構成する細胞の階層の頂点に位置し、がんの進展は遺伝子異常の集積により成立し
たがん幹細胞の進化と選択に依存する。次世代シーケンサーによる時系列に沿った遺伝子解析
により、白血病幹細胞化に伴う遺伝子異常が数多く同定され、本疾患が遺伝子学的には極めて多
様性に富む疾患単位であることが判明した。一方、長期潜伏後の再発など臨床でよく見られる現
象は、階層性を基本とする考え方だけでは説明できないため、環境や外的ストレスに適応し潜む
ための白血病幹細胞の代謝機構の可塑性も注目されている。白血病幹細胞は、白血病細胞の
1~10%程度を占める CD34+CD38-細胞分画に濃縮されており、免疫不全マウスを用いた異種移
植でヒト白血病をマウス内で再構築する能力を持つ。我々は、純化したヒト AML 幹細胞に発現
し正常造血幹細胞には発現していない分子を網羅的に探索し、ヒト AML 幹細胞特異的な膜表面
分子として TIM-3 を同定した（Cell Stem Cell 7, 2010）。また、TIM-3 分子の白血病幹細胞に
おける機能として、ヒト骨髄性白血病細胞自身が TIM-3 リガンドである GAL-9 を産生し自ら
の自己再生を刺激するオートクラインメカニズムを同定した（Cell Stem Cell 17, 2015）。 
TIM-3 は、膜一回貫通タンパクであり、T リンパ球に発現する免疫チェックポイント分子のひ

とつとして最初に報告された。TIM-3 は PD-1 に続く第 2 世代チェックポイント分子として期
待され、現在も免疫チェックポイント分子としての開発が継続されている。しかしながら、免疫
チェックポイント分子として最初に注目された歴史から、骨髄性白血病幹細胞におけるその役
割に関しては数多くの未解決な問題がある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、白血病幹細胞における TIM-3 シグナルの成立、維持、寛解後の再発などにお

ける役割とそのメカニズム、TIM-3 の下流シグナル伝達分子群の同定などに取り組む。これら
の研究により、世界に先駆けてヒト白血病幹細胞における TIM-3 分子の機能と有用性を包括的
に理解し、この分野の臨床と研究に大きな貢献を果たすことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
これまでの先行研究データに基づき、以下の３つの研究を本研究の柱とし、TIM-3 を軸とした骨
髄系腫瘍共通のがん幹細胞制御機構を研究し、治療開発基盤を確立する。 
 
1. TIM-3 シグナルが制御する自己複製、増殖機構の解明  
2. TIM-3 シグナルが制御する未分化性維持機構の解明  
3. 治療抵抗性 TIM-3+白血病幹細胞が、潜伏期に依存する分子機構の解明 
 
 
４．研究成果 
1. TIM-3 シグナルが制御する自己複製、増殖機構の解明  
TIM-3 シグナル経路の探索のために TIM-3 を発現

する AML 細胞株 KASUMI-3 を用いて TIM-3 分子のノ
ックダウン（KD）実験を行った。この KD 細胞株を
免疫不全マウスへの異種移植実験を行ったとこ
ろ、in vivo における AML 再構築能力が大きく低下
し、著明な白血病幹細胞性の低下が生じた（図１
A）。そこで、この TIM-3 分子を KD した KASUMI-3 細
胞の網羅的遺伝子発現解析を行ったところ、組織
幹細胞性維持に重要とされる canonical Wnt 
pathway 関連、標的遺伝子群の抑制がコントロール
と比較して認められた（図１B）。実際に TIM-3 KD
により、Wnt pathway により制御されるβ-catenin
の蓄積および核内移行が阻害されることを確認し
た。この TIM-3/Gal-9 相互作用による Wnt pathway
活性化機構として、我々は、Gal-9 刺激により TIM-
3 シグナル下流で canonical Wnt pathway シグナ
ル活性化に必須のLRP6分子のリン酸化が生じるこ
と、さらにこの現象は、Src family kinase である
Hematopoietic cell kinase (HCK)分子の阻害を行
った場合にのみキャンセルされることから（図１C）、TIM-3 分子の細胞質 SH2 binding domain
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に HCK 分子が結合することで AML 細胞特
異的な canonical Wnt pathway シグナル
活性化が生じる可能性を考慮した。AML 細
胞を用いて免疫共沈降実験を行うと Gal-
9 刺激により TIM-3 分子と HCK 分子が AML
細胞において結合することが確認された
（図２A）。HCK 特異的な阻害剤により、AML
細胞において TIM-3 シグナル下流での
LRP6 分子のリン酸化や、β-catenin がキ
ャンセルすることも確認した（図２B）。す
なわち、HCK 分子は TIM-3 分子の細胞質
SH2 binding domain に結合する AML 特異
的な Src family kinase であることが示された。 
次に HCK の基質分子のなかで canonical Wnt pathway 活性化に重要な分子として知られている

p-120 catenin に着目した。AML 細胞において TIM-3 シグナルにより p-120catenin の活性化型
リン酸化が誘導されること（図３A）、HCK 特異的阻害剤により、TIM-3 シグナルによる p-
120catenin の活性化がキャンセルされることを確認した（図３B）。また、AML 細胞を用いて免疫
共沈降実験を行うと Gal-9 刺激により、HCK 分子と p-120catenin 分子が結合することが確認さ
れた（図３C）。さらに、TIM-3 分子を発現するヒト T細胞においては、AML 細胞に特異的な HCK/p-
120catenin 分子の発現が伴わないことから、同一の TIM-3 シグナル下流であっても canonical 

Wnt pathway の活性化が生じな
いことを見出した。これらのデ
ータをもとに白血病幹細胞に
特異的なWnt pathway活性化を
担うTIM-3シグナル下流の伝達
分子群として TIM-3/HCK/p-
120catenin を同定した（Sakoda 
et al., Blood Adv 2023）。 
 
 

 
 
2. TIM-3 シグナルが制御する未分化性維持機構の解明  
我々は、先行研究において順化したヒ

トCD34+AML細胞およびヒトCD34+造血
幹前駆細胞（HSPCs）の網羅的代謝産物
データベースを構築したそのデータ解
析結果から、ヒト AML 細胞において、
分岐鎖アミノ酸（BCAA）の細胞内含有
量が非常に亢進していることを見出し
た。さらに上記の TIM-3KD を行った
KASUMI-3 細胞の遺伝子発現解析結果
から、TIM-3KD によりこの BCAA 代謝
に関連する一連の遺伝子発現が抑制さ
れていることを見出した（図４A）。そ
こで TIM-3 シグナルの下流で BCAA 代
謝がどのように AML 幹細胞性、未分化
性維持に寄与するかの解明に取り組ん
だ。BCAA が必須アミノ酸であること、
AML 細胞において細胞内に高レベルで含有されていたことから AML 細胞は BCAA 要求性が高い
と仮説をたてた。この仮説を検証するべく異種移植モデルにより、BCAA 食餌制限をしたところ、
マウス内でのヒト AML の再構築が強力に抑制された（図 4B）。さらに、この BCAA 食餌制限を受
けたマウス骨髄から再度濃縮したヒト AML 細胞を、BCAA 非制限食餌を摂食している２次マウス
に移植したところ、２次マウスへの生着が抑制された。すなわち、一過性の生体内での BCAA 制
限が、白血病幹細胞の自己再生能力に長期間の障害を与えたと考えられる。以上から BCAA 代謝
が epigenetic な機構を介して白血病幹細胞性および未分化性維持に重要な役割を果たしている
と考えられた。次に in vitro でヒト AML 細胞の BCAA 代謝を阻害し、どのような遺伝子発現変
化が生じるが検証を行ったところ、BCAA 代謝阻害により、ES 細胞や iPS 細胞等の幹細胞におい
て未分化性維持のために PRC2 によるヒストン H3K27me3 修飾により発現が抑制されるべき遺伝
子群の発現が上昇することを見出した（図４C）。すなわち、BCAA 代謝阻害により、PRC2 機能が
抑制される可能性が示された。 
実際に抗 H3K27me3 抗体を用いて、AML 細胞に対する BCAA 代謝阻害の前後で ChIP-seq を行った

ところ、既知の PRC2 標的遺伝子の転写開始点周辺において、H3K27me3 修飾レベルが減少し、
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PRC2 機能が低下していることが明らかとな
った（図５A）。この機構として、BCAA 代謝活
性が低下すると PRC2 のコアコンポーネント
である EZH2 および EED の発現が転写レベル
で抑制されることを見出した。実際に上述の
BCAA 食餌制限を行った免疫不全マウス内の
ヒト AML 細胞においても EZH2,EED がタン
パクレベルで減少しており（図５B）、BCAA 代
謝が AML において PRC2 コアコンポーネン
ト発現維持による AML 未分化性維持に重要
な代謝経路であることを明らかにした（図５
C）（Kikushige et al., Blood Adv 2023）。 
 

 
 
3. 治療抵抗性 TIM-3+白血病幹細胞が、潜伏期に依存する分子機構の解明 
実臨床データから、同種造血幹細胞移植後の CD34+CD38-幹細胞分画における TIM-3+細胞の割

合が、再発と非常に強い相関を示すことを見出している（図６A）（Sakoda et al., submitted）。
そこで本研究においては、TIM-3 を標識として AML の発症、寛解、再発の各フェーズの臨床検体
を用いて、single cellレベルで遺伝子発現と遺伝子変異を同時解析し、寛解時潜伏メカニズム、
治療抵抗性メカニズムなどの解明に取り組んだ。 

 同一 AML 症例の診断時、寛解時、再発
時の CD34+骨髄細胞を用いて single 
cell RNA-seq を行った。その結果、寛
解時に残存するCD34+CD38-TIM-3+白血
病幹細胞は、診断時、再発時とは異な
る特徴的な遺伝子発現プロファイルを
示すことを見出した（図６B）。興味深
いことに、解潜伏時にのみ特異的に発
現上昇を認める遺伝子群は、複数の異
なる症例の解析結果でも共通して認め
られることから、治療抵抗性 TIM-3+白
血病幹細胞が残存、潜伏するメカニズ
ムに関連すると想定された。現在、こ
れらの残存潜伏時に特異的に高発現す
る複数の候補遺伝子に対して、現在、
機能解析を継続している。 
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