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研究成果の概要（和文）：ヒト癌幹細胞を標的とする新世代の癌治療法は、AMLにおいてその実用化が目前である。一
方で、高齢者造血器疾患の多くは慢性骨髄性疾患であり、その多くは難治性急性白血病に移行するが、その幹細胞は未
だ同定されていない。本研究課題では、慢性骨髄性疾患を含む骨髄系造血器腫瘍に共通の悪性幹細胞のクローン進化機
構としてTIM-3陽性悪性幹細胞が、TIM-3リガンドであるgalectin-9を自ら分泌し、恒常的なTIM-3シグナルを生じるオ
ートクライン機構を同定した。さらに、高効率にヒト正常および悪性造血を再構築可能な新規免疫不全マウスBRGSマウ
ス、およびその発展型のBRGSKマウスラインの樹立に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have identified common machinery for the development and 
maintenance of myeloid leukemic stem cells; TIM-3/galectin-9 autocrine loop. CD34+CD38-TIM-3+ myeloid 
leukemic stem cells produce and secrete galectin-9, TIM-3 ligand in an autocrine manner, leading to the 
constitutive activation of TIM-3 signaling. TIM-3 signaling promotes self-renewal capacity of the 
malignant stem cells via co-activation of NF-kB and beta-catenin pathways. Thus, signaling molecules 
downstream of TIM-3 and galectin-9 ligation, as well as surface TIM-3 itself might be good candidates for 
cancer stem cell-target therapy common to most myeloid malignancies. In addition to the identification of 
TIM-3/galectin-9 autocrine loop, we established the novel immunodeficient mice lines; BRGS and BRGSK 
mice. Human normal and malignant hematopoiesis could be efficiently reconstituted in the novel 
immunodeficient mice.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 腫瘍組織は、自己再生能力を持つ一部の腫
瘍性幹細胞を起源とする。ヒト悪性腫瘍にお
いては、重症免疫不全マウスの開発と細胞純
化技術の進歩により、マウスへの異種移植後
にヒト急性骨髄性白血病(AML)を再構築で
きるヒト白血病幹細胞(LSC)が同定された。
この腫瘍性幹細胞を有効に死滅させること
が出来れば、理論的には癌の根治が得られる。
我々は、AML 幹細胞特異的抗原として
TIM-3 を抽出し、これを標的とした in vivo
治療法を開発中である（Kikushige et al., 
Cell Stem Cell 7, 2010）。AML における白血
病幹細胞が同定された一方で、その前白血病
状態とも言える慢性骨髄性疾患である骨髄
増殖性腫瘍(Myeloproliferative neoplasms: 
MPN)や慢性骨髄性白血病(CML)、骨髄異形
成 症 候 群 (Myelodysplastic syndromes: 
MDS)の幹細胞は、多くの研究者の精力的研
究にも関わらず未だ同定されていない。本研
究において、MPN や MDS を生体内で再構
築可能な腫瘍性幹細胞を同定する。さらにこ
の腫瘍性幹細胞の特異的抗原やその維持機
構を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 ヒト癌幹細胞を標的とする新世代の癌治
療法は、AML においてその実用化が目前で
ある。一方で、高齢者造血器疾患の多くは慢
性骨髄性疾患（骨髄増殖性腫瘍および骨髄異
形成症候群）であり、その多くは難治性急性
白血病に移行するが、その幹細胞は未だ同定
されていない。本計画では、慢性骨髄性疾患
の各病期における腫瘍性幹細胞の分離技術
を確立し、新規開発した次世代免疫不全マウ
スに異種移植しこれらの疾患を再構築する。
さらに慢性期腫瘍幹細胞と急性期腫瘍幹細
胞の生物学的特性の差を明らかにし、白血病
への移行を遮断する新規治療法開発基盤を
確立することを本研究課題の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的達成のために、我々は以下の
２つの研究プロジェクトを同時に遂行した。 
(A)白血病幹細胞抗原 TIM-3 の機能解明およ
び、慢性骨髄性疾患における白血病幹細胞の
同定 
(B)新規免疫不全マウスの樹立による in 
vivo アッセイ系の改善 
 
４．研究成果 
(A)白血病幹細胞抗原 TIM-3 の機能解明およ
び、慢性骨髄性疾患における白血病幹細胞の
同定 
1）AML 細胞および LSCs 自身が TIM-3 リガン
ドである galectin-9 を高発現し、分泌する 
 我々は、まず造血器腫瘍患者の血清中の
TIM-3 ligand である galectin-9 の濃度を
ELISA法にて測定した。図１に示すようにAML
症例で galectin-9 の血中濃度が上昇してい

ることを見いだした。 

 そこでTIM-3陽性のAML細胞自身がligand
である galectin-9を分泌する仮説をたてた。
そこで、細胞質内 FACS を行い、CD34+AML 細
胞においてgalectin-9の高発現を確認した。
次に我々は、AML 細胞を免疫不全マウスに異
種移植を行い、ヒト AML を再構築したレシピ
エントマウス内でのヒト galectin-9 血清濃
度を測定したところ、AML 細胞を再構築した
レシピエントマウスではヒト galectin-9 濃
度が患者血清中と同様に上昇していたが、臍
帯血やB細胞性急性リンパ球性白血病を移植
したマウスの血清中からはヒト galectin-9
はほとんど検出されなかった。すなわち、AML
および LSC がマウス内で TIM-3 ligand であ
る galectin-9 を autocrine 様式で分泌して、
自身の発現する TIM-3 を刺激することで、恒
常的なTIM-3 シグナルがAML/LSCにおいて生
じていることを見いだした。 
 
2) TIM-3/galectin-9 相互作用は LSC の機能
を正に制御している 
 上述のように、我々は in vivo において LSC
が TIM-3 を発現するとともに galectin-9 を
分泌する autocrine signal の存在を明らか
にした。次に、TIM-3/galectin-9 autocrine
シグナルがLSCの機能にどのように影響を与
えているかを明らかにするために in vivo に
おける galectin-9 中和実験を行った。免疫
不全マウスにヒトAML細胞を移植２日後より
ヒト galectin-9 とヒト TIM-3 の結合阻害活
性を有する抗ヒトgalectin-9抗体(9M1-3)を
マウスに投与開始して、８週間後にヒト AML
の再構築能力を評価した。図 2に示すように

中和抗体を投与した群では、AML の再構築が



抑制された。すなわち、TIM-3/galectin-9 
autocrine 刺激系が LSC の機能を正に制御し
ていることが示された。 
 
3) TIM-3 シグナルは NF-kB とβ-catenin の
共活性化を生じる 
 次に TIM-3シグナル下流でどのような分子
がLSCの機能制御に寄与するかを明らかにす
るために、ヒト AML 細胞を galectin-9 で刺
激し、マイクロアレイを用いて網羅的に遺伝
子発現の変化を解析した。有意に発現が変化
した遺伝子群を抽出し、pathway enrichment
解析を行い、どのような signal pathway に
関連する遺伝子がTIM-3刺激により変化した
かを検証したところ、NF-kB 関連 signal 
pathway とβ-catenin 関連 signal pathway
が有意に enrich されることが明らかになっ
た。TIM-3 陽性 AML 細胞を galectin-9 で刺激
すると AKT や ERK のリン酸化亢進とともに
NF-kB p65 のリン酸化が亢進することを確認
した。さらに、β-catenin の活性化について
も、Array Scan System(Thermo)を用いるこ
とで、β-catenin タンパク質の核内以降が
TIM-3 刺激により促進されることを確認した。
即ち、TIM-3/galectin-9 autocrine 刺激系は
TIM-3 を発現する LSC において NF-kB とβ
-catenin の共活性化を生じることを明らか
にした。 
 
4) TIM-3/galectin-9 autocrine 刺激系は、
AML 以外の骨髄系腫瘍においても普遍的に
LSC のクローン優位性獲得のために利用され
ている。 
 上述の研究結果から、TIM-3 陽性 LSC は AML
細胞自身が産生、分泌する galectin-9 によ
る恒常的なシグナルが生じていること、そし
てその TIM-3 シグナルは NF-kB とβ-catenin
経路の共活性化を誘導し、LSC 活性を正に制
御していることが明らかになった。 
 次に我々は、AML 以外の骨髄性腫瘍において
同様の TIM-3/galectin-9 autocrine 刺激系
が機能している可能性について検討した。図
3 に示すように我々は、MDS あるいは CML 症
例の CD34+CD38-造血幹細胞分画において、
LSC 様の表面形質を示す TIM-3 陽性異常幹細
胞集団が病期進展とともに増加していくこ
とを見いだした。すなわち、AML 以外の他の
骨髄系腫瘍においても病初期から２次性 AML

へと進展する過程でも同様に TIM-3 陽性 LSC
様異常造血幹細胞の増加を認めた。 
 さらに、これらの骨髄性腫瘍においては
TIM-3リガンドであるgalectin-9の血中濃度
が病初期の段階から上昇していることを確
認した。すなわち、AML 同様に恒常的な TIM-3
シグナルが存在し、その結果として TIM-3 陽
性異常幹細胞のクローン拡大が生じている
可能性が考えられた（図 4）。 

 このように TIM-3/galectin-9 autocrine シ
ス テ ム は 、 ヒ ト 骨 髄 系 腫 瘍 に お い て
TIM-3+LSC のクローン優勢獲得のために普遍
的に用いられているシステムであると考え
られた。今後は、この TIM-3 シグナルの下流
分子をより詳細に明らかにすることで骨髄
系腫瘍に共通の白血病幹細胞を標的とした
新規治療標的分子の同定につながるように
研究を進めていく方針である。本研究内容は
2015 年の Cell Stem Cell 誌に掲載された
(Kikushige et al., Cell Stem Cell 2015)。 
 
(B)新規免疫不全マウスの開発 
1)B6 バックグラウンドの高度免疫不全マウ
ス BRGS マウスの樹立 
 我々は本研究課題遂行のための基盤技術
として、次世代ヒト骨髄系腫瘍幹細胞アッセ
イシステム構築を行った。代表的な免疫不全
マウスであるNODラインは異種移植効率が良
好であるが、その原因が SIRPA 遺伝子におけ
る NOD 特有の多型にあること、すなわちマウ
スマクロファージ上の NOD型 SIRPA がヒト幹
細胞上の CD47 と効率よく結合することによ
り、貪食による拒絶が抑制されていることを
報告した(Nat Immunol 8, 2007)。 そこで、
NOD型のSIRPAをB6バックグラウンドマウス
にノックインした BRGS マウスラインを樹立
し、2013 年の Blood 誌に報告した(Yamauchi 
et al., Blood 2013)。BRGS マウスは B6 バッ
クグラウンドでありながら、従来の NOD バッ
クグラウンドマウスと同等のヒト造血幹細
胞支持能力を有していた。我々は、BRGS マウ
スの樹立により、NOD 型マウスのヒト造血幹
細胞支持能力がSIRPA分子の多型という単一
遺伝子の機能変化によることを証明した。さ
らに、別ストレインである BALB/c マウスの
SIRPA 遺伝子多型も、マウスマクロファージ
のヒト造血幹細胞支持能力に寄与すること
も 明 ら か に し た (Iwamoto et al., Exp 



Hematology 2014)。 
 
2)BRGS マウスを基盤とした新規高度免疫不
全マウス BRGSK マウスの樹立 
 我々は、BRGS マウスの樹立により、NOD 型
マウスのヒト造血幹細胞指示能力がSIRPAの
多型によることを証明した。さらに BRGS マ
ウスによるヒト造血幹細胞支持能力および
白血病幹細胞支持能力を強化するために、
BRGSマウスにマウスKIT遺伝子の機能欠失型
KITWv/Wv変異を導入したBRGSKマウスライン
を樹立した。図 5に示すように BRGSK マウス

では BRGS マウスと比較して、これまで困難
であったヒト赤芽球系細胞、巨核球系細胞の
高効率の生着が可能になった(Yurino et al., 
submitted)。 
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