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研究成果の概要（和文）：ヒト慢性骨髄性白血病(Chronic myeloid leukemia; CML)の治療には

チロシンキナーゼ阻害剤イマチニブが広く用いられているが，イマチニブ抵抗性の白血病幹細

胞の残存は CML の再発を引き起す原因となる．本研究では，CML マウスモデルより純化した白

血病幹細胞を用いて，TGF--FOXO シグナルが白血病幹細胞の維持，並びにイマチニブ抵抗性

の制御に関わっていることを解明した．さらに，TGF-阻害薬がイマチニブ抵抗性の白血病幹

細胞に対して治療効果を有していることを発見した． 
 

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated a critical role for the TGF--FOXO 

pathway in maintenance and imatinib resistance of leukemia-initiating cells (LICs) in 

chronic myeloid leukemia (CML) which are responsible for recurrence of disease. TGF- 

inhibitor in combination with imatinib treatment led to efficient depletion of LICs in 

vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

  慢 性 骨 髄 性 白 血 病 Chronic myeloid 

leukemia (CML)は造血幹細胞を発症起源とす

る骨髄増殖性疾患である．その発症原因とし

てフィラデルフィア染色体と呼ばれる転座

t(9;22)(q34;q22)によって活性化型チロシ

ンキナーゼ BCR-ABLが産生されることが知ら

れている．CML 患者の治療薬として ABL に対

するチロシンキナーゼ阻害薬 Tyrosine 

kinase inhibitor (TKI)メシル酸イマチニブ，
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第二世代 TKIニロチニブやダサチニブが開発

され，慢性期の CML 患者の治療成績を著しく

改善した. しかし，近年，CML 細胞の供給源

となる白血病幹細胞の存在が明らかとなっ

た．TKI 治療後，根絶を免れた白血病幹細胞

は治療抵抗性の再発の原因となる．  

  FOXO は PI3K-Akt によって負の制御を受け

る転写因子であり，FOXO1, 3a, 4, 6 のサブ

ファミリーからなる．増殖因子などの非存在

下，PI3K-Akt シグナルは不活化されており，

FOXO は細胞核内に存在して，転写因子として

下流の遺伝子発現を制御する．一方，増殖因

子の刺激が加わると，受容体型チロシンキナ

ーゼは PI3K-Akt シグナルを活性化する．こ

の活性化された Akt は FOXO をリン酸化して

細胞核から細胞質へと排出し，転写因子とし

ての機能を抑制する． 

これまで，マウス造血幹細胞において Akt

は不活化状態にあり，それに伴って FOXO が

核内に局在していることが知られている．造

血幹細胞を前駆細胞に分化誘導するか，ある

いはサイトカイン含有条件下で培養すると

FOXO が核外に排出されることから，造血幹細

胞の機能制御と FOXO の活性との間には何ら

かの関連性が存在すると考えられた．事実，

Foxo3a 欠損マウスを用いた造血幹細胞の自

己複製能の解析において，Foxo3a 欠損マウス

由来の造血幹細胞は，野生型マウス由来の造

血幹細胞と比較して，レシピエントマウスに

移植したときの骨髄再構築能が低下してい

ることが明らかとなった．この造血幹細胞の

機能低下により，加齢した Foxo3a 欠損マウ

スでは，野生型マウスと比較して，造血幹細

胞集団の頻度が減少する．従って，Foxo は造

血幹細胞の維持に必須な役割を担う． 

 一方，ヒト CML 患者では複数の成熟血液細

胞に分化した CML細胞が検出されることから，

CML の発症母細胞は造血幹細胞レベルである

と考えられてきた．事実，マウスの造血幹細

胞に BCR-ABL遺伝子を導入してレシピエント

マウスに移植すると CML 様骨髄増殖性疾患

を発症するが，より分化度が進行した血液前

駆細胞に BCR-ABL を発現させても CML は発症

しない. このような結果から，CML は造血幹

細胞を起源とする幹細胞疾患であると理解

されている．近年，様々な遺伝子改変マウス

を用いた解析により，正常造血幹細胞と CML

の白血病幹細胞との間には様々な共通の制

御メカニズムが存在することが報告されて

いる． 

 
２．研究の目的 

  これまでの CML細胞株を用いた報告におい

て， BCR-ABL は PI3K-Akt シグナルの活性化

を介して，FOXO の転写活性を抑制していると

考えられてきた．すなわち，FOXO は分化した

CML 細胞において細胞質に存在し，抑制され

た状態にあると考えられている．CML 細胞株

に対するイマチニブ処理は，BCR-ABL を抑制

してPI3K-Aktを不活化し，FOXO活性化する．

この FOXO の活性化はアポトーシスの誘導や

細胞周期の停止を引き起こし，CML 細胞の増

殖を抑制することが知られている． 

  しかし，これまでに白血病幹細胞における

FOXO の役割は不明であった．そこで，本研究

では，ヒト CML 様骨髄増殖性疾患のマウスモ

デルを構築し，白血病幹細胞における FOXO

の役割を解析した． 

 
３．研究の方法 

正常造血幹細胞に BCR-ABL-ires-GFP 遺伝子

を導入し, この細胞を放射線照射したレシ

ピエントマウスに移植して CMLのマウスモデ

ルを構築した．次に，この CML を発症したマ

ウスの骨髄，及び脾臓から，GFP 陽性の白血

病細胞を取得し，さらに，細胞表面マーカー

を用いて様々なフラクションの CML細胞を分



 

 

離して，in vitro でのコロニー形成能，並び

にレシピエントマウスに二次移植を行った

時の in vivo での白血病発症能を解析した．

さらに，フレッシュに純化した白血病幹細胞

に対して蛍光免疫染色を行い，FOXO の細胞内

局在を解析した．また，野生型マウス，並び

に Foxo3a 欠損マウス由来の CML マウスモデ

ルを用いて白血病幹細胞の連続移植を行い，

白血病発症能の維持における FOXO の役割を

解析した．この白血病幹細胞を移植したマウ

スにイマチニブの投与を行って，白血病幹細

胞の白血病発症能力を比較し，イマチニブ抵

抗性白血病幹細胞の維持における FOXO の役

割を解析した． 

 
４．研究成果 

CML を発症したマウスから GFP 陽性の白血

病細胞を取得し，白血病幹細胞の純化を試み

た．その結果，c-Kit 陽性Sca-1 陽性分

化マーカー陰性の細胞集団中に in vitro で

のコロニー形成能が高く，また in vivo での

CML を発症能力が高い細胞が存在しているこ

とが明らかとなった． 

 次に，CML の白血病幹細胞における FOXO の

細胞内局在を解析した．その結果，CML の白

血病幹細胞では BCR-ABLが発現しているにも

関わらず FOXO の核局在を示す細胞が多数存

在することを見いだした．さらに，これらの

白血病幹細胞を細胞増殖マーカーである

Ki67 で染色し，FOXO の核局在を示す白血病

幹細胞と細胞質に存在する白血病幹細胞の

細胞増殖能を解析した．その結果，FOXO が細

胞質に存在する白血病幹細胞では Ki67 が高

発現していたのに対して，FOXO が細胞核に存

在する白血病幹細胞では Ki67 の発現レベル

が著しく低いことが明らかとなった．従って，

FOXO が細胞核に存在する白血病幹細胞の細

胞増殖能は低く，細胞周期の G0 期に維持さ

れていると考えられる．FOXO は，この CML の

白血病幹細胞の制御に関わっている可能性

が示唆された． 

 そこで，CML の白血病幹細胞の維持におけ

る Foxo3a の役割を検証するため，Foxo3a 欠

損マウスを用いて CML の白血病幹細胞の連

続移植を行い，白血病発症能を解析した．野

生型マウス由来の CML の白血病幹細胞では，

少なくとも 3次移植まで白血病発症能が維持

されていた．これに対して，Foxo3a 欠損マウ

ス由来の CML の白血病幹細胞では，3 次移植

での白血病発症能が低下していることが明

らかになった．このとき発症した白血病を詳

細に解析したところ，野生型マウス由来の

CML の白血病幹細胞は骨髄性白血病に加え，T

細胞性，並びに B細胞性リンパ性白血病を発

症した．すなわち，野生型マウス由来の CML

の白血病幹細胞は多分化能を有している．し

かし，Foxo3a 欠損マウス由来の CML の白血病

幹細胞は，移植後 45 日以降，骨髄性白血病，

及びリンパ性白血病のいずれの発症も認め

られなかった．以上の結果から，Foxo3a は

CML の白血病幹細胞の長期間の自己複製能の

維持に必須な役割を担っていることが解明

された．  

 さらに，白血病幹細胞を移植して CML を発

症したマウスにイマチニブの投与を行い，イ

マチニブ抵抗性の白血病幹細胞における

FOXO の役割を検証した．白血病幹細胞を移植

したマウスへのイマチニブの投与は，白血病

の発症を著しく遅延するが，野生型マウス由

来の白血病幹細胞を移植したマウスでは 60%

のマウスが CML を発症再発した．これに対

して，Foxo3a 欠損マウス由来の白血病幹細胞

を移植したマウスでは，イマチニブ投与後の

CML の発症が改善され，生存期間の延長が認

められた．さらに，Foxo3a 欠損マウス由来の

白血病幹細胞を移植したマウスでは，イマチ

ニブ投与後に残存する白血病幹細胞が減少



 

 

していた．従って，Foxo3a はイマチニブ抵抗

性の白血病幹細胞の維持に必須な役割を担

っていると考えられる． 

 さらに，FOXO を抑制することで，白血病幹

細胞を排除する新しい CML治療法を開発でき

ないか検討を行った．その結果，白血病幹細

胞に TGF-の処理を行うと Foxo3a の核局在

を示す細胞が増加し，反対に TGF-阻害薬の

処理を行うと Foxo3a の核局在を示す細胞が

減少することが明らかとなった．従って，

TGF-シグナルは白血病幹細胞において

Foxo の制御に関わっていると考えられる．さ

らに，CML の白血病幹細胞を移植したマウス

において TGF-阻害薬による治療効果を検

討したところ，TGF-阻害薬とイマチニブと

の併用は，イマチニブ単独投与に比べ，CML

を発症したマウスの病態を改善し，生存期間

を延長できることが判明した．このような結

果から，TGF-シグナルは白血病幹細胞のイ

マチニブ抵抗性の制御に重要な役割を担っ

ており，TGF-阻害薬は，FOXO の抑制を介し

て，イマチニブ抵抗性の CML の白血病幹細胞

を抑制できると考えられる．この TGF-阻害

薬は白血病幹細胞に対する抑制効果を示す

が，正常造血幹細胞は抑制しないことから，

副作用の少ない CMLの白血病幹細胞を治療で

きる分子標的薬として期待される．同様の

TGF-阻害薬によるイマチニブ抵抗性の白

血病幹細胞の抑制効果は慢性期のヒト CML患

者由来の白血病幹細胞でも確認されている． 

 以上の結果， FOXO の機能は，それまで知

られていた分化した CML細胞でのアポトーシ

ス誘導とは異なっており，白血病幹細胞の維

持に必須な役割を担うことが明らかとなっ

た．今後，このような白血病幹細胞と分化し

た CML細胞との間での制御メカニズムの相違

点，いわゆる“幹細胞パラドックス (Stem 

cell paradox)”の解明を進めることが，根

絶を免れた CMLの白血病幹細胞の診断法や白

血病幹細胞を選択的ターゲットとする治療

薬を開発していく上で重要になると考えら

れる．  
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