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研究成果の概要（和文）：慢性骨髄性白血病(Chronic myelgenous leukemia; CML) 患者の生命予後はチロシン
キナーゼ阻害剤 (TKI) の開発によって改善されたが，再発を克服するためCML幹細胞の治療が必要とされてい
る．本研究ではCMLマウスモデルを用いてCML幹細胞の治療抵抗性メカニズムを解析した．その結果，幹細胞特異
的なSmad3のSer208のリン酸化がCML幹細胞の自己複製能の維持に必須な役割を担うことを発見した．さらに，当
該リン酸化はp38MAPKによって制御されており，CMLマウスモデルを用いた非臨床試験によってp38MAPK阻害剤を
投与することで再発を軽減できることを証明した．

研究成果の概要（英文）：Although the discovery of tyrosine kinase inhibitors (TKIs) has been 
improved prognosis of chronic myelogenous leukemia (CML) patients, CML stem cells are responsible 
for the relapse of CML disease following TKI therapy. In this study, we found that the stem 
cell-specific phosphorylation of Smad3 at Ser208 residue plays an essential role for the maintenance
 of self-renewal capacity in CML stem cells in vivo. In addition, p38MAPK regulated the 
phosphorylation of Smad3 at Ser208. Indeed, we demonstrated that the administration of an inhibitor 
targeting p38MAPK significantly delayed the disease relapse of CML-affected mice. 

研究分野：幹細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 慢性骨髄性白血病 Chronic myelogenous 
leukemia (CML) は造血幹細胞を起源とする
幹細胞疾患であり，その原因遺伝子としてフ
ィラデルフィア染色体転座 t(9;22)(q34;q22)に
よって作り出される BCR-ABL1 融合タンパ
ク質が知られている．CML患者の治療薬とし
て ABL1のチロシンキナーゼ活性をターゲッ
トと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，ニ
ロチニブ，ダサチニブ，ボスチニブ等が開発
され，慢性期 CML 患者の生命予後は著しく
改善された. しかし, TKI治療のみで CMLは
根治せず，再発が起こることが重大な課題と
なっている． 
  このような CML の再発原因となる細胞と
して，大量の CML 細胞を生み出す能力を有
する CML幹細胞が知られている．CML幹細
胞は TKI 治療に対して抵抗性を有しており，
治療後，根絶を免れた CML 幹細胞から再び
多くの CML 細胞が供給されて再発が引き起
こされる．従って，CMLの再発を克服するた
めには，CML幹細胞を根絶する新しい治療法
の開発が必要とされている． 
 
２． 研究の目的 
 これまでに研究代表者は CML 幹細胞の自
己複製能の維持に TGF--FOXO 経路が重要
な役割を担うことを発見した（Naka et al., 
Nature 2010）．本研究では，このような研究
成果を手掛りとして CML 幹細胞の維持機構
を解明するため，Smad3 のリン酸化による
CML 幹細胞の制御メカニズムの解明を指向
した研究を実施した． 
 Smad3は TGF-シグナルの下流のシグナル
伝達分子として広く知られており，一方で，
Foxo3a と相互作用することも報告されてい
る. 従って，当該 Smad3 のリン酸化制御は
TGF--FOXO 経路による CML 幹細胞の維持
機構において中心的な役割を担う可能性が
想定される． 
 まず，最新のテトラサイクリン制御型 CML
マウスモデルを用いて，CML発症マウスの骨
髄内の CML幹細胞における Smad3のリン酸
化状態を明らかにする研究を行った．次いで，
この CML 幹細胞に特異的リン酸化サイトの
非リン酸化型変異体を CML 幹細胞に導入し
て，マウスの生体内での CML 幹細胞の維持
における Smad3 のリン酸化制御の意義を解
明する研究を行った．さらに，CML幹細胞に
おいて Smad3 のリン酸化制御を担う上流の
分子メカニズムの解析を行った．  
 
3. 研究の方法 
  CML幹細胞は生体内でのみ自己複製能，及
び未分化性を維持できると考えられている．
そこで，このような CML 幹細胞を解析する
ため，テトラサイクリン制御型 CML マウス
モデルを構築した．このシステムでは，幹細
胞特異的にテトラサイクリン制御性転写活

性化因子 (tTA) を発現するトランスジェニ
ックマウス Scl-tTA マウス (ジャクソン研究
所: #6209)と，tTA によって BCR-ABL1を誘導
できる tetO-BCR-ABL1トランスジェニックマ
ウス (ジャクソン研究所：#6202) を交配し，
Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1ダブル トランスジェ
ニックマウスを樹立する．この Scl-tTA・
tetO-BCR-ABL1 ダブル トランスジェニック
マウスはテトラサイクリン誘導体ドキシサ
イクリン (Dox) (20mg/L; Sigma社製) の投与
により BCR-ABL1の発現を抑制し，Doxの投
与を中止することで BCR-ABL1 の発現を誘
導してCMLを発症させることができる テト
ラサイクリン制御型 CML マウスモデルとし
て知られている (Koschmieder et al., Blood 
105, 324–34, 2005). 
 この Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1ダブル トラン
スジェニックマウスを用い，Dox投与を中止
して CML発症マウスを得た．Dox投与中止 5
週間後，CML発症マウスの骨髄から単核細胞
を取得し，抗 CD4 (L3T4), 抗 CD8 (53-6.7), 抗
B220 (RA3-6B2), 抗 TER119 (Ly-76), 抗 Gr-1 
(RB6-8C5), 抗 Mac1 (M1/70), 抗 Sca-1 
(E13-161.7), 抗 c-Kit （ 2B8 ） 抗 体 , 抗
CD150/SLAM (TC15-12F12.2), 抗 CD48 
(HM48-1) 抗体 , 並びに抗 CD135/Flk2/Flt3 
(A2F10) 抗体を用いた染色を行った．この骨
髄単核細胞から，最も未分化な長期 CML 幹
細胞  (CD150+CD48-Flt3-cKit+Sca-1+分化マー
カー陰性細胞)をセルソーター (FACS Aria 
III) を用いて純化した． 
 この長期 CML幹細胞における Smad3のリ
ン酸化サイトを明らかにするため，Duolink® 
in situ PLA (Sigma社製)により検討を行った．
(Duolink® in situ PLA法は免疫動物種の異な
る 2種類の抗体を PLAプローブで認識し，両
者が近接する場合にポリメラーゼ反応が進
行することを利用して高感度なシグナル検
出を行う解析法である．) 
 さらに，生体内での CML 幹細胞の自己複
製能の制御における当該 Smad3 のリン酸化
の意義を明らかにするため，Smad3のリン酸
化サイトをアラニン残基に置換した非リン
酸化型変異体を作成して，これらの変異体を
発現するレトロウイルスベクターを構築し
た．次いで，CML幹細胞に野生型，並びに非
リン酸化型 Smad3 の発現ベクターを導入し, 
これらの細胞を放射線照射したレシピエン
トマウスに移植した．1ヶ月後，CML発症マ
ウスの骨髄から，GFP陽性の Smad3を発現す
る CML 幹細胞を分離し，細胞表面マーカー
を用いた染色を行った．これらの細胞におい
て，フローサイトメトリーにより生体内で維
持された CML幹細胞の比較を行い，CML幹
細胞の自己複製能の制御における Smad3 の
リン酸化制御の役割を解析した． 
  次に，Smad3のリン酸化を行う上流のキナ
ーゼを解析し，p38MAPKが Smad3のリン酸
化を担うことを明らかにした．そこで，in vitro
において p38MAPK の阻害剤を処理して，



CML幹細胞に対する抑制効果を解析した．マ
ウス間葉系細胞株 OP-9 細胞上で，マウス長
期 CML 幹細胞を共培養し，この培養液に
p38MAPK 阻害薬 LY2228820 (5μM), VX702 
(5μM), 及び BIRD796 (5μM) を添加して，1
日間，3%酸素条件下, 37℃で培養を行った．
さらに，この培養液にメシル酸イマチニブ 
(1μM) を添加し，4日間 (全体で 5日間)，3%
酸素条件下，37℃で培養を行った．この
p38MAPK 阻害薬とメシル酸イマチニブとの
共処理を行った CML 細胞を回収し，リン酸
緩衝液を用いて阻害剤を洗浄後，メチルセル
ロース半固形培地（GFM3434; Stem cell 
technology社製）中, 3%酸素条件下で, 37℃で
1週間培養してコロニー形成能を評価した． 
 さらに，動物モデルを用いた非臨床試験に
よって TKIと p38MAPK阻害剤の併用投与に
よる治療効果の有無を明らかにするため， 
CMLマウスモデルに対して，ダサチニブの単
独投与,並びにp38MAPK阻害剤とダサチニブ
の併用投与を行って治療効果を解析した．
Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1ダブル トランスジェ
ニックマウスを用い, Dox投与中止後 30日ま
で ， ダ サ チ ニ ブ  (5 mg/kg/ 日 ), 及 び  
p38MAPK阻害剤 LY2228820 (2.5 mg/kg/2日)
を経口投与して生存期間を解析した． 
 一方，ヒト CML患者由来 CML幹細胞に対
する p38MAPK阻害剤の抑制効果を検証した．
初発 CML 患者の骨髄由来単核細胞（Allcells
社より購入）を抗 CD34(8G12)，抗 CD38(HIT2), 
抗CD3(SK7), 抗CD14(MP9), 抗CD16(3G8), 
抗 CD19(SJ25C1), 抗 CD20(L27), 並びに抗
CD56(NCAM16.2)抗体を用いて染色し，セル
ソーター(FACS Aria III) を用いて，分化マー
カー（CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56）
陰性・CD38陰性・CD34陽性細胞を純化した．  
これらのヒトCML幹細胞をOP-9細胞上で培
養し，p38MAPK阻害剤 LY2228820 (5 M ) を
添加して，3%酸素濃度条件下，3日間 37℃で
培養した．また，ダサチニブと LY2228820と
の併用効果を解析するため，ヒト CML 幹細
胞を OP-9 細胞上に加え，この培養液に
LY2228820 (5 M ) とダサチニブ (500nM) 
を添加して，3日間 37℃で培養した．細胞を
回収し，リン酸緩衝液を用いて阻害剤を洗浄
後 ， メ チ ル セ ル ロ ー ス 半 固 形 培 地 
（GF+H4435; Stem cell technology社製） 中, 
3%酸素条件下，37℃で 1週間培養してコロニ
ー形成能を評価した． 
 
4. 研究成果 
 本研究では，初めにテトラサイクリン制御
型 CML マウスモデルを用いて，Smad3 の
CML 幹細胞に特異的なリン酸化サイトを解
析した．Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1ダブル トラ
ンスジェニックマウスの Dox 投与を中止し
て CMLの発症を誘導し，5週間後，CML発
症マウスの骨髄単核球から長期 CML 幹細胞
を純化して Smad3 のリン酸化状態を解析し
た．Smad3には TGF- I型受容体キナーゼに

よってリン酸化される Ser423/Ser425，並びに
複数のキナーゼによってリン酸化されるリ
ン酸化サイト  (Thr178, Ser204, Ser208, 
Ser213) が存在する．そこで，Smad3 の各リ
ン酸化サイトに対するそれぞれの抗リン酸
化特異的 Smad2/Smad3抗体 (Smad2と Smad3
の双方のリン酸化を認識)と, Smad3特異的な
抗 Smad3 抗体との組み合わせを用いた
Duolink® in situ PLA法により，長期 CML幹
細胞における Smad3 のリン酸化状態を解析
した. その結果，生体からフレッシュに純化
した CML幹細胞では Smad3の Ser208，及び
Ser423/Ser425の Ser残基がリン酸化されてい
ることが明らかとなった．次いで，当該リン
酸化サイトのリン酸化状態を長期 CML 幹細
胞，短期 CML幹細胞，CML前駆細胞，及び
分化した CML 細胞を用いて比較し，長期
CML 幹細胞に特異的なリン酸化サイトを解
析した．Ser423/Ser425のリン酸化は長期CML
幹細胞，短期 CML 幹細胞，CML 前駆細胞，
及び分化した CML 細胞で検出された．一方
で，Ser208 のリン酸化は長期 CML 幹細胞の
みで検出された．従って，長期 CML 幹細胞
では Ser208 が特異的にリン酸化されている
ことが明らかとなった． 
 次に，上記の CML 幹細胞における Smad3
のリン酸化制御の意義を明らかにするため，
CML 幹細胞に特異的なリン酸化シグナルの
阻害効果を解析した．まず，Smad3のリン酸
化サイト(Ser208, 並びに Ser423/Ser425)をそ
れぞれアラニンに置換した非リン酸化型
Smad3 変異体を発現するレトロウイルスベ
クターを構築した (蛍光タンパク GFP で標
識)．次に，野生型・非リン酸化型 Smad3 を
発現するレトロウイルスベクターを CML 幹
細胞に導入し，放射線照射したレシピエント
マウスに移植した．１カ月後，生体内で維持
された GFP 陽性の野生型・非リン酸化型
Smad3 を発現する長期 CML 幹細胞の評価を
行った．その結果，Smad3 非リン酸化型変異
体を導入した CML 幹細胞は，野生型 Smad3
を導入した CML 幹細胞と比較して，生体内
での細胞頻度が低下していることが判明し
た． 従って，Smad3 のリン酸化制御は，生
体内での CML 幹細胞の自己複製能, 並びに
未分化性の維持に必須な役割を担うと考え
られる． 
 さらに，Smad3のリン酸化を阻害する CML
幹細胞治療薬の開発を指向し，Smad3 の
Ser208 のリン酸化を制御する上流のキナー
ゼを解析した．その結果，Smad3 の Ser208
のリン酸化には p38MAPKが関与しているこ
とが明らかとなった．そこで，p38MAPK 阻
害剤による CML 幹細胞の治療効果を解析し
た．まず，in vitroでの p38MAPK阻害剤によ
る CML 幹細胞のコロニー形成能の抑制効果
を解析した．CMLマウスモデルから分離した
CML 幹細胞に対して p38MAPK 阻害剤
LY2228820, VX702, 及び BIRB796 を処理す
ると，CML幹細胞のコロニー形成能力を抑制



できることが解明された．さらに，CML幹細
胞に TKI ダサチニブと p38MAPK 阻害剤
LY2228820を共処理すると，ダサチニブの単
剤処理を行った場合と比較して，CML幹細胞
に対する増殖抑制効果を向上できることが
明らかとなった.  
 そこで，CML マウスモデルを用いて，
p38MAPK 阻害剤の治療効果を解明すること
を目的とした前臨床試験を実施した．その結
果， CML 幹細胞を移植したマウスに
p38MAPK 阻害剤 LY2228820 を投与すると
CMLの発症を改善できることを発見した．ま
た，TKIダサチニブに加えて p38MAPK阻害
剤 LY2228820を上乗せ投与すると，ダサチニ
ブを単剤投与した場合と比較して，CMLマウ
スモデルの CML の発症や再発を軽減できる
ことが明らかになった． 
 最後に，初発ヒト CML患者の CML幹細胞
に対する p38MAPK阻害剤の抑制効果につい
て検討を行った．慢性期の CML患者の CML
幹細胞として知られている CD34+CD38-細胞
に対して in vitro での増殖抑制効果を検討し
た．その結果，ヒト CD34+CD38-細胞に
p38MAPK阻害剤 LY2228820を処理するとコ
ロニー形成能力を抑制できることが確認さ
れた．また，ダサチニブ単剤処理を行った場
合と比較して，ダサチニブと LY2228820 を
共処理すると，ヒト CML 幹細胞に対する抑
制効果を高められることが明らかとなった． 
 以上の結果から，Smad3の Ser208リン酸化
は CML 幹細胞の維持に必須な役割を担って
おり，当該リン酸化は CML 幹細胞を治療す
るための治療標的となることが明らかとな
った．将来，TKI治療に加えて，Smad3のリ
ン酸化を阻害する p38MAPK阻害薬の上乗せ
投与を行うことにより，CML患者の再発を軽
減する新規治療法となることが期待される． 
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