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１．研究目的･内容 

急性白血病は若年者の命を奪う重大な疾患であり、その病態生理の解明は急性発がん機序への

介入と多くの人命の救済につながる。ヒト急性骨髄性白血病(AML)の白血病幹細胞(LSC)は免疫チ

ェックポイント因子 T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing 3 (TIM-3)とそのリガンドで

ある Galectin-9 (Gal-9)を発現する。TIM-3 と Gal-9 はオートクリン経路を形成し、白血病の維持・

進展に寄与する。TIM-3 は骨髄球系細胞が、Gal-9 は造血前駆細胞(HSPC)が発現する。 

我々は最近、マウスフレンド白血病ウイルス(FV)誘発赤白血病の LSC 分画にヒト AML の場合

と同様 TIM-3 と Gal-9 が共発現することを発見した。TIM-3 は脾限局巣形成ウイルス(SFFV)のプ

ロウイルス挿入による転写因子 PU.1 活性化後に発現上昇すると考えられる一方、Gal-9 は正常マ

ウス骨髄の赤血球前駆細胞(EP)に発現し、かつ CD71(トランスフェリン受容体)の発現と相関して

おり、白血病発症維持に関与する可能性がある。 

本研究では TIM-3、Gal-9 がマウス FV 誘発赤白血病発症維持に果たす役割を解明し、FV 白血

病研究の本当の意義を明らかにし、ヒト AML 病態生理にせまる動物モデルの確立を目指す。 

 

２．研究経過及び成果 

  2019 年度は研究計画に沿って、フレンンドウイルス(FV)誘発赤白血病細胞を解析し、白血病幹

細胞(LSC)と思われる細胞の特徴の把握を進めた。まず BALB/C、B6 マウスの交配 F1 世代マウス

に FV を感染させて 10 日後に脾腫を呈した状態で脾細胞を回収し、幹細胞因子(SCF)、骨形成因

子 4 型(BMP4)、ソニック・ヘッジホッグ(Shh)添加培養液で 7 日間培養して LSC 分画を増幅させ

フローサイトメトリーFACS 解析したところ、LSC を含む Kit 陽性分画に T-cell immunoglobulin 
mucin-3 (TIM-3)、Galectin-9 (Gal-9)を高発現する細胞集団を検出した。この Kit+TIM-3+Gal-9+細胞

は少数であるが、培養前の FV 感染マウス脾細胞にも観察されたため、LSC を含む分画の表現型

である可能性が示唆された。さらに、過去樹立された多数の FV 白血病細胞株のうち 4 種類の表

現型を調べたところ、驚くべきことにそのうち 2 種類は上記 Kit+TIM-3+Gal-9+表現型を有するこ

とが分かった。このことから FV 白血病細胞の発生・維持における TIM-3、Gal-9 の役割の解明が

今後重要であると考えられる。 

  さらに非感染 B6 マウス骨髄の造血前駆細胞の解析では、Gal-9 が Kit 陽性 CD71 陽性細胞に高

発現していた。Kit+CD71+細胞は赤血球コロニー形成細胞(CFU-E)であり、ウイルス標的細胞のひ

とつと考えられる。Gal-9 を発現しない Gal-9 KO マウスの解析においては、新生児マウスの肝臓、

およびフェニルヒドラジン投与(急性貧血誘発)成体マウスの脾臓において、Kit+CD71+細胞の頻度

が野生型 B6 マウスと比して有意に低下することを確認した。このことは、Gal-9 発現の有無がス

トレスに対する造血反応になんらかの影響を与えていることを示唆する。 

 
 
 



３．本研究と関連した今後の研究計画 
  2020 年度以降の研究は大きく in vitro での白血病細胞解析と、マウスを用いた白血病関連因子

解析に分けられる。このうちマウス実験では、非感染実験、FV 感染実験に分けられる。 

  In vitro 実験においては、これまでに樹立された FV 白血病細胞株を用いて TIM-3/Gal-9 の機能

を解析する。アポトーシス誘導条件下にて、TIM-3、Gal-9 発現量を操作したときのアポトーシス

抵抗性への影響を調べる。 

  非感染マウス実験では、B6 マウスから作成された Gal-9 KO マウスを用いて Gal-9 の造血に関

わる機能をひきつづき解明する。データは野生型 B6 マウスと比較する。(1)Gal-9 KO 成体マウス

の解析では、血算(赤血球数・ヘマトクリット)、脾細胞・骨髄細胞の赤血球系コロニー形成能(前
駆細胞活性)をしらべるほか、FACS により Gal-9 発現細胞の特徴を明らかにする。また、フェニ

ルヒドラジン投与や慢性炎症により惹起される貧血の動態を調べる。(2)Gal-9 KO 胎児の解析で

は、妊娠後 14-20 日において解剖し、胎児肝臓白血球を解析する。 

  FV 感染マウス実験では、B6 マウス系統の高い免疫能が妨げとなることから、まず免疫能を低

下させた CD4 変異 B6 マウスと Gal-9 KO マウスの交配により CD4 変異 Gal-9 KO マウスを作成す

る。CD4 変異 Gal-9 KO マウスに FV を感染させ、白血病を生じるかどうか、経過を野生型 Gal-9
をもつ CD4 変異マウスと比較検討する。FV 感染後異なる週数にて解剖し、脾腫、脾細胞 FACS、
コロニー形成能を評価するほか、白血病幹細胞の培養分離を試みる。 
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