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研究成果の概要（和文）：本研究では、チロシンキナーゼ阻害薬(TKI)投与中に残存する慢性骨髄性白血病幹細
胞(CML-LSC)の抗腫瘍免疫回避機構を解析した。申請者らが同定した表面形質上CD34+38-120a+225+ で定義され
るCML-LSCでは、CD120aからのNF-κB経路の活性化により、免疫チェックポイント分子PDL1、および免疫抑制性
に作用する酵素IDO1の発現が誘導されていることを見出した。さらに、骨髄組織において細胞障害性T細胞を抑
制し、制御性T細胞や骨髄由来抑制細胞などの免疫抑制細胞を集簇させることで、TKI投与下の免疫回避環境を形
成していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed immune evasion mechanisms of residual chronic 
myeloid leukemia stem cells　(CML-LSCs) during the treatment with tyrosine kinase inhibitors (TKIs).
 Both expression of immune checkpoint molecule, PDL1 and activation of immunosuppressive enzyme, 
IDO1 were induced through the activation of CD120a/NF-κB signaling pathway in phenotypically 
defined CD34+38-120a+225+ cells, which we previously identified as CML-LSC. Furthermore, CML-LSCs 
suppressed cytotoxic T cell activity and induced a local recruitment of immunosuppressive 
populations such as regulatory T cells and myeloid-derived suppressor cells, leading to an 
immunosuppressive bone marrow milieu undergoing TKI therapy. 

研究分野：血液

キーワード： 慢性骨髄性白血病　分子標的　腫瘍免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、CMLの免疫回避機構における腫瘍免疫とアミノ酸代謝との関連を明らかにしたものであり学術的意義
は高い。本研究により、組織内IDO1活性を指標としたTKI の中止可能な症例の選別法だけでなく、治癒に向けた
IDO1阻害によるCML-LSCに対する新規治療法を開発する上で、重要な知見が得られたと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 慢性期の慢性骨髄性白血病(CML)の治療はチロシンキナーゼ阻害薬（TKI）により飛躍的に進歩し、
一部の症例では TKI 中止後も微小残存病変(MRD)が検出されない無再発(treatment-free remission, 
TFR)が得られている。しかし、TKI 休止を維持できる症例は約 40%と少ない。また、TFR を維持してい
る症例には依然として CML 幹細胞(CML-LSC)が残存しており、抗腫瘍免疫が作用することで TFR 状
態を維持していると推測されているが、その真実は不明なままである。 
(2) 申請者らは、CML の治癒を目指して、TKI 治療中生体内に残存する CML-LSCに特異的表面抗
原の同定を試み、CD120a と CD225 を同定した。CD120aは TNFα/β受容体であり、TNFα刺激によっ
て CML-LSCに正常幹細胞より強い NF-κBの活性化がもたらされることも見出した。これらの抗原をもと
に TFR 期などの各時期における CML-LSC を単離することが可能となったため、今回、CML-LSC の
分子遺伝学的特徴の全貌を明らかにする特性解析を計画した。さらに、TKI 治療に伴い CML 患者に
おいて PD-L1+ CML-LSCが骨髄中で増加することを見出し、TKI 治療中、あるいは中止後 TFR 期に
おける CML 患者における抗腫瘍免疫の状態を包括的に明らかにすることを計画するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、TKI治療前、治療中、TKI中止後など各時期の CML-LSCを単離し、シングルセルレベ
ルでの解析を行い、残存する CML-LSC の分子遺伝学的特性の全貌解明を目指す。同時に、CML-
LSC における CD120a/NF-κB 経路の役割を明らかにする。また、CML-LSC における PD-L1 などの免
疫チェック分子の発現制御や、細胞障害性 T 細胞(CTL)、制御性 T 細胞(Treg)などの CML-LSC に対
する抗腫瘍免疫機構の機能を明らかにする。 
これらの研究により、CML-LSCを標的とした新たな分子標的薬、抗腫瘍免疫能のより有効な活性化に
よる CMLの治癒を目指した治療法の開発を目指すことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) CD34+38-120a+225+ CML-LSCにおける免疫チェックポイント分子の発現を網羅的に解析し、治療
奏効、使用薬剤との関連を検討した。  
(2) 骨髄組織を用い、免疫組織染色により生体内に残存する CML-LSCの組織における局在および免
疫担当細胞の分布を解析した。 
(3) 骨髄組織から CML-LSC をマイクロダイセクション法により単離し、Ingenuity Pathway 
Analysis ソフトウェアを用いて、同細胞の遺伝子発現に関するネットワーク /パスウェイ解析を
CD120a/NF-κB経路の活性化の観点から実施した。 
(4) CML-LSC と同一症例の CD8+CTL を in vitro で共培養し、上清中に産生される液性因子をアレイ
により網羅的に定性評価した。 
 
 
４．研究成果 

CD34+38-120a+225+ CML-LSC 表面における免疫チェックポイント分子 PDL1 の発現は、初発
時 18.8±14.2％、TKI投与中の細胞遺伝学的寛解時 47.6±22.5％認め、TKI治療により有意な発現
上昇を認めた（n=17, p<0.01）。投与された TKI による PDL1 の発現に差は認められなかった。
PDL2の発現は初発、治療中いずれにおいても認められなかった。その他のチェックポイント分
子 CD80/CD86, B7ファミリー、 CD112/CD155, CD226, Galectin 9, CD137 ligand, CD252 (OX40) 
ligandの発現に関しては、TKI治療前後での一定の傾向は認められなかった。CD34+38-120a-225+ 
CML細胞では、PDL1の発現上昇が軽度であったことから、CML-LSCにおける PDL1の発現調
節には CD120a/NF-κB経路が機能している可能性が示唆された。  

PDL1+、PDL1- CML-LSC を、同一患者由来の CD8+細胞とサイトカイン非存在下で 48 時間共
培養した。PDL1+細胞との共培養では、PDL1-細胞と比較して、IFNγ, TNFα, IGFBP2の上清中の
濃度が低く、IL10 の濃度が高かったことから、PDL1+細胞は CD8+ CTLに対して抑制的に作用
していると考えられた。 
骨髄組織における CML-LSC の局在を評価した結果、正常造血幹細胞と同様に骨芽細胞、およ
び類洞血管内皮細胞に接着していた。病勢や臨床病態との関連は見出されなかったが、TFRを維
持している症例では、CML-LSC周囲の Tregや骨髄由来免疫抑制細胞（MDSC）の集簇割合が低
かったことから、これらの細胞が CML-LSC、ひいては CML の生体内での病態維持における抗
腫瘍免疫に影響している可能性が示唆された。さらに、骨髄組織より CML-LSC を単離し、
CD120a/NF-κB 経路の遺伝子発現を評価した結果、一部の細胞では、NF-κB の下流に位置する
Indoleamine 2, 3-dioxygenase-1, IDO1の有意な発現上昇を認めた。CML-LSCと CTLとの共培養の
系に、IDO1 阻害薬 Epacadostat を添加した結果、CTL の増殖および IFN-γ 産生の回復が認めら
れたことから、CML-LSCは、骨髄ニッチにおいて CD120a/NF-κB経路を活性化することで、PDL1



の発現だけでなく、IDO1の発現を制御することで、腫瘍免疫を回避している可能性が示唆され
た。 
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