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要旨 

急性骨髄性白血病の根治のためには、再発や治療抵抗性の原因となりうる白血

病幹細胞の生物学的理解が不可欠である。細胞内分解経路の一つであるオート

ファジーは種々のがんや幹細胞との関連が指摘されていることから、マウスモ

デルを用いて急性骨髄性白血病におけるオートファジーの役割を解析した。そ

の結果、オートファジーは骨髄において、白血病幹細胞の維持に必要であること

が明らかとなった。加えて、末梢血においては細胞の分化段階にかかわらず白血

病細胞の生存がオートファジーに依存していることが判明した。また、シタラビ

ンによる治療効果をオートファジーの欠損が増強することが示された。 
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序文 

 急性骨髄性白血病（acute myeloid leukemia: AML）は骨髄に存在する造血幹前

駆細胞のゲノムに異常が生じることで、分化能を失った血球が腫瘍性に増殖し、

正常な造血機能が失われる疾患である 1。AML においては染色体異常等により

予後が分類される。inv(16)や t(8:21)といった染色体異常をもつ AML は標準的な

化学療法に対する反応性がよく、一部の症例では抗がん剤による治療のみで長

期の生存が期待できる。また、t(15:17)を持つ症例では、レチノイン酸や亜ヒ酸

により腫瘍細胞の分化誘導が可能であり、予後良好群として位置づけられる。一

方で、その他の AML は標準的な化学療法へ反応して寛解が得られたとしても高

頻度に再発することが多く、根治のためには造血幹細胞移植が必要となる場合

が多い。治療後の再発の原因として、leukemia-initiating cell（LIC）の存在が指摘

されている。LIC は白血病細胞中に低頻度で存在する自己複製能を持った未分化

性の高い細胞集団であり、細胞周期を静止期に維持しており化学療法への耐性

を有している 2。また、骨髄内でも未分化性の維持に適した骨髄ニッチと呼ばれ

る場所に位置しており、抗がん剤の送達性や骨髄ニッチ構成細胞との相互作用

が薬剤耐性の維持に関与しているとも考えられている 3。したがって、化学療法

によって大多数の白血病細胞が除去されたとしても、一部残存した LIC によっ

て白血病が再構築され、再発を引き起こすと考えられている。従って、LIC を駆
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逐することが可能となれば、AML の治療後再発を抑制し、治療成績を向上させ

ることができると期待される。AML の LIC を標的とした治療として、LIC に選

択的に発現している表面抗原に対する抗体を用いた治療法が試されている。

CD33抗体を用いた drug antibody conjugateであるGemtuzumab ozogamicinはAML

に対する有効性を検証する臨床試験が行われ一部の地域では上市されているが

4、安全域の狭さが指摘されており充分に臨床的ニーズを満たしているとはいえ

ない。他にも CD44, CD47, CD123, CLL-1 等が LIC で選択的に発現している抗原

であることが明らかになっており、それらの抗体の臨床応用にむけた研究が進

められてきた 5–8。また、異なるアプローチとして、AML の原因と考えられる遺

伝子の機能を直接的に阻害することで、LIC も含めた白血病細胞を除去するとい

う手法が試されている。正常核型 AML で高頻度に生じている FLT3-ITD および

IDH1/2 変異等、低分子化合物による阻害が比較的容易な原因遺伝子については、

それぞれ選択的阻害剤が創製され、臨床試験で有効性が検証されている段階に

ある 9,10。しかしながら、現在の医薬技術では阻害が困難な原因遺伝子を持つ

AML も多数存在し、それらについては直接的な原因遺伝子以外を治療標的とし

て LIC の除去を実現する必要がある。そのため、LIC の生物学的性質を理解し、

正常造血幹細胞ではあまり重要ではないが LIC の機能に必須である細胞内経路

を見出すことが重要であると考えられる。 
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 マクロオートファジー（以下、オートファジー）は細胞内の分子や細胞小器官

をリソソームへ輸送し分解する経路である 11,12。オートファジーは細胞内の過剰

なミトコンドリアやタンパク質凝集体を分解することで細胞内の恒常性を維持

していることが知られている 13,14。この機能により、オートファジーは神経細胞

においてタンパク質分解を介して凝集体の形成を抑制することで神経変性疾患

の発症を予防していることが判明している 15。また、オートファジーは飢餓状態

において、細胞内のタンパク質を分解することでアミノ酸を供給し、細胞の生存

を支持している 11。生理的には、卵が受精してから着床するまでの期間や、出生

直後の胎児における栄養供給がオートファジーによって担われていることが明

らかとなっている 16,17。オートファジーによる基質の分解は、複雑な膜の形成と

融合を介して行われる。細胞質に存在する分解基質は、細胞質に形成された隔離

膜と呼ばれる膜構造によって包み込まれ、二重の膜を持つ小胞の中に位置する

状態となる。隔離膜が基質を包み込むことで形成された二重膜構造を持つ小胞

はオートファゴソームと呼ばれる。オートファゴソームはその後リソソームと

融合し、オートファゴソームの内側の膜が分解されることで、オートファゴソー

ム内膜内に位置していた基質がリソソームの加水分解酵素と接触して分解され、

アミノ酸等の分解産物は細胞質へ輸送される 11。オートファゴソームの特徴と

して microtubule-associated protein light chain 3（LC3）が膜上に共有結合している
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点があげられる 18。LC3 は細胞質に存在するタンパク質で、autophagy-related 5 

（ATG5）や ATG7 等の一群のタンパク質がユビキチンにおける E1, E2, E3 のよ

うに機能して隔離膜の構成成分である phosphatidylethanolamine に LC3 を共有結

合する 19。LC3 の隔離膜への結合はオートファジーの進行に必須であり、LC3 の

膜への結合がオートファジーの活性の指標として用いられている 11,17,20。 

 これまでの研究から、がんの発症や進展にオートファジーは多面的に関与し

ていることが判明している 21,22。まず、各種のオートファジー関連遺伝子のノッ

クアウトマウスによる解析から、オートファジーは正常組織においてがん抑制

的に機能していることが明らかになってきた。オートファジーを促進するシグ

ナル伝達に関係する Becn1 のヘテロノックアウトマウスはさまざまな組織で腫

瘍が発症することが示され、ヒトのがんでは BECN1 の発現が低下していること

が示されている 23。BECN1 はエンドサイトーシス等のオートファジー以外にも

重要なタンパク質であるため、オートファジーのがん抑制的な機能には一部疑

問があったが、後に Atg5のモザイクノックアウトマウスや肝臓特異的 Atg7ノッ

クアウトマウスを用いた結果から、オートファジーの抑制によって肝臓に良性

の腫瘍が形成されることが明らかになっている 24。また、造血系においても、

Atg7 を造血細胞特異的にノックアウトしたマウスは造血幹細胞の消失とともに

骨髄系腫瘍を発症することが示されている 25。これらの知見から、正常組織にお
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けるオートファジー活性の低下は細胞内の恒常性維持機構を破綻させ、がんの

発症を促進することが示唆されている。一方で、がん細胞は高い細胞分裂能を有

しており、かつ一般的に腫瘍内は血管新生が滞っていることが多く、がん細胞は

さまざまな栄養や酸素が不足した環境におかれていると推測される。オートフ

ァジーはそのような代謝的なストレス状態にあるがん細胞を保護する機能を担

っているとも考えられている 26。実際に、膵臓がんにおいてはステージの進行と

ともにオートファジー関連遺伝子の発現が増加することが示されており、さら

に、膵臓がん細胞株は培養条件下においてもオートファジーの活性が高く、オー

トファジー阻害に対する感受性が高いことが明らかになっている 27。造血器腫

瘍においても、慢性骨髄性白血病（chronic myeloid leukemia: CML）モデルマウ

スにおいてオートファジーに必須な遺伝子である Atg3 を欠損することにより造

腫瘍能が失われることが判明している 28。以上のことから一般に、成立したがん

に対しては、オートファジーは細胞を保護する役割を担っていると考えられる。

しかし、すべてのモデルでオートファジーががん細胞保護的に機能しているわ

けではないことが近年になって判明してきた。例えば、Tp53 欠損および活性化

型 Kras変異を持つマウス膵臓がんモデルにおいては Atg5あるいは Atg7の欠損

は腫瘍の進展を促進することが示されている 29。また、変異型 EGFR により

BECN1 の機能が抑制され、オートファジーの機能が抑制されることが肺がんの
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増殖を促進することが、ヒト肺がん細胞株を用いた研究により明らかとなった

30。以上のことから、オートファジーのがんにおける役割は一様でなく、がんの

発症、進展における時期およびドライバー変異の性質等によるがん細胞および

腫瘍環境の状態によって異なっていることが示唆されている。 

 がん細胞は、さまざまな治療によってストレスにさらされるが、その際にオー

トファジーが果たす役割についても研究がなされている。特定の条件において

生じる細胞死の際に、細胞内のオートファジーがきわめて高い活性を示すこと

が知られていた。その時、オートファジー関連遺伝子の機能を阻害すると細胞死

が生じなくなることが示されており、オートファジーはプログラム細胞死の一

つの機序として認識されている 31,32。このオートファジーによる細胞死は

autophagic cell death と呼ばれる。しかしながら、オートファジーは細胞死の機序

の一つではあるものの、一般に、抗がん剤によって誘導される細胞死はオートフ

ァジーに依存しておらず、むしろオートファジーは治療によって生じる細胞内

の各種ストレスを緩和することで、アポトーシスを抑制していると考えられて

いる。実際に、各種の抗がん剤や放射線照射にオートファジー阻害剤を併用する

ことにより、抗がん剤や放射線照射によるアポトーシス誘導効果を増強し、治療

効果を高めることができることが造血器腫瘍を含む各種のがん細胞株を用いた

研究により示されている 22,33,34。 
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 以上に示した通り、オートファジーの阻害によって、ある種の条件を満たすが

んにおいては、がんの進展を抑制し、また抗がん剤や放射線照射による治療効果

を高めることが期待される。そのため、リソソーム内 pH を上昇させることでオ

ートファジーによる基質の分解を阻害する薬剤である chloroquine（CQ）および

その誘導体の、各種固形がんや CML の既存治療との併用効果を検証するための

臨床試験が実施されている 35。しかしながら、前臨床のマウスモデルにおいてオ

ートファジー阻害による効果は時としてがん促進的であり、オートファジー阻

害に治療効果があるかどうかを予測可能な腫瘍の特徴は一般的には明らかにな

っていない。そのため、ドライバー変異や腫瘍環境といった観点で臨床予測性の

高いがんモデルを用いて、各種腫瘍においてオートファジー阻害の効果を検証

することがオートファジー阻害の臨床的に有用性があるという可能性を見極め

るために重要であると考えられる。 

 AML におけるオートファジーの役割は、抗がん剤暴露時の耐性の観点から研

究されてきた。mTOR 経路はオートファジーの活性を抑制するシグナル伝達経

路であるが、mTOR1/2 阻害剤への投与によって活性化したオートファジーが、

mTOR1/2 阻害による細胞死誘導効果を抑制しており、mTOR1/2 阻害剤とオート

ファジー阻害剤の併用により薬効が増強されることが、AML 細胞株および AML

患者由来細胞を用いた研究によって示されている 36。また、AML で高頻度にみ
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られる融合遺伝子である AML1-ETO を有する細胞株において、ヒストン脱アセ

チル化酵素（HDAC）阻害剤がオートファジーを活性化し、HDAC 阻害剤と CQ

とを併用することで薬効が増強されることが示されている 37。さらに、AraC 処

理によりオートファジーが活性化し、AraC によるアポトーシス誘導がオートフ

ァジー阻害剤によって増強されることが AML 細胞株を用いて示されている 38–

40。これらのことから、培養系においては、オートファジーは AML において各

種の抗がん剤への耐性を促進していることが示されている。しかしながら、オー

トファジーの活性および機能は細胞周辺の物理的あるいは生物学的な環境に強

く依存すると考えられており、実際の AML 患者の生体内でも培養条件下と同様

にオートファジーが抗がん剤への耐性を促進しているかどうかは詳細に検討さ

れていない。加えて、AML の治療においては、再発の原因となる LIC を除去す

ることが極めて重要であるが、細胞株を用いた研究では LIC におけるオートフ

ァジーの役割を解明することはできず、白血病進展時の LIC の維持や抗がん剤

暴露時におけるオートファジーの役割は明らかになっていない。 

 本研究では、in vivo の AML の病態、特に LIC の維持および薬剤耐性にオート

ファジーが与える影響を解析するため、MLL-ENL あるいは BCR-ABL/NUP98-

HOXA9 誘導性のマウス白血病モデルを用いた解析を実施した。 
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方法 

マウスの飼育、交配 

Atg5 遺伝子の第三エクソン両端に loxP サイトが挿入された Atg5flox/flox マウス 15、

Atg7 遺伝子の exon13 と exon14 との間のイントロンに loxP サイトが挿入された

Atg7flox/flox マウス 20 および LC3 と GFP の融合タンパク質を CAG プロモーター

制御によりほぼ全身の臓器で発現する GFP-LC3 マウス 41 は RIKEN BRC （日

本、筑波）より入手した。 ubiquitin C プロモーター制御により Cre-ERT2を発現

する Cre-ERT2 マウス 42は JAX（Bar Harbor, USA）より入手した。Atg5flox/flox あ

るいは Atg7flox/flox マウスを Cre-ERT2 マウスと交配し、得られた。Atg5flox/wt:Cre-

ERT2 マウスおよび Atg7flox/wt:Cre-ERT2 マウスをそれぞれ Atg5flox/flox マウスあるい

は  Atg7flox/flox マウスと交配することで、Atg5flox/flox:Cre-ERT2 マウスおよび

Atg7flox/flox:Cre-ERT2 マウスを得た。ジェノタイピングは表 1 に示したプライマー

を用いて実施した。野生型の C57BL/6J（8 - 12 週齢）および CD45.1 を発現する

C57BL/6-Ly5.1 マウス（8-12 週齢）は三協ラボサービス（日本、東京）より購入し

た。これらのマウスは東京大学疾患生命工学センターのガイドラインに従い飼

育され、すべての動物実験は、東京大学の動物実験委員会により承認された手法

により実施された。 
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白血病モデルマウス作製 

白血病モデルマウスは先行研究で用いられている手法を参考に作製した 43,44。具

体的には、レトロウイルスベクターである MSCV-MLL-ENL-IRES-GFP、MSCV-

MLL-ENL-IRES-Puro43、pGCDNsam-BCR-ABL1-IRES-GFP および pGCDNsam-

NUP98-HOXA9-IRES-KusabiraOrange を Plat-E 細胞 45へ polyethylenimine46を用い

てトランスフェクションし、16 時間後に培地を交換した。24 時間後の培養上清

を 0.45µm のフィルターでろ過することでウイルス上清を得た。野生型マウス、

Cre-ERT2 マウス、GFP-LC3 マウス、Atg7flox/floxマウス、Atg5flox/wt:Cre-ERT2マウス

および Atg7flox/wt:Cre-ERT2 マウスの骨髄より単核球を回収し、anti-CD117（c-Kit）

および AutoMacs（Miltenyi）を用いて c-Kit 陽性細胞をソートし、20% fetal bovine 

serum、1% penicillin streptomycin, 50 ng/mL recombinant human Interleukin（IL）-6, 

50 ng/mL  recombinant human TPO, 100 ng/mL mouse SCF および 20 ng/mL mouse 

Flt3L を含む MEMα （ナカライテスク: 日本、東京）に懸濁し、37 ºC 5% CO2条

件下で 24 時間培養した。レトロネクチン（タカラバイオ : 日本、大津）を添加

し一晩静置した 6 ウェル浮遊培養用プレートを 2% bovine serum albumin を含む

PBS で処理した後、ウイルス上清を加えて 2,000G で 2 時間遠心した。ウイルス

上清を除去し、PBS で洗浄後、c-Kit 陽性骨髄細胞をプレートに加えて 48 時間培

養した。培養後の細胞はフローサイトメーターにより遺伝子導入効率を確認し
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た。MSCV-MLL-ENL-IRES-GFP の導入効率は 5-15%程度、pGCDNsam-BCR-

ABL1-IRES-GFP の導入効率は 15-30%程度、pGCDNsam-NUP98-HOXA9-IRES-

KusabiraOrange の導入効率は 5%程度であった。得られた細胞を致死量放射線照

射（9.5 Gy）した雌 C56BL/6 マウスへ尾静脈より移植した。白血病を発症したマ

ウスは安楽死後に骨髄あるいは脾臓より単核球を回収し、凍結保存した。また、

凍結保存した白血病細胞 5×104 を 5.25 Gy の放射線を照射した C57BL/6 へ移植

することで、白血病二次移植マウスを作製した。 

 

マウスジェノタイピング 

尾の先端あるいは骨髄単核球からゲノム DNAを抽出し、polymerase chain reaction 

（PCR）によりジェノタイプを確認した。PCRは合計 10 μLの反応系で実施し、

鋳型としておよそ 10 ng のゲノム DNA を用い、表 1 に示すプライマーを終濃度

0.3 μM で使用した。Atg5 の野生型アレルと flox アレルの区別には exon3-1, 

check2 および short2 のプライマーセットを用いた。Atg5 の flox アレルと deleted

アレルの区別には 5L2, check2 および short2 のプライマーセットを用いた。Atg7

の野生型アレルと flox アレルの区別には Hind_Fw と Pst_Rv のプライマーセッ

トを用いた。Atg7 の flox アレルと deleted アレルの区別には Hind_Fw と Atg7 

_Rv2 のプライマーセットを用いた。polymerase として KOD Fx neo（TOYOBO）
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を用い、94ºC 2 分間の加熱処理の後、98ºC 10 秒間、55 ºC 30 秒間、68 ºC 2 分間

の処理を 30 回繰り返すことで DNA の増幅を行った。得られた PCR 産物は 1%

アガロースゲルで泳動した後、エチジウムブロマイドにより染色し、トランスイ

ルミネーターにより蛍光を検出した。 
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表 1、マウスジェノタイピング用プライマー 

Target Name Sequence 

Atg5 

exon3-1 5’-GAATATGAAGGCACACCCCTGAAATG-3’ 

check 2 5’-ACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGG-3’ 

short 2 5’-GTACTGCATAATGGTTTAACTCTTGC-3’ 

5L2 5’-CAGGGAATGGTGTCTCCCAC-3’ 

Atg7 

Hind-Fw 5’-TGGCTGCTACTTCTGCAATGATGT-3’ 

Pst-Rv 5’-CAGGACAGAGACCATCAGCTCCAC-3’ 

Atg7_Rv2 5'-TTAGCACAGGGAACAGCGCTCATGG-3' 

GFP-LC3 

GFP（LC3）

1 

5’-TCCTGCTGGAGTTCGTGACCG-3’ 

LC3*rc3 5’-TTGCGAATTCTCAGCCGTCTTCATCTCTCTCGC-3’ 

CRE-ERT2 

oIMR1084 5’-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC -3’ 

oIMR1085 5’-GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT-3’ 

マウスジェノタイピングに用いたプライマーの名称および DNA配列を表 1 に記

す。 
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薬剤投与 

in vivo での Atg5 あるいは Atg7 の欠損のため、peanut oil（Sigma, St. Louis, USA）

に溶解した tamoxifen（TAM, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA） 1 

mg/head を 1 日 1 回、5 日間、マウス腹腔内へ投与した。白血病マウスモデルに

おいては、移植後 7 日目から 11 日目に投与した。AraC（東京化学工業：日本、

東京）は PBS に溶解し、1 mg/head で 1 日 1 回、マウス腹腔内へ投与した。 

 

マウス白血病細胞の取得 

マウス骨髄細胞は以下の方法で取得した。マウスを安楽死後、脛骨、大腿骨およ

び腸骨から骨髄を取り出し、セルストレイナーにより細胞を分離した。得られた

細胞は 3.5 mL の PBS に懸濁し、15 mL 遠心管に入れた 3.5 mL の Histopaque-1083 

（Sigma）上に重層した。1,800 rpm、20 分間の遠心後、単核球を含む層を回収し

各種の実験に使用した。骨髄に含まれる細胞数は両足の脛骨、大腿骨および腸骨

由来の骨髄を、単核球分離後に血球計算盤により測定することで計測した。マウ

ス末梢血は、安楽死後に心採血することで得た。得られた末梢血は、PBS で希釈

し、骨髄細胞と同様に Histopaque-1083 上に重層して遠心して、単核球を得た。

赤血球が多く含まれる場合は、塩化アンモニウムを含む溶液に 5 分間懸濁する

ことで、赤血球を溶血して除去した。骨髄由来細胞との比較を実施する場合には、
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骨髄由来細胞にも同様の処理を行った。 

 

フローサイトメトリー   

分離した単核球は、3% FCS/PBS で希釈した抗体で染色した。用いた抗体のリス

トを表 2 に示す。細胞は染色後、3% FCS/PBS で洗浄し解析した。アポトーシス

解析は、染色後の細胞を annexin-V-APC（BioLegend, San Diego, USA）および DAPI

（1 µg/mL）と反応させて実施した。ミトコンドリア活性は MitoTrackerOrange 

CMTMRos（Life Technologies, Waltham, USA）により、活性酸素種は CellRox 

DeepRed（Life Technologies）により定量した。表面抗原を染色した 2 × 105の細

胞を洗浄後、1/2000 倍希釈した MitoTracker あるいは 1/500 倍希釈した CellRox

を含む 1× HBSS に懸濁し、37 ºC で 15 分静置した。染色後の細胞は、LSRII（BD 

Biosciences, San Jose, USA）により解析し、BD FACSAria（BD Biosciences）を用

いて分取した。データ解析は FlowJo software（TreeStar, Ashland, USA）により行

った。 
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表 1、フローサイトメトリー用抗体 

Epitope Clone Fluorophore Dilution Supplier 

Gr-1 RB6-8C5 Biotin 1:200 BioLegend 

CD11b M1/70 

Biotin 1:200 BioLegend 

APC 1:200 BioLegend 

PE 1:200 BD Biosciences 

B220 RA3-6B2 Biotin 1:200 BioLegend 

TER-119 TER-119 Biotin 1:200 BioLegend 

CD3 145-2C11 Biotin 1:200 BioLegend 

CD4 GK1.5 Biotin 1:200 BioLegend 

CD8a 53-6.7 Biotin 1:200 BioLegend 

CD127 A7R34 Biotin 1:200 BioLegend 

Sca-1 E13-161.7 PerCP-Cy5.5 1:200 BioLegend 

c-kit 2B8 

APC 1:200 BioLegend 

PE-Cy7 1:200 BD Biosciences 

CD45.1 A20 PerCP-Cy5.5 1:200 TONBO biosciences 

CD45.2 104 PE 1:200 BioLegend 

CD16/32 93 PE 1:200 BioLegend 
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CD34 RAM34 Alexa Fluor647 1:25 BD Biosciences 

streptavidin 

 

APC-Cy7 1:200 BioLegend 

PerCP-Cy5.5 1:200 BioLegend 

フローサイトメトリーに用いた抗体のクローン名および標識色素、希釈、メーカ

ー名を記す 
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コロニー形成アッセイ 

白血病マウスより GFP 陽性細胞を分取し、1% penicillin streptomycin を含む 1.2 

mL の Methocult GF M3434（Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada）に 1-3×

103 cells となるよう懸濁し、35 mm ディッシュに播種した。5 から 7 日後に形成

されたコロニー数を計測した。 

 

Limiting dilution 解析 

vehicle あるいは TAM 投与された白血病細胞マウスから GFP 陽性細胞を分取し、

3, 30, 300 および 3000 細胞を 5.25 Gy の放射線照射された C57BL/6 マウスへ移植

した。ホーミング能の解析として、移植 16 時間後の骨髄単核球を回収し、GFP

のキメラ率を測定した。 

 

SDS-PAGE, ウェスタンブロット 

細胞を 1× Laemmli Sample Buffer へ溶解し、100 ºC で 5 分間加熱することでサ

ンプルを調整した。5 から 15 μg のタンパク質をゲルへロードし、20 mA で 60

分間泳動した。LC3A 用として 15%アクリルアミドゲルを、その他のタンパク質

用として 10%アクリルアミドゲルを使用した。泳動後のゲルは 125 mA、120 分

間通電して PVDF 膜へ転写した。5% skim milk を含む TBS-T によりブロッキン
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グを 30 分間行った後、5% skim milk/TBS-T で希釈した一次抗体と 4 ºC で一晩反

応させた。一次抗体として、ATG5（rabbit, 1:1000, #8540）, ATG7（rabbit, 1:1000, 

#8558）, LC3A（rabbit, 1:1000, #4599）, および β-actin（rabbit, 1:2000, #4967）を

用いた。TBS-T により 5 分間 3 回の洗浄を行った後、5% skim milk/TBS-T で希

釈した二次抗体と室温で 45 分間反応させた。二次抗体として、HRP-conugated 

anti-rabbit IgG antibody（1:2000, #7074）を用いた。抗体はすべて Cell Signaling 

（Danvers, USA）より購入した。二次抗体との反応後、TBS-T により 5 分間 3 回

の洗浄を行った後、化学発光試薬と反応させ、化学発光を LAS3000（GE：

Buckinghamshire, England）により検出した。化学発光試薬として、Immunostar Zeta

あるいは Immunostar LD（和光：日本、大阪）を用いた。 

 

ライト・ギムザ染色 

白血病マウス由来骨髄細胞をスライドガラス状に塗布し、ライト液により 1 分

間染色した。スライドガラスをリン酸バッファーで洗浄後、ギムザ液により 10

分間染色した。水によりスライドガラスを洗浄し、細胞の形態を顕微鏡で観察し

た。 

 

電子顕微鏡 
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MLL-ENL 白血病マウスの骨髄および末梢血から分取した c-Kit-CD11b+細胞を

2% paraformaldehyde および 2% glutaraldehyde を含む 50 mM phosphate buffer（pH 

7.4）に懸濁し、4 ºC で 10 分間静置することで固定した。標本の作製と画像の撮

影は東海電子顕微鏡解析（日本、名古屋）にて実施された。 

 

統計解析 

箱ひげ図においては、箱の下辺および上辺はそれぞれデータの第 1 四分位数お

よび第 3 四分位数を示し、箱の中央線は中央値を示す。ひげは中央値より四分

位間 1.5 倍の範囲に存在するデータの最大値あるいは最小値を示す。また、点は

個別のデータを示す。2 群間の有意差は別途記載のない限り、unpaired two-tailed 

Student’s t-test により検定した。LIC の頻度は Poisson distribution により評価し

た。生存曲線の検定には log-rank test を用いた。P 値が 0.05 未満の場合に有意で

あると判定した。データ解析は R（http://www.R-project.org）を用いて実施した。 
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結果 

オートファジー欠損によりマウス MLL-ENL 白血病の進行が遅れる 

 AML の進展におけるオートファジーの重要性を明らかにするため、Atg5ある

いは Atg7を白血病細胞において誘導性に欠損可能なマウス MLL-ENL モデルを

以下の方法で作製した。まず、Atg5flox/floxマウスあるいは Atg7flox/floxマウスを Cre-

ERT2 マウスと交配して作製した Atg5flox/flox:Cre-ERT2 あるいは Atg7flox/flox:Cre-ERT2 

のジェノタイプを持つマウスからそれぞれ骨髄細胞を分取し、レトロウイルス

ベクターにより MLL-ENL-GFP を導入し、致死量放射線照射をうけた野生型マ

ウスへ移植した。MLL-ENL-GFP 陽性の細胞を移植されたマウスは 2 から 3 週間

で骨髄性白血病を発症し、白血病マウスの骨髄および脾臓から得られた細胞を

別の野生型マウスへ二次移植した場合、移植を受けたマウスは一次移植と類似

した性質をもつ白血病を発症した。Atg5flox/flox:Cre-ERT2 あるいは Atg7flox/flox:Cre-

ERT2 のジェノタイプを持つ MLL-ENL 白血病細胞を二次移植マウスへ移植する

ことで白血病を発症させたマウスを、それぞれ以下、Atg5flox/flox:Cre-ERT2 白血病

マウスあるいは Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスと呼ぶ。Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血

病マウスあるいは Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスに tamoxifen（TAM）を投与す

ることで、マウス骨髄中に存在する白血病細胞内において、loxP 配列に挟まれ

たゲノム上の領域が高効率に除去されることが genomic PCR により確認された
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（図 1-A-C）。さらに、TAM の投与により Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスにお

いては ATG5 の、Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスにおいては ATG7 のタンパク

質発現が減少することがウェスタンブロットにより確認された（図 1-D）。以下、

TAM の投与により白血病細胞において ATG5 あるいは ATG7 の発現が低下して

いるマウスをそれぞれ Atg5Δ/Δ白血病マウスあるいは Atg7Δ/Δ白血病マウスと記載

する。LC3A は隔離膜の形成の際に ATG5 や ATG7 の働きにより膜上の

phosphatidylethanolamine に共有結合するタンパク質であり、非膜結合型 LC3A

（LC3A-I）と膜結合型 LC3A（LC3A-II）では SDS-PAGE 上で移動度が異なるこ

とが知られている。ウェスタンブロットによって検出された LC3A-II シグナル

強度はオートファジー活性の指標として広く用いられている 11。TAM 投与によ

り、Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスおよび Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスいず

れにおいても、LC3A-II の量が顕著に低下しており、TAM による ATG5 あるい

は ATG7 の発現低下の結果、オートファジー活性が抑制されていることが確認

された（図 1-D）。次に、オートファジー活性の抑制が白血病マウスの生存に与

える影響を調べたところ、Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスおよび Atg7flox/flox:Cre-

ERT2 白血病マウスは TAM 投与によって生存が有意に延長することが明らかと

なった（Atg5Δ/Δ: median = 29 days vs. Atg5flox/flox: median = 25 days; Atg7Δ/Δ: median = 

23 days vs. Atg7flox/flox: median = 20 days） （図 1-E,F）。同時に、TAM 投与によっ



26 

 

てAtg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスの骨髄の細胞数が減少していることが明らか

となった（図 1-G）。この時、骨髄における GFP 陽性の白血病細胞のキメラ率や

脾臓重量については有意な差は検出できなかった（図 1-H,I）。 

 以上から、TAM 投与によってオートファジーの活性を白血病細胞中で抑制す

ることが可能なマウスモデルを作製し、MLL-ENL 白血病マウスモデルにおいて

オートファジー活性を抑制すると、白血病の進行が抑制されることが明らかと

なった。 



27 

 

 

図 1 オートファジー欠損によりマウス MLL-ENL 白血病の進行が遅れる 

（A）Atg5 のターゲティングおよびジェノタイピングの模式図。黒矢尻はプラ

イマーの位置を示す。（B）Atg7 のターゲティングおよびジェノタイピングの模
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式図。黒矢尻はプライマーの位置を、緑の四角は Atg7 cDNA のうち 1786-2097

番目のアミノ酸に相当する配列を、赤の四角は Atg7 cDNA のうち 1669-1698 番

目のアミノ酸に相当する配列に終止コドンを付加したものをそれぞれ示す。

（C）TAM 投与 7 日後の Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスおよび Atg7flox/flox:Cre-

ERT2白血病マウスより骨髄単核球を回収し、ゲノム PCR により各遺伝子の

loxP 配列で挟まれた領域が欠失していることを確認した。（D）TAM 投与 7 日

後の Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスおよび Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスよ

り骨髄単核球を回収し、ウェスタンブロットにより ATG5, ATG7, LC3A の発現

を解析した。β-actin はローディングコントロールとして用いた。（E） 

Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスの生存曲線（各群 n = 12）。p 値は log-rank test

により計算した。（F）Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスの生存曲線（各群 = 

15）。p 値は log-rank test により計算した。（G）TAM 投与 7 日後の

Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスの骨髄の細胞数を計測した（各群 n = 13）。箱

ひげ図においては、箱の下辺および上辺はそれぞれデータの第 1 四分位数およ

び第 3 四分位数を示し、ひげは中央値より四分位間 1.5 倍の範囲に存在するデ

ータの最大値あるいは最小値を示す。また、点は個別のデータを示す。（H） 

TAM 投与 7 日後の Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスの骨髄単核球における GFP

陽性率をフローサイトメーターで定量した（vehicle 群 n = 13, TAM 群 n = 

18）。（I）TAM 投与 7 日後の Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスの脾臓重量

（vehicle 群 n = 14, TAM 群 n = 18）。*P < 0.05, ***P < 0.001, ns: not significant。

ウェスタンブロットを除くすべてのデータは、一回当たり 1 から 4 匹のマウス

を用い、独立した 3 回以上の実験の結果を示している。 
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Atg7 の欠失は細胞死を伴って leukemia-initiating cells（LIC）を減少させる 

 より詳細に MLL-ENL 白血病マウスにおけるオートファジーの役割を調べる

ために、白血病モデルマウスにおける LIC の頻度を測定した。MLL-ENL マウス

モデルにおいては、LIC は lineage-c-Kit+Sca1-CD34+CD16/32+（L-GMP 分画）およ

び lineage-c-Kit+（LK 分画）に濃縮していることが明らかとなっている 47,48。

Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウスより骨髄単核球を取得しフローサイトメトリー

により解析したところ、vehicle 群と比較して TAM 群では LK および L-GMP の

頻度が有意に減少していた（図 2-A-C）。また、Atg5flox/flox:Cre-ERT2白血病マウス

に TAM を投与した場合でも同様に LK および L-GMP 分画の頻度が減少する結

果が得られた（図 2-D, E）。以上から、MLL-ENL 白血病マウスモデルにおいて

LIC の維持にオートファジーの活性が必要であることが示唆された。Atg5Δ/Δ 

MLL-ENL マウスと Atg7Δ/Δ MLL-ENL マウスの生存および LIC の維持に関する

表現型が同様であったことから、以後の解析は一部を除き Atg7Δ/Δ MLL-ENL マ

ウスに絞って実施した。 

 正常造血幹細胞においてオートファジーは、ミトコンドリアを分解すること

でミトコンドリア量を低く維持し、活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）の

産生を抑制することで、幹細胞性を維持していることが示されている 25,49。MLL-

ENL 白血病の LIC でも同様にオートファジーがミトコンドリア分解と ROS の
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産生抑制に関与するかどうかを検討した。Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウスに

TAM を投与した後、LIC におけるミトコンドリア活性を MitoTracker Orange に

より定量したところ、LK 分画において vehicle 群と比較してミトコンドリア活

性が高い細胞集団の頻度が増加していた（図 2-F, G）。一方、同一のマウス骨髄

内において、lineage+で定義される比較的分化した細胞群においては、Atg7の欠

損はミトコンドリア活性には影響を及ぼさないことが判明した（図 2-F, G）。ROS

の産生についても同様に、CellRox DeepRed により Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マ

ウス骨髄における ROS 産生を定量したところ、LK 分画においてのみ TAM 投与

によって ROS を多く産生している細胞集団の頻度が増加していたが、lineage+分

画においては TAM 投与による ROS 産生増加は検出できなかった（図 2-H, I）。

以上のことから、オートファジーは MLL-ENL 白血病マウスにおいて、LIC にお

いてミトコンドリア分解および ROS 産生の抑制を行っていることが明らかとな

った。 

 次に、オートファジー活性の低下が MLL-ENL 白血病マウスの LIC の生存お

よび細胞周期に与える影響を検証した。Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウスの骨髄

単核球を annexin-V および DAPI により染色してアポトーシスの状態を解析した

ところ、TAM を投与されたマウスの LK 分画において、annexin-V+DAPI+で示さ

れる細胞死を起こしている細胞の頻度が、vehicle 群と比較して増加しているこ
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とが示された（図 2-J, K）。この時、lineage+分画では細胞死の増加は確認されな

かった（図 2-J, K）。Atg5Δ/Δ MLL-ENL マウスでも同様に、vehicle 群と比較して

LK 分画のみで細胞死が増加していることが判明した （図 2-J, L）。 

 以上のことから、オートファジーは MLL-ENL 白血病マウスの LIC において、

ミトコンドリア活性の抑制および ROS 産生抑制に必要であることが明らかとな

った。加えて、LIC の生存を保護することで LIC の頻度を維持していることが

示された。 
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図 2Atg7 の欠失は細胞死を伴って leukemia-initiating cells（LIC）を減少させる 

（A）vehicle あるいは TAM の投与 7 日後における Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マ

ウス骨髄中の L-GMP（GFP+Lin-c-Kit+Sca-1-CD34+CD16/32+）および LK（GFP+Lin-

c-Kit+）のフローサイトメトリー解析の典型例。（B）Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マ

ウス骨髄中における LK 分画の頻度の定量値をプロットした。vehicle 群, n = 10 : 

TAM 群, n = 11。（C）Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マウス骨髄中における L-GMP の
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頻度（vehicle 群, n = 10: TAM 群, n = 11）および両足骨髄に含まれる L-GMP の数

（vehicle 群, n = 6: TAM 群, n = 7）をプロットした。（D, E）Atg5flox/flox ML-ENL 白

血病マウス骨髄中における LK 分画（D）および L-GMP 分画（E）の頻度の定量

値をプロットした。vehicle 群, n = 6 : TAM 群, n = 7。（F）vehicle あるいは TAM

の投与 7 日後の Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マウス骨髄中 LK 分画および lineage+

分画での Mitotracker Orange 染色の典型例。（G）Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マウ

スの骨髄中 LK 分画および lineage+分画における Mitotracker Orange シグナル値

をプロットした。シグナル値として、それぞれのサンプルの geometrical mean 

fluorescence intensity（MFI）を vehicle 群の MFI の平均値で割った値を用いた。

vehicle 群, n = 6 : TAM 群, n = 7。（H）vehicle あるいは TAM の投与 7 日後の

Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マウス骨髄中 LK 分画および lineage+分画での CellRox 

DeepRed 染色の典型例。（I）Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マウスの骨髄中 LK 分画

および lineage+分画における CellRox DeepRed シグナル値をプロットした。シグ

ナル値として、それぞれのサンプルの MFI を vehicle 群の MFI の平均値で割っ

た値を用いた。vehicle 群, n = 6 : TAM 群, n = 7。（J）vehicle あるいは TAM の投

与 7 日後の Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マウス骨髄中 LK 分画および lineage+分画

での Annexin V および DAPI 染色の典型例。 （K, L）Atg7flox/flox ML-ENL 白血病

マウス（J）および Atg5flox/flox ML-ENL 白血病マウス（K）の骨髄中の LK 分画お

よび lineage+分画における annexin-V 陽性あるいは DAPI 陽性細胞の頻度をプロ

ットした。vehicle 群, n = 6 : TAM 群, n = 7。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns: 

not significant。結果はすべて、それぞれ 1 から 4 匹のマウスを用いて行われた独

立した 3 回以上の実験で得られたデータを総合したものである。 
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TAM および Cre-ER の活性化それ自身は MLL 白血病マウスの生存および LIC

の頻度に影響を与えない 

 Cre-ER を持たないマウスへの TAM 投与により正常造血幹細胞の増殖能が亢

進すること、JAK2 活性化型変異を持つ骨髄増殖性腫瘍モデルマウスにおいて

TAM の投与が腫瘍細胞の細胞死を誘導すること、および MLL-AF9 マウス白血

病モデルにおいて TAM の投与が抗がん剤による治療効果を高めることが示さ

れており、TAM 自身が遺伝子発現を変化させる等により造血系細胞の生存、機

能に影響を及ぼすことが知られている 50。加えて、Cre-ER の活性化は、ゲノム

上に存在する loxP 様の配列を切断することで、特に未分化な造血系細胞に対し

て細胞障害活性を有することが示されている 51。これらの TAM-Cre-ER 系を用

いることにより生じる人工的な影響を検証し、オートファジー欠損による影響

を評価するために、Cre-ER を持たない Atg7flox/flox ML-ENL 白血病マウス

（Atg7flox/flox:Cre-白血病マウス）および Cre-ER を持つ Atg5 および Atg7 野生型の

マウス（Cre-ER 白血病マウス）を用いた検証を実施した。まず、Atg5flox/flox:Cre-

白血病マウスおよび Atg7flox/flox:Cre-白血病マウスに TAM を投与して生存期間へ

及ぼす影響を調べたが、いずれのマウスモデルにおいても TAM の投与による生

存期間の延長は確認されなかった（図 3-A, B）。また、TAM を投与された

Atg7flox/flox:Cre-白血病マウスにおいて、L-GMP の頻度が減少することはなかった
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（図 3-C）。次に、Cre-ER の活性化による影響を検証するため Cre-ER 白血病マ

ウスに TAM を投与して Cre-ER の活性化を誘導したが、L-GMP の頻度減少は確

認されなかった（図 3-D）。 

 以上のことから、Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスおよび Atg5flox/flox:Cre-ERT2白

血病マウスに TAM を投与した際に観察された表現型は、TAM 自身あるいは Cre-

ER の活性化によって引き起こされたものではなく、オートファジーの活性低下

によって引き起こされたものであることが確認された。 
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図 3TAM および Cre-ER の活性化それ自身は MLL 白血病マウスの生存および

LIC の頻度に影響を与えない （A, B）vehicle あるいは TAM 投与をうけた

Atg5flox/flox:Cre-白血病マウス（A）および Atg7flox/flox:Cre-白血病マウス（B）の生存

曲線。 各群それぞれ 4 から 6 匹のマウスを使用。P 値は log-rank test により計算

した。（C）Atg7flox/flox:Cre-白血病マウス骨髄中における L-GMP 分画の頻度の定量

値をプロットした。vehicle 群, n = 6 : TAM 群, n = 7。（D）Cre-ER 白血病マウス骨

髄中における L-GMP 分画の頻度の定量値をプロットした。vehicle 群, n = 6 : TAM

群, n = 6, ns: not significant。 

  



37 

 

Atg7 を欠損した MLL-ENL LIC は造白血病能が低下した 

 LIC の機能的側面におけるオートファジーの役割をさらに詳細に検証するた

め、Atg7Δ/Δ MLL-ENL マウス由来の LIC の白血病再構築能をコロニー形成アッ

セイおよび三次移植における造白血病能により評価した（図 4-A）。TAM を投与

した Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウス由来の骨髄 GFP 陽性細胞をセルソーター

で分取して半固形培地上へ播種したところ、vehicle 投与群と比較して in vitro で

のコロニー形成能が低下していることが判明した（図 4-B）。次に、in vivo にお

ける造白血病能評価のため、二次移植において TAM を投与した Atg7flox/flox:Cre-

ERT2白血病マウス由来の骨髄 GFP 陽性細胞の三次移植を実施した。まず、移植

直後の骨髄へのホーミング能にオートファジーの欠損は影響を与えないことを、

移植 16 時間後の骨髄における GFP 陽性細胞の頻度が二次移植における TAM 投

与によって変化しないことを確認した （図 4-C, D）。次に、二次移植において

vehicle あるいは TAM を投与した Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウス由来の骨髄

GFP 陽性細胞を、移植細胞数を 3 個から 3000 個の間で変化させながら移植し、

各移植細胞数において白血病が再構築されるマウスの割合を測定することによ

り、骨髄 GFP 陽性細胞中の LIC の頻度を推定した。その結果、Atg7 の欠損によ

り LIC の頻度が有意に減少することが示された（Atg7flox/flox vs. Atg7Δ/Δ, 1:46 vs. 

1:301）（図 4-E, F）。 
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 以上のことから、オートファジーは MLL-ENL 白血病において、機能的な LIC

の維持に必要であることが示唆された。 
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図 4 Atg7 を欠損した MLL-ENL LIC は造白血病能が低下した 

 （A）LIC の機能評価を目的とした実験の概要図。（B）vehicle あるいは TAM を

投与した Atg7 flox/flox MLL-ENL マウスの骨髄より GFP 陽性細胞を分取し、1,000

個の細胞を in vitro で半固形培地に播種して 1 週間後に生じたコロニー数を計測

し、プロットした。vehicle 群, n = 5: TAM 群, n = 6。（C）vehicle あるいは TAM を

投与した Atg7 flox/flox MLL-ENL マウスの骨髄由来 GFP 陽性細胞を 3 次レシピエン

トマウスへ移植し、16 時間後の骨髄における GFP 陽性率をフローサイトメータ

ーで解析した典型例。（D）移植 16 時間後の骨髄 GFP 細胞頻度の定量値。各群 n 

= 7。（E）vehicle あるいは TAM を投与した Atg7 flox/flox MLL-ENL マウスの骨髄よ

り GFP 陽性細胞を分取し、3, 30, 300 あるいは 3000 個ずつ 3 次レシピエントマ

ウスへ移植した際の生存曲線。各群 4 から 8 匹のマウスを使用した。（F）移植

細胞数ごとに、移植 6 週間後のマウスの生存率をプロットした。Poisson statistical 
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analysis により白血病マウス骨髄中の LIC の頻度を推定したところ、vehicle 群で

は 1:46 （95%信頼区間 1:18 - 115）, TAM 群では 1:301（95%信頼区間 1:126-718）

であり、P = 0.0002 であった。**P < 0.01, ns: not significant。 
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MLL-ENL 白血病において、末梢血白血病細胞はオートファジーに依存して生

存している 

 次に末梢血白血病細胞に着目して解析を行ったところ、Atg5Δ/Δ および Atg7Δ/Δ 

MLL-ENL 白血病マウスにおいて、末梢血の白血球数は vehicle 群と比較して顕

著に減少していることが判明した（図 5-A）。骨髄における白血病細胞数はオー

トファジー欠損によって大きな影響を受けないことから（図 1-E）、末梢血と骨

髄の環境の違いが白血病細胞のオートファジーに対する依存性を変化させてい

るという仮説を立てた。そこで、Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウスおよび

Atg5flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウスに TAM を投与した際のアポトーシス誘導の程

度に骨髄由来白血病細胞と末梢血由来白血病細胞で違いがあるかどうかを検証

した。末梢血と骨髄での白血病細胞の分化段階の違いによるバイアスをなくす

ため、末梢血あるいは骨髄から取得した白血病細胞を c-Kit および CD11b によ

り染色し、c-Kit 陽性分画と c-Kit 陰性分画のそれぞれで比較を行った（図 5-B）。

その結果、TAM による Atg5 および Atg7 の欠損は、c-Kit の発現にかかわらず、

末梢血においてのみアポトーシスを誘導し、骨髄における c-Kit 陽性あるいは c-

Kit 陰性の細胞の大多数には影響を与えないことが判明した（図 5-C-E）。次に、

末梢血における LIC のオートファジーへの依存性を検証するため、TAM を投与

した Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウスの末梢血から GFP 陽性白血病細胞を分取
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し、in vitro および in vivo における LIC の機能を評価した。その結果、Atg7Δ/Δ 

MLL-ENL 白血病マウスの末梢血白血病細胞は in vitro でのコロニー形成能が

vehicle 投与群と比較して有意に低下していることが判明した（図 5-F）。さらに、

TAM を投与された Atg7flox/flox:Cre-ERT2 白血病マウスの末梢血白血病細胞を野生

型マウスへ移植すると、vehicle 群を投与されたものと比較して白血病発症まで

の期間が有意に延長することが示され （図 5-G）、MLL-ENL 白血病マウスの末

梢血に存在するLICの機能はオートファジーに依存していることが示唆された。 

 以上のことから、MLL-ENL 白血病マウスにおいて、末梢血に存在する白血病

細胞は骨髄白血病細胞と異なり、分化段階にかかわらずオートファジーに依存

して生存していることが判明した。 
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図 5MLL-ENL 白血病において、末梢血白血病細胞はオートファジーに依存して

生存している （A）Atg5Δ/Δ MLL-ENL 白血病マウスおよび Atg7Δ/Δ MLL-ENL 白

血病マウスの末梢血白血球数を移植後図に示された時点で計測し、プロットし

た（mean± SD）。各群 7 匹以上のマウスを用いた。P 値は Welch's t-test により計

算した。（B）MLL-ENL 白血病マウスの末梢血における c-Kit および CD11b 染色

の典型例。c-Kit の陰性と陽性でそれぞれ解析を行った。（C）vehicle あるいは TAM

を投与されたAtg7flox/flox MLL-ENL白血病マウスの骨髄あるいは末梢血中の c-Kit-

CD11b+細胞での annexin-V および DAPI 染色の典型例。（D）Atg7flox/flox MLL-ENL

白血病マウスの骨髄あるいは末梢血中の annexin-V 陽性あるいは DAPI 陽性の分

画の頻度をプロットした。各群 6 から 9 匹のマウスを用いた。（E）Atg5flox/flox MLL-
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ENL 白血病マウスの骨髄あるいは末梢血中の annexin-V 陽性あるいは DAPI 陽

性の分画の頻度をプロットした。各群 6 から 9 匹のマウスを用いた。（F）GFP+

細胞を vehicle あるいは TAM を投与した Atg7flox/flox MLL-ENL 白血病マウスの末

梢血より分取し、半固形培地へ播種して生じたコロニー数の相対値をプロット

した。各群 n = 4。（G）GFP+細胞を vehicle あるいは TAM を投与した Atg7flox/flox 

MLL-ENL 白血病マウスの末梢血より分取し、野生型マウスへ移植した際の生存

曲線。各群 9 匹のマウスを使用し、P 値は log-rank test により計算した。*P < 0.05, 

**P < 0.01, ns: not significant。 結果はすべて、それぞれ 1 から 4 匹のマウスを用

いて行われた独立した 3 回以上の実験で得られたデータを総合したものである。 
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TAM 投与あるいは Cre-ER の活性化それ自身は末梢血白血病細胞の生存に影響

しない 

 TAM 投与それ自身が末梢血白血病細胞に与える影響を検証するため、

Atg5flox/flox:Cre-白血病マウスあるいは Atg7flox/flox:Cre-白血病マウスへ TAM を投与

し、末梢血の白血病細胞の表現型を解析した。その結果、Atg5flox/flox:Cre-白血病マ

ウスあるいは Atg7flox/flox:Cre-白血病マウスへ TAM の投与を行った場合は末梢血

の白血球数が減少しないことが明らかとなった（図 6-A, B）。さらに、

Atg5flox/flox:Cre-白血病マウスあるいは Atg7flox/flox:Cre-白血病マウスにおいては、

TAM の投与を行っても末梢血中白血病細胞でのアポトーシスの誘導が起こらな

いことが判明した（図 6-C, D）。次に、Cre-ER の活性化が末梢血白血病細胞に与

える影響を検証したところ、Cre-ER 白血病マウスにおいて TAM の投与は末梢

血白血病細胞のアポトーシスを誘導しないことが示された （図 6-E）。 

 以上のことから、Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスおよび Atg5flox/flox:Cre-ERT2白

血病マウスに TAM を投与した際に観察された末梢血細胞の減少とアポトーシ

スの増加は、TAM や Cre-ER による人工的な影響ではなく、オートファジーの活

性低下によるものであることが確認された。 
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図 6 TAM 投与あるいは Cre-ER の活性化それ自身は末梢血白血病細胞の生存に

影響しない （A, B）Atg5flox/flox:Cre-白血病マウス（A）あるいは Atg7flox/flox:Cre-白

血病マウス（B）に vehicle あるいは TAM を投与した後、移植後の図に示す時点

で末梢血白血病細胞数を計測し、プロットした（mean ± SD）。各群 4 から 12 匹

のマウスを使用した。（C, D）vehicle あるいは TAM の投与 7 日後における

Atg5flox/flox:Cre-白血病マウス（C）あるいは Atg7flox/flox:Cre-白血病マウス（D）の骨

髄あるいは末梢血中の c-Kit-CD11b+細胞における annexin-V 陽性または DAPI 陽

性細胞の頻度をプロットした。各群 6 から 7 匹のマウスを使用した。（E）vehicle

あるいは TAM を投与された Cre-ER 白血病マウスの骨髄あるいは末梢血中の c-

Kit-CD11b+細胞における annexin-V 陽性または DAPI 陽性細胞の頻度をプロット

した。各群 6 匹のマウスを使用した。ns: not significant。 
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白血病細胞では末梢血中においてオートファゴソーム数の増加がみられる 

 末梢血白血病細胞で確認されたオートファジーへの依存性が、オートファジ

ーの活性化を伴っているかを検証するため、末梢血の白血病細胞におけるオー

トファジーの活性を調べた。そのために、まず、MLL-ENL 白血病マウスの骨髄

および末梢血から c-Kit 陰性 CD11b 陽性の白血病細胞を分取し、ウェスタンブ

ロットにより LC3A の phosphatidylethanolamine（PE）の結合を定量した。その結

果、末梢血中の白血病細胞では骨髄中の白血病細胞と比較して LC3-II のシグナ

ルが高いことが示され（図 7-A, B）、末梢血の白血病細胞中には骨髄の白血病細

胞中と比較してより多くのオートファゴソームが存在していることが示唆され

た。その結果をより直接的に確認するため、MLL-ENL 白血病マウスから分取し

た末梢血白血病細胞と骨髄白血病細胞を電子顕微鏡により撮影し、断面上にオ

ートファゴソーム数を計測した。その結果、末梢血白血病細胞は骨髄中の白血病

細胞と比較して、一細胞あたりのオートファゴソーム数が多いことが明らかと

なった（図 7-C, D）。次に、オートファジー活性をより詳細に解析するため、GFP-

LC3 トランジェニックマウスを用いた検証を実施した 41。GFP-LC3 はオートフ

ァジーにより分解される基質であり、オートファジーの活性化に伴って GFP の

発現強度が低下することが知られている 52。GFP-LC3 トランスジェニックマウ

ス（CD45.2 を発現）を用いて MLL-ENL 白血病マウスモデルを作製して骨髄単
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核球を回収し、放射線照射を行った CD45.1 を発現する正常マウスへ二次移植を

行った。二次移植マウスにおいて、骨髄および末梢血中の CD45.2 を発現する白

血病細胞における GFP-LC3 の発現強度を比較した。その結果、c-Kit 陽性 CD11b

陽性および c-Kit 陰性 CD11b 陽性の両分画において、GFP-LC3 の発現強度は末

梢血由来白血病細胞の方が骨髄由来細胞と比較して低かった（図 7-E-G）。 

 これらの結果から、MLL-ENL マウス白血病モデルにおいて、末梢血中に存在

する白血病細胞内には骨髄の白血病細胞内と比較して、より多数のオートファ

ゴソームが存在していることが示された。かつ、GFP-LC3 を用いた検証の結果

から、末梢血白血病細胞中ではオートファジーの過程が停止しているわけでは

なく、むしろ基質の分解が亢進していることが示された。以上の結果は、末梢血

白血病細胞においてオートファジーが活性化しているという考えを支持するも

のである。 
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図 7 白血病細胞では末梢血中においてオートファゴソーム数の増加がみられる 
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（A）MLL-ENL白血病マウスの骨髄および末梢血の c-Kit-CD11b+細胞を分取し、

ウェスタンブロットにより LC3A-I および LC3A-II の発現を解析した典型例。

（B）MLL 白血病マウスの骨髄および末梢血 c-Kit-CD11b+細胞における LC3A-II

シグナルの相対値をプロットした。相対値は、各サンプルにおける LC3A-II シグ

ナル値を β-actin のシグナル値で割った値の、同一回の実験における骨髄サンプ

ル値に対する比率として計算した（n = 5, mean ± SD）。（C）MLL-ENL 白血病マ

ウスの骨髄および末梢血の c-Kit-CD11b+細胞の電子顕微鏡解析の典型例。透過型

電子顕微鏡 JEM-1400Plus（JEOL Ltd., Tokyo, Japan）により撮影し、デジタル画

像は CCD camera（VELETA; Olympus Soft Imaging Solutions, Germny）により得ら

れた。白矢印はオートファゴソームを示す。（D）2 匹のマウスより得られた 100

細胞の電子顕微鏡画像に存在するオートファゴソームを計測し、細胞あたりに

含まれるオートファゴソーム数をプロットした。P 値は Wilcoxon rank sum test に

より計算した。（E）GFP-LC3 MLL-ENL 白血病マウスの骨髄および末梢血の

CD11b/c-Kit 染色の典型例。（F, G）GFP-LC3 MLL-ENL 白血病マウスの骨髄およ

び末梢血の CD11b+c-Kit- （F）および CD11b+c-Kit+（G）細胞における GFP-LC3

シグナルのヒストグラムの典型例と定量値。GFP-LC3 の定量は geometric mean 

fluorescent intensity を用いた。各群 8 匹のマウスを用いた。P 値は Student's paired 

t-test により計算した。*P < 0.05, **P < 0.01。結果はすべて、それぞれ 1 から 3 匹

のマウスを用いて行われた独立した 3 回以上の実験で得られたデータを総合し

たものである。 
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末梢血でのオートファゴソーム数増加は細胞非自律的に起こる 

 末梢血白血病細胞で見られたオートファゴソーム数の増加および GFP-LC3 の

発現低下が細胞自律的かどうかを検証するために、分取した骨髄および末梢血

由来の白血病細胞の ex vivo 培養を実施した。その結果、分取直後の解析では末

梢血白血病細胞において LC3A-II の発現が骨髄由来細胞と比較して亢進してい

ることが確認されたが、ex vivo 培養により末梢血由来と骨髄由来の細胞間で

LC3A-II の発現に差がなくなることが確認された（図 8-A）。加えて、GFP-LC3 

MLL-ENL 二次移植マウスの末梢血白血病細胞を別のマウスへ三次移植した場

合、移植後に構築された白血病においても、末梢血白血病細胞は骨髄白血病細胞

よりも低い GFP-LC3 発現を示すことが明らかとなった（図 8-B, C）。すなわち、

二次移植マウスにおいて末梢血で GFP-LC3 の発現が低下していた白血病細胞は、

三次移植マウスの骨髄へ移動すると GFP-LC3 の発現が回復することが示唆され

た。 

 以上のことから、末梢血白血病細胞でみられたオートファゴソーム数増加は

細胞非自律的であり、末梢血環境が白血病細胞内のオートファゴソーム数を増

加させていることが示唆された。 
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図 8 末梢血でのオートファゴソーム数増加は細胞非自律的に起こる （A）MLL-

ENL 白血病マウスの骨髄および末梢血より c-Kit-CD11b+細胞を分取し、2 時間の

培養後に回収して LC3A のウェスタンブロットを行った結果の典型例。（B）GFP-

LC3 白血病マウスの末梢血より白血病細胞を分取し、野生型 3 次レシピエント

マウスへ移植した。（C）GFP-LC3 白血病マウスの末梢血細胞を移植したマウス

の骨髄および末梢血 c-Kit-CD11b+細胞における GFP-LC3 発現をフローサイトメ

トリーにより定量し、MFI をプロットした（n = 5）。P 値は Student's paired t-test

により計算した。**P < 0.01。結果はすべて、それぞれ 1 から 3 匹のマウスを用

いて行われた独立した 3 回以上の実験で得られたデータを総合したものである。 
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分化した正常骨髄球系細胞は末梢血中においてオートファジーへの依存性を示

さない 

 正常造血において、オートファジーはミトコンドリア除去を介した赤血球の

成熟や T 細胞の増殖に重要な役割を果たしていることが先行研究により示され

ている 53–56。マウス MLL 白血病においては、末梢血白血病細胞はオートファジ

ーへの高い依存性を示すことが本研究により判明したため、正常の骨髄球系細

胞が末梢血中でオートファジーへ依存しているかどうかを検証した。そのため、

MLL-ENL 白血病ではない Atg7flox/flox:Cre-ERT2マウス（非白血病マウス）へ TAM

を投与して Atg7 を欠損させ、表現型を解析することで検証した（図 9-A）。非白

血病マウスへ TAM を投与したところ、白血病マウスとは異なり、白血球数の減

少は確認できなかった（図 9-B）。加えて、白血病マウスで見られたような末梢

血の c-Kit+CD11b+細胞におけるアポトーシスの増加も、正常マウスでは確認でき

なかった（図 9-C）。なお、骨髄の c-Kit+CD11b+細胞においても Atg7 の欠損によ

るアポトーシスへの影響は確認されなかった（図 9-C）。これらのことから、末

梢血の正常骨髄球系細胞の生存は、MLL-ENL 白血病の場合とは異なり、オート

ファジーに依存しないことが明らかとなった。 

 次に、末梢血中の正常骨髄球系細胞におけるオートファジーの活性を LC3Aの

ウェスタンブロットおよび GFP-LC3 のフローサイトメトリーにより測定した。
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その結果、野生型マウスにおける c-Kit 陰性 CD11b 陽性細胞は、MLL-ENL 白血

病マウスの場合とは対照的に、末梢血において骨髄の同一分画と比較して

LC3A-II の発現が低かった（図 9-D）。また、白血病でない GFP-LC3 マウスの末

梢血と骨髄の細胞で GFP-LC3 の発現を、骨髄移植を行わない状態で比較したと

ころ、c-Kit-CD11b+においては骨髄と末梢血で有意な GFP-LC3 発現量の差はな

く、c-Kit+CD11b+では末梢血由来細胞の方が GFP-LC3 の発現は高かった（図 9-

E）。これらのことから、MLL-ENL 白血病マウスの場合とは異なり、正常骨髄球

系細胞は末梢血中でオートファジーを活性化しているということはないことが

示された。 

 以上のことから、正常マウスにおいては末梢血の骨髄球系細胞は少なくとも

短期間の生存はオートファジーに依存しておらず、末梢血での高いオートファ

ジー依存性は MLL-ENL 白血病細胞に特異的なものであることが判明した。 
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図 9 分化した正常骨髄球系細胞は末梢血中でもオートファジーへの依存性を示

さない （A）MLL-ENL を持たない Atg7flox/flox:Cre-ERT2 マウスによる実験の概要

図。（B）vehicle あるいは TAM を投与 7 日後の非白血病マウス（non-leukemic）

マウスから末梢血を回収し、白血球数を計測した。vehicle 群, n = 5: TAM 群, n = 

4。（C）vehicle あるいは TAM を投与 7 日後の非白血病マウスから骨髄および末

梢血を回収し、c-Kit+CD11b+分画における annexin-V あるいは DAPI 陽性細胞の

頻度をフローサイトメーターにより計測した（各群 n = 5）。（D）正常野生型マ

ウスおよびMLL-ENL白血病マウスの c-Kit-CD11b+分画を骨髄および末梢血から

回収し、LC3A のウェスタンブロット解析をおこなった典型例。（E）MLL-ENL

をもたない GFP-LC3 マウスの骨髄および末梢血での、c-Kit-CD11b+および c-

Kit+CD11b+分画での GFP-LC3 発現をフローサイトメーターにより測定し、MFI

をプロットした（n = 3）。P 値は Student's paired t-test により計算した。*P < 0.05, 

ns: not significant。結果はすべて、それぞれ 1 から 4 匹のマウスを用いて行われ

た独立した 2 回以上の実験で得られたデータを総合したものである。 
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マウス CML 急性転化モデルにおけるオートファジーの役割 

 MLL-ENL 白血病以外の骨髄系腫瘍におけるオートファジーの役割を検証す

るため、BCR-ABLおよびNUP98-HOXA9の導入によって作製されたマウスCML

急性転化（CML-BC）モデルを用いた 57。MLL-ENL モデルと同様に、

Atg7flox/flox :Cre-ERT2マウスから採取した骨髄造血前駆細胞へレトロウイルスベク

ターを用いて BCR-ABL および NUP98-HOXA9 を導入し、得られた細胞を野生

型マウスへ移植することで CML-BC を発症させた。CML-BC マウスの骨髄およ

び脾臓の白血病細胞を野生型マウスへ二次移植し（Atg7flox/flox :Cre-ERT2 CML-BC

マウス）、TAM を投与することで Atg7 を欠損させ表現型を解析した。

Atg7flox/flox :Cre-ERT2 CML-BC マウスへ TAM を投与した結果、vehicle 投与マウス

と比較して骨髄および脾臓における白血病細胞数に大きな影響はなかったが

（図 10-A,B）、生存期間の有意な延長がみられた（図 10-C）。さらに、Atg7 を欠

損することにより、CML-BC マウスモデルにおける LIC である LK 細胞の骨髄

中での頻度が減少することが示された（図 10-D, E）58。さらに、Atg7 の欠損に

よって末梢血中の白血球数が減少し、末梢血中のみでアポトーシスが亢進する

ことが判明した（図 10-F, G）。なお、死亡時あるいは瀕死時の CML-BC マウス

の骨髄は Atg7 の欠損にかかわらず、芽球で占められており、マウスは白血病に

より死亡していることが示唆された（図 10-H）。 
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 以上のことから、CML-BC マウスモデルにおいてもオートファジーは CML-

BC の進展、LIC の維持および末梢血白血病細胞の生存をサポートしていること

が判明した。加えて、オートファジーの骨髄における LIC の維持と末梢血細胞

の保護という役割は MLL-ENL 白血病に限定されるものではなく、他の骨髄系

腫瘍でも同様であることが示唆された。 
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図 10 マウス CML 急性転化モデルにおけるオートファジーの役割 （A, B）

vehicle あるいは TAM 投与された Atg7flox/flox: Cre-ERT2 CML-BC マウスの骨髄中

単核球細胞数（A）および脾臓重量（B）を測定しプロットした。vehicle 群, n = 

9: TAM 群, n = 11。（C）vehicle あるいは TAM 投与された Atg7flox/flox: Cre-ERT2 CML-

BC マウスの生存曲線（各群 n = 9）。P 値は log-rank test により計算した。（D）

Atg7flox/flox: Cre-ERT2 CML-BC マウスの骨髄中 LIC（GFP+KusabiraOrange+Lineage-

c-Kit+）分画の典型的なフローサイトメトリー解析結果。（E）vehicleあるいはTAM

を投与された Atg7flox/flox: Cre-ERT2 CML-BC マウスの骨髄中 LIC 頻度を定量しプ

ロットした。vehicle 群, n = 6: TAM 群, n = 7。（F）vehicle あるいは TAM を投与

された Atg7flox/flox: Cre-ERT2 CML-BC マウスの末梢血白血球数を、移植 14 日後に
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計測しプロットした（各群 n = 6）。（G）vehicle あるいは TAM を投与された

Atg7flox/flox: Cre-ERT2 CML-BC マウスの骨髄および末梢血中の c-Kit-CD11b+陽性細

胞における annexin-V あるいは DAPI 陽性細胞の頻度をフローサイトメーターに

より定量しプロットした（各群 n = 6）。（H）死亡あるいは瀕死の Atg7flox/flox: Cre-

ERT2 CML-BC マウスの骨髄の典型的なライト・ギムザ染色像。*P < 0.05, **P < 

0.01, ns: not significant。結果はすべて、それぞれ 2 から 3 匹のマウスを用いて行

われた独立した 3 回以上の実験で得られたデータを総合したものである。 
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マウスモデルにおいてオートファジー阻害は AraC の治療効果を増強する 

 in vitro の培養条件においては、AML の薬剤耐性におけるオートファジーの重

要性が示されているものの、in vivo でのオートファジーと薬剤耐性の関係はこ

れまで調べられていなかった。そこで、MLL-ENL 白血病マウスを用いて、オー

トファジーの不活性化が AML 治療に頻用されるシタラビン（AraC）の薬効へ及

ぼす影響を解析した。最初に、AraC を投与された MLL-ENL 白血病マウスにお

ける骨髄におけるGFP-LC3の発現を解析したところ、L-GMPにおいてのみGFP-

LC3 の発現低下が確認され、一方で lineage 陽性細胞においては GFP-LC3 の発

現に変化がなかった（図 11-A-C）。このことは、AraC 投与により LIC において

のみオートファジーの活性が増加したことを示唆している。次に、AraC 投与お

よび Atg7 の欠損の組み合わせが白血病マウスの生存に与える影響を、

Atg7flox/flox:Cre-ERT2白血病マウスへ TAM および AraC を併用することにより解析

した。その結果、AraC を投与された Atg7 欠損白血病マウスは、AraC 投与単独

あるいは Atg7 欠損単独群と比較して有意に生存が延長されることが確認され、

Atg7 の欠損は AraC による治療効果を増強することが示唆された（図 11-D）。同

時に、AraC 投与および Atg7 の欠損は骨髄における白血病細胞数の減少に相加的

に作用した（図 11-E）。加えて、Atg7 の欠損は AraC による LIC の頻度および絶

対数の減少効果を高めた（図 11-F）。次に、末梢血の白血病細胞に AraC および
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TAM の併用が与える影響を調べた。その結果、末梢血の白血球数については

AraC 投与単独で顕著な減少効果が認められたため Atg7 欠損による上乗せ効果

は確認できなかったが（図 11-G）、アポトーシスの増加については AraC 投与お

よび Atg7 欠損は相加効果がみられた（図 11-H）。なお、AraC 投与マウスおよび

Atg7 欠損マウスの骨髄を瀕死時あるいは死亡時に回収し、ライト・ギムザ染色

を行ったところ、骨髄は芽球で占められており、これらのマウスが白血病で死亡

していることが示唆された（図 11-I）。 

 以上のことから、Atg7 の欠損は AraC による MLL-ENL 白血病マウスの生存延

長、骨髄の白血病細胞減少、LIC の頻度減少、および末梢血白血病細胞の細胞死

という治療効果を高めることが判明し、MLL-ENL 白血病マウスの AraC に対す

る感受性にオートファジーが関係していることが明らかとなった。 
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図 11 マウスモデルにおいてオートファジー阻害は AraC の治療効果を増強す

る （A）GFP-LC3 白血病マウスモデルの骨髄における lineage+および L-GMP

（lineage-c-Kit+Sca-1-CD34+）のフローサイトメトリー解析のゲーティング方法。

（B）PBS あるいは AraC を投与された GFP-LC3 MLL-ENL 白血病マウスの GFP-

LC3 発現解析結果の典型例。（C）PBS あるいは AraC を投与された GFP-LC3 

MLL-ENL 白血病マウスの lineage+および L-GMP 細胞における GFP-LC3 シグナ

ルの定量値。各分画における MFI をプロットした（各群 n = 3）。（D）PBS ある

いは AraC に加えて vehicle あるいは TAM を投与された Atg7flox/flox MLL-ENL マ

ウスの生存曲線。各群 6-11 匹のマウスを使用した。P 値は log-rank test により計

算した。（E） PBS あるいは AraC に加えて vehicle あるいは TAM を投与された

Atg7flox/flox MLL-ENL マウスの骨髄における細胞数をプロットした。各群 6-7 匹の

マウスを使用した。（F）PBS あるいは AraC に加えて vehicle あるいは TAM を投

与された Atg7flox/flox MLL-ENL マウスの骨髄における L-GMP 分画の細胞数を計

算した。L-GMP 細胞数は骨髄における GFP 陽性 L-GMP 細胞の頻度をフローサ

イトメーターにより計測し、骨髄細胞数と乗ずることにより計算した。各群 6-7

匹のマウスを使用した。（G）PBS あるいは AraC に加えて vehicle あるいは TAM

を投与された Atg7flox/flox MLL-ENL マウスの末梢血白血球数を計測し、プロット

した。各群 17-19 匹のマウスを使用した。（H）PBS あるいは AraC に加えて vehicle

あるいは TAM を投与された Atg7flox/flox MLL-ENL マウスの末梢血における c-Kit-

CD11b+分画での annexin-V あるいは DAPI 陽性細胞の頻度をフローサイトメー

ターで測定し、プロットした。各群 6-7 匹のマウスを使用した。（I）死亡あるい

は瀕死の Atg7flox/flox MLL-ENL マウスの骨髄の典型的なライト・ギムザ染色像。

複数群間の比較は、分散分析および Holm's step-down method により行った。*P < 

0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001, ns: not significant。結果はすべて、それぞれ 2 から

3 匹のマウスを用いて行われた独立した 2 回以上の実験で得られたデータを総

合したものである。 
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考察 

 本研究では、白血病モデルマウスを用いて骨髄性白血病におけるオートファ

ジーの役割を解析し、その結果オートファジーが白血病マウス骨髄においてミ

トコンドリアの分解により酸化ストレスを抑制することで機能的な LIC を維持

し、白血病の進展に重要な役割を果たしていることが判明した。骨髄においては

オートファジーの役割は LIC に限られていたが、末梢血においては分化段階に

よらず大多数の白血病細胞においてオートファゴソームの増加が確認され、細

胞の生存がオートファジーに依存していることが判明した。加えて、オートファ

ジーの不活性化により AraC の治療効果を増強できることが明らかになった。 

 本研究では、AML の LIC におけるオートファジーの役割を、マウスモデルを

用いた in vivo 解析を行うことによってはじめて明らかにした。複数の先行研究

において AML 細胞株をオートファジー阻害剤で処理しても顕著な増殖抑制が

みられないことが示されており 36,39、本研究で得られた知見と一致しないように

思われるが、オートファジーへの活性や依存性は一般に細胞がおかれた環境に

強く影響されるものであり、in vitro の培養条件下では観察されにくいものであ

ると考えられる。その点において本研究は in vivo 解析を行うことで初めてオー

トファジーの LIC における役割を明らかにすることができたと考えられる。し

かしながら、骨髄において LIC の維持にどのような機序でオートファジーが貢
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献し、なぜ LIC のみがオートファジーに依存しているかという点については、

本研究でその全貌を明らかにするには至らなかった。正常造血幹細胞は、血球前

駆細胞と比較して、ミトコンドリアの量を低レベルに維持し、低酸素環境にある

骨髄ニッチにおいて解糖系による代謝を利用していることが示されている 59。

白血病細胞中にはミトコンドリアが正常血球と比較して多く存在しているとい

う報告もあるが 60、LIC は比較的分化した白血病細胞と比較してミトコンドリア

量を低く保つことで幹細胞性を維持している可能性があり、したがって、LIC の

みがオートファジーの不活性化によるミトコンドリア蓄積に対して感受性を示

したという仮説が考えられる。本研究では、オートファジーが不活性化すること

により LIC 中にミトコンドリアが蓄積し、ROS が産生されることを示した。こ

のことは、上記仮説を支持するものではあるが、ミトコンドリアの蓄積の抑制も

しくは ROS 産生の抑制が、オートファジー抑制による LIC 維持の破綻をどの程

度説明できるのかは現在のところ明らかになっていない。ミトコンドリア蓄積

および ROS 産生が直接的に LIC の維持に影響するかどうかを検証していくこと

が今後の課題である。 

  白血病において、末梢血中に存在する白血病細胞は骨髄よりあふれ出した

機能を持たない細胞であると考えられている。本研究により、MLL-ENL マウス

白血病モデルにおいて、末梢血の白血病細胞が白血病再構築能を保持しており、
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その活性の一部はオートファジーに依存していることが判明した。末梢血では

白血病細胞の生存はオートファジーに依存していることが示されたが、その原

因は酸素分圧、サイトカイン濃度や他の細胞との接着等の環境的な要因が骨髄

と末梢血とで異なることであると考えられる。近年 G-CSF により末梢血中へ動

員された造血幹細胞においてもオートファジーが活性化されており、末梢血中

での生存はオートファジーに依存することが示されている 61。これらのことか

ら、通常骨髄中にしか存在しないような白血病細胞あるいは動員された造血幹

細胞のような未分化な細胞は、末梢血環境で細胞に生じるストレスに対処でき

ず、オートファジーへの依存性を示すのではないかと推測できる。 

  本研究では、末梢血白血病細胞におけるオートファゴソームの増加が、電子

顕微鏡解析およびウェスタンブロットにより確認された。同時に、オートファジ

ー基質の分解が末梢血白血病細胞にて亢進していることが、GFP-LC3 の定量に

より明らかとなった。これらのデータは末梢血白血病細胞中でオートファジー

の活性化が起こっていることを支持するものの、GFP-LC3 の転写活性およびオ

ートファジー以外の分解経路の寄与が細胞集団によって異なる可能性が指摘さ

れており、異なる細胞同士で GFP-LC3 の発現を比較することは難しいと考えら

れる。本研究では骨髄と末梢血中で c-Kit-CD11b+あるいは c-Kit+CD11b+といった

免疫表現型を持つ細胞集団が同一であると想定し解析を実施しているが、これ
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らの集団内に複数の細胞集団が含まれる可能性は否定できず、末梢血において

オートファジーの活性化が生じているかどうかを厳密に示すためにはさらなる

解析が必要である 62。より詳細にオートファジー活性化メカニズムを検証する

ことで、AML における分化段階や環境因子によるオートファジー依存性の違い

を深く理解できると考えられる。 

 以前から、オートファジーとヒストン脱メチル化阻害剤、mTOR 阻害剤、AraC

等のさまざまな抗がん薬に対する抵抗性との関係が AML 細胞株を用いた in 

vitro の研究により指摘されてきたものの 36–40、オートファジーの活性、機能は

細胞周囲の環境に強く依存するものであると考えられ、in vivo でのオートファ

ジーの役割を解析することには重要な意味があった。本研究により、AraC は in 

vivo において LIC においてオートファジーを活性化し、Atg7 の欠損は AraC の

薬効を増強することが明らかとなった。マウス白血病モデルにおいて AraC 以外

の抗がん剤の薬効が Atg7 の欠損により増強されるかどうかは明らかにされてお

らず、オートファジー阻害による薬効増強が AraC の細胞障害の機序に関連して

いるものであるかどうかは今後の解析が待たれる。細胞培養系においては AraC

と同様にダウノルビシンやエトポシド等の処理でオートファジーが活性化され、

オートファジー阻害によって感受性が増大することが示されており 39、これら

の薬剤の薬効が in vivo においてもオートファジー阻害により増強される可能性
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が考えられる。 

 本研究ではオートファジーは LIC の維持、末梢血白血病細胞の生存および薬

剤耐性の点で AML に保護的に働いていることが示されたが、オートファジー阻

害が AML 治療に臨床的に役立つかどうかを判断するためには、いくつかの課題

が存在している。一つは、Atg5 または Atg7 の欠損による白血病マウスの延命効

果が、有意ではあるものの顕著ではないという点である。今回の研究では極めて

進行が速いマウス白血病モデルを用いたため、オートファジー抑制による延命

効果を充分に評価できていないと考えらえる。ヒト AML 移植免疫不全マウス等

の、よりヒトの AML に近いモデルを用いてオートファジー阻害の効果を検討す

ることで、オートファジー阻害による延命効果の臨床上の重要性を検証できる

と考えられる。二点目として、正常造血幹細胞の幹細胞性の維持にもオートファ

ジーが重要であることが示されており 49,54,63、オートファジー阻害を行うと血液

毒性につながる可能性が懸念される。しかしながら、先行研究で見られている正

常造血幹細胞の障害はオートファジー欠損後 6-9 週程度で発現している。一方

で、白血病マウスモデルにおいてはオートファジー欠損後 1 週間以内に LIC が

減少することが本研究では示されており、LIC は正常造血幹細胞よりもオートフ

ァジー依存性が高いことが推測され、臨床的には安全域が存在する可能性があ

る。なお、本研究で用いた白血病マウスモデルにおいては、Atg5 および Atg7 は
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ドナーマウス由来の造血系細胞のみで欠損しており、全身でのオートファジー

阻害の影響を解析できていない点は注意が必要である。オートファジー阻害の

安全性については、今後さらなる解析が必要である。三点目として、先行研究に

より、Atg5 のヘテロ欠損は MLL-ENL 導入骨髄移植モデルにおいて造白血病能

を亢進させることが示されている点があげられる 64。同報告では、MLL-ENL の

導入により作製した白血病細胞株で Atg5 をホモ欠損すると顕著な細胞死が生じ

ることも示されている。これらの結果を総合すると、オートファジーの完全な欠

損は腫瘍細胞の生存や自己複製能を阻害するが、オートファジーの部分的な阻

害は逆に MLL-ENL 白血病の悪性度を高めることを示していると考えられる。

従って、オートファジー阻害により治療効果を発揮するためには、非常に高い有

効性をもつ低分子阻害剤が必要な可能性がある。 

 上述のような課題は存在するが、オートファジー阻害は白血病の治療におい

て魅力的なコンセプトである。オートファジー欠損は白血病細胞の総数にはあ

まり影響しないが LIC を減少させる効果が確認されており、従来の AraC やアン

トラサイクリン系薬剤等の腫瘍量を減少させる薬剤と併用を行うことにより、

治療後の再発を抑制する効果を発揮することが期待できる。加えて、末梢血での

高いオートファジー依存性を考えると、plerixafor 等の骨髄から末梢血へ細胞を

動員する薬剤を用いて白血病細胞のオートファジー依存性を亢進させたうえで、



70 

 

オートファジー阻害剤により障害するといった治療が効果的である可能性が考

えられる。 

 以上より、本研究ではマウス白血病モデルを用いることにより、オートファジ

ーの in vivo での機能を解析し、臨床の骨髄性腫瘍を反映した腫瘍環境条件にお

いてオートファジーが LIC の維持、末梢血での白血病細胞の生存および AraC 耐

性を促進していることを明らかにした。LIC の生物学的性質の理解という観点か

らは、LIC がなぜオートファジーに依存しているのかをより詳細に解析する必要

があると考えられる。また、白血病の病態の理解という観点からは、末梢血と骨

髄での細胞の性質の相違をもたらす分子生物学的な機序の解明が、興味深い課

題であると考えられる。また、オートファジー阻害が AML の治療に有用である

かどうかを明らかにすることが最も重要な課題であり、そのために、よりヒト

AML を反映したモデルにおける治療効果の検証や、LIC 維持におけるオートフ

ァジーの役割解明、オートファジー阻害の安全域の問題、オートファジー選択的

な阻害剤の創製等に取り組んでいく必要があると考えられる。 
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