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研究成果の概要（和文）：我々は、クロルプロマジン(CPZ)によってクラスリン依存性細胞内輸送を阻害する
と、FLT3-TIDやKITD814Vなどの活性型変異受容体チロシンキナーゼ(mtRTKs)の細胞内小器官への局在、活性が阻
害されることを見出した。CPZはmtRTKをもつ急性骨髄性白血病(AML)細胞、AML幹細胞の増殖をin vitroで抑制し
た。異種移植のマウスモデルでは、抗精神病薬として用いられる用量のCPZは、mtRTKを有するAML細胞の増殖を
抑制し、AML幹細胞も死滅させた。これらから、クラスリン依存性細胞内輸送を標的とするCPZ はmtRTKを有する
AMLに対する新たな治療薬となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We here show that pharmacologic inhibition of clathrin-dependent trafficking
 of mutated receptor tyrosine kinases (mtRTK such as FLT3-ITS and KIT D814V mutation) with 
chlorpromazine (CPZ) disrupts their cellular localization and inhibits their activities. CPZ 
suppressed the growth of primary AML cells with mtRTK, including CD34+38- AML stem cells in vitro. 
In mice transplanted with primary AML cells, administration of CPZ at a clinically relevant 
concentration inhibited the growth of AML cells with mtRTK while it showed a marginal effect on the 
growth of AML cells with wild-type RTK. Also, CPZ treatment eliminated AML stem cells at the 
periosteal region in the bone marrow of the recipient mice. These results demonstrate that the 
intracellular trafficking of mtRTKs would be a good therapeutic target and CPZ would be new 
therapeutic agent against AML with mtRTK.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 

分子標的薬の開発により、造血器腫瘍の治療成

績は画期的に改善した。一方、急性骨髄性白血

病(AML)では、未だ安全性の高い有効な薬剤

は開発されていない。申請者らは、受容体型チ

ロシンキナーゼ（RTK）の細胞内膜輸送に関わる

CALM のノックアウトマウスを作成し、造血幹/前

駆細胞の SCF/KIT 依存性増殖が強く障害され

ることを見出した。さらに、膜輸送の阻害薬であ

る chlorpromazine(CPZ)が、FLT3-ITD や KIT 

D816F などの活性型変異 RTK を有する白血病

細胞の増殖・生存を強く抑制することを見出し

た。 

２．研究の目的 

本研究では、AML の患者サンプルを用いて

抗精神病薬 CPZ の抗白血病効果を明らかにす

るとともに、CPZ などの細胞内輸送(ICT)阻害薬

による新規白血病治療法の臨床応用を目的とし

た。 

３．研究の方法 

1） ICT 阻害薬の抗白血病効果についての in 

vivo、in vitro での検討 

(1) FLT3-ITD、KIT D816F 変異の有無別の抗

白血病効果について、分離した AML 細胞をサ

イトカイン(SCF, FL, TPO)および CPZ 等の ICT

阻害薬添加培地にて培養し、4 日、7 日における

増殖率を ATP アッセイにて測定した。 

(2) AML 幹細胞に対する抗白血病効果につい

て、AML 患者の骨髄より単離した AML 幹細

胞分画(CD34+CD38-細胞)、AML 前駆細胞分

画(CD34+CD38+細胞)に対する CPZ 等の ICT

阻害薬の抗腫瘍効果を(1)と同様の方法で検討

した。 

(3) 1.0x104 個/マウスの AML 細胞を致死量

2.4Gy 照射した免疫不全マウス（NOG マウス, 

6-8 週齢）に経尾静脈で移植し、4 週後 AML の

発症を末梢血で確認した。CPZ を各種濃度 5, 

10, 15, 20mg/kg で移殖の翌日より腹腔内投与し、

生食を投与したコントロールと以下の項目につき

比較検討した。 

①移植後 4 週目の末梢血、骨髄中、脾臓のヒト

細胞の比率 

②移植後 4 週目の骨髄中の CD34+CD38-の

AML 幹細胞比率 

③移植マウスの生存率 

(4) ICT 阻害薬の抗白血病効果の分子機構に

ついて、MAPK, STAT, PI3K/Akt などのシグナ

ル伝達、アポトーシス制御分子の活性をフロー

サイトメトリー、及びウェスタンブロットで検討し

た。 

(5) CPZ と抗がん剤(cytrabine)の併用効果につ

いて、AML細胞を移植し、6週後骨髄へ20％以

上 AML 細胞の生着を確認できた白血病マウス

モデルを用いて検討した。 

2) 活性型変異 RTK (Met や EGFR など)を有

する固形腫瘍に対する CPZ の抗腫瘍効果の検

討 

非小細胞肺癌細胞株 HCC827, PC-9, 

HCC4006(活性化変異 EGFR)、H1437(活性化

変異 MET)、H3122(EML4-ALK)などを用いて、

in vitro での細胞増殖における各々の

TKI(Gefitinib, Tivantinib, Alectinib)と CPZ との

併用効果について検討した。 

3) 倫理面の配慮 

本研究は、当大学の倫理委員会において承

認され（承認番号 KDMS-24-003）、サンプルの

使用ならびに本研究の内容については、採取

前に患者およびその家族に説明を行い、口頭、

文書の両方で同意を得た後に分離、保存したも

のを用いた。また、本研究における動物実験に

ついては、近畿大学動物実験委員会の承認を

得て、「動物の愛護及び管理に関する法律」と

近畿大学動物実験規程等を遵守して、適正に

動物実験を行った。 

４．研究成果 

１）in vivo における CPZ の抗白血病効果  

患者骨髄より単離した変異 RTK(+)あるいは変

異 RTK(-)の白血病細胞を NOG マウスに移植し、

白血病発症を確認後、CPZ を有効血中濃度範

囲内で 8-10 週間腹腔内投与した。変異 RTK(+)



白血病細胞を移植したマウスでは CPZ 投与によ

り、白血病細胞の著明な減少を認め、生存期間

の有意な延長を認めた。また、一部変異 RTK(-)

細胞を移植したマウスでも、白血病細胞の減少

を認めた。生食を投与したコントロール群の白血

病細胞では、変異 RTK は細胞内小器官に局在

し、異所性に下流シグナルを伝達していた。一

方、CPZ 投与群の白血病細胞では、変異 RTK

は細胞質に散在し、シグナル伝達が著明に抑

制されることで、G1 期での細胞周期停止、細胞

死が誘導されていた。同様の効果は、クラスリン

依存性エンドサイトーシス阻害薬である

chloroquine, Pitstop などを用いた in vitro の系に

おいても確認された。 

２）Met や EGFR などの活性型変異 RTK を有

する固形腫瘍に対する CPZ の抗腫瘍効果 

非小細胞肺癌細胞株、胃癌細胞株を用いて、

各阻害剤 Gefitinib、Tivantinib との併用効果に

ついて解析した。CPZ を至適血中濃度の範囲

0-10μM 添加し、5 日間培養を行った結果、い

ずれの細胞株も RTK の局在変化により濃度依

存的な viability の低下を認めた。さらに CPZ と

各 TKI との併用効果を検討した結果、相乗的な

殺細胞効果をもたらすことを見出した。同様の検

討を、Gefitinib 耐性株を用いて検討した結果、

EGFR のゲートキーパー変異(T790M)を有する

細胞株において、CPZ 併用により TKI 感受性が

回復し、耐性を克服できる可能性が示唆され

た。 

3）細胞内膜輸送(ICT)阻害薬の臨床応用に向

けた取り組み 

活性型変異 RTK を有する AML に対する CPZ 

の抗腫瘍効果について、他薬剤との併用効果、

および CPZ 以外の ICT 阻害薬の抗白血病効果

について検討を行った。AML の治療薬である

Ara-C に CPZ あるいはコントロールとして生理食

塩水を投与した場合の抗白血病効果について

解析した(各々n=4)。コントロールでは治療開始

後 4 週時点で全例が死亡したのに対して、CPZ

投与により骨髄での AML 細胞の割合が著明に

減少し、全例の生存が確認された。CPZ 投与後

10 週時点のマウス骨髄を用いて二次移植を行

った結果、AML の発症を認めず、一次移植個

体における AML 細胞の根絶が示唆された。ま

た、chloroquine, dynasore, Pitstop を至適血中濃

度の範囲 0-10μM 添加し 7 日間培養を行った

結果、いずれの薬剤においても活性型変異

RTK を有する AML 細胞は RTK の局在変化に

より濃度依存的な viability の低下を認めた。さら

に ICT 阻害薬とチロシンキナーゼとの併用効果

を検討した結果、相乗的な殺細胞効果をもたら

すことを見出した。 
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