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研究成果の概要（和文）：活性化チロシンキナーゼ変異体に対する分子標的薬と抗癌剤等を組み合わせた根治的
な造血器腫瘍の統合的治療法の開発を目指し研究を行った。まず、FLT3-ITDが急性骨髄性白血病細胞のPI3K/Akt
阻害薬等への耐性化をもたすが、PIMキナーゼの併用により回避される事を見出した。また、p53がChk1の活性化
を抑制し、BCR/ABLやJak2-V617F阻害薬とMdm2阻害薬の併用により抗癌剤耐性が回避される事を明らかにした。
さらに、造血細胞の接着因子であるPECAM-1がSDF-1受容体のエンドサイトーシスを抑制し、PI3K/Akt/mTORC1シ
グナル等の亢進をもたらす事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Constitutively activated aberrant tyrosine kinases play important roles in 
development and evolution of hematopoietic malignancies and are also implicated in acquisition of 
therapy resistance. In the present studies we found that Pim kinases induced through the robust 
activation of STAT5 by FLT3-ITD protect the mTORC1/4EBP1/Mcl-1 pathway to confer the resistance to 
the PI3K/Akt inhibitors on FLT3-ITD-positive acute myeloid leukemia cells and, thus, represent 
promising therapeutic targets. We also found that, by augmenting p53-mediated downregulation of 
Chk1, the Mdm2 inhibitors enhances apoptosis induced in leukemic cells synergistically by 
chemotherapeutics and inhibitors for aberrant tyrosine kinases, which also downregulate Chk1 
activation. Finally, we demonstrated that PECAM-1 enhanced CXCR4-mediated SDF-1-signaling in 
hematopoietic cells by binding with CXCR4 to maintain its surface expression in a similar manner 
with the CXCR4 mutants found in hematopoietic malignancies. 

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 BCR/ABL、Flt3-ITD、Jak2-V617F 等の
恒常的活性化チロシンキナーゼ変異体(ATK)
は、様々な増殖シグナル経路の異常活性化を
介して、白血病や骨髄増殖性腫瘍(MPN)等の
発症と進展に重要な役割を果たし、これらを
分子標的としたチロシンキナーゼ阻害薬
(TKI)が開発され臨床応用されつつある。し
かし、TKI 耐性変異の出現以外に、白血病幹
細胞が骨髄 niche において SDF-1 (CXCL12)
の刺激を受ける等の事から、TKI による ATK
の抑制のみでは白血病幹細胞の残存により
造血器腫瘍の根治は困難である。一方、白血
病の治療に中心的役割を果たす抗癌剤治療
は、主に DNA 損傷を生じ腫瘍細胞にアポト
ーシスを誘導するが、細胞周期停止チェック
ポイント機構の活性化等の機序により治療
抵抗性を生じる。 
 申請者はこれまでに、造血サイトカインお
よび ATK からのシグナル伝達機構に関して
検討を進め、PI3K/Akt 経路による GSK3 の
抑制が Cyclin D2 の安定化を介して細胞増殖
の亢進をもたらし(1)、DNA 損傷時の Chk1
を介したチェックポイント機構活性化の亢
進を介してアポトーシスを抑制することや
(2,3), Rap1 や Rac 等の低分子量 GTPases の
活性化が、造血サイトカインや ATK のみで
なく骨髄 niche において重要な役割を果たす
SDF-1 からの細胞生存を司るシグナル伝達
機構に重要な役割を果たす事を明らかにし
てきた(4-11)。ATK 発現細胞の TKI 抵抗性機
構とその制御法に関しても研究を行い、
T315I 変異を含めた BCR/ABL 発現細胞の
TKI 耐性に対して multi-kinase 阻害薬
sorafenib が有効であること(12)、ミトコンド
リアのリン酸化脱共役やp53活性化の機序に
よりそれぞれ rottlerin や nutlin-3 が TKI と
相乗的に Ph 陽性白血病細胞のアポトーシス
を誘導すること(13,14)、HSP90 阻害により
FLT3-ITD が c-Cbl 等によりユビキチンされ
プロテアソーム依存性に分解を受けること
(15)、TKI による活性抑制下に DNA 損傷ス
トレスによりJak2-V617Fがプロテアソーム
系で分解を受けること(16)などを見出してき
た。 
 更に最近、MPN から AML に移行した症
例から Jak2-V617F 陽性の白血病細胞株
PVTL-1 を樹立して細胞内シグナル経路の解
析を行い (17)、STAT5 の活性化とともに
PI3K/Akt 経路の活性化活性化を介さずに
mTOR/4EBP1 経路が活性化し細胞生存シグ
ナルを伝達することを見出した。更に、
FLT3-ITD 発現細胞の解析で、STAT5 の強度
の活性化を介して PI3K/Akt 経路に対する分
子標的薬への耐性を生じる事を見出してい
る ( 日 本 血 液 学 会 2014 年 ) 。 ま た 、
PECAM-1(CD31)は BCR/ABL 等の ATK に
てチロシンリン酸化を受けると供に TKI に
対する耐性をもたらすが(18)、PECAM-1 は
CXCR4 によってもリン酸化を受け、低分子

量 GTPase である Rap1やRac の活性化に関
与することを見出している(日本血液学会
2014 年)。さらに、BCR/ABL、 Flt3-ITD、 
Jak2-V617F が GSK3 抑制を介して Chk1 の
活性化を促進することで抗癌剤耐性をもた
らし、TKI と種々の抗癌剤が相乗的にアポト
ーシスを誘導することを最近報告している
が(3)、この過程には STAT5 や mTOR 系の抑
制も関与する事を見出している(未発表デー
タ)。 
  そこで本研究では、申請者の最近の研究成
果に基づき、ATK からの STAT5 と低分子量
GTPases 活 性 化 を 介 し た
mTOR/4EBP1/eIF4E 経路活性化亢進の分子
機構と、この機構への PECAM-1 の関与を
SDF-1 刺激時の変化を含めて明らかにし、さ
らに Chk1 活性化を介したチェックポイント
活性化亢進機構における役割も解明するこ
とで、TKI や抗癌剤に対する耐性獲得機構に
おける mTOR 系異常活性化の意義を明らか
にしてこれらをも分子標的とすることで、ア
ポトーシスとチェックポイント誘導制御の
シグナル伝達ネットワークを統合的に標的
とした根治的な造血器腫瘍治療法の開発を
目指す。 
 ATKによるPI3K/AktやMEK/Erk経路以
外を介した mTOR 経路異常活性化機構や、
G2 チェックポイント制御誘導における意義
に関しては、国際的に他にほとんど研究成果
が得られておらず、申請者のこれまでの研究
成果に基づく極めて独創性の高い研究であ
る。 
 
２．研究の目的 
 BCR/ABL、Flt3-ITD、Jak2-V617F など
の活性化チロシンキナーゼ変異体(ATK)は造
血器腫瘍の発症や進展のみでなく治療抵抗
性にも寄与する。申請者は ATK からのシグ
ナル伝達と治療抵抗性獲得機構に関して研
究を進め、Rap1 等の低分子量 GTPase や
mTOR/4EBP1/eIF4E 経路の異常活性化や
PECAM-1 リン酸化の関与と、Chk1 を介し
た抗癌剤誘導性チェックポイント活性化促
進の重要性を明らかにしてきた。そこで本研
究では、ATK による mTOR 経路異常活性化
に 関 し て 、 特 に STAT5, 低 分 子
GTPase,PECAM-1,PIM キナーゼの果たす
役割とその分子機構を解明し、白血病幹細胞
の治療抵抗性に重要や役割を果たす SDF-1
からのシグナルとの関連と、抗癌剤誘導性チ
ェックポイント活性化促進機構における p53
の意義も明らかし、抗癌剤とこれらに対する
分子標的薬を組み合わせた根治的な造血器
腫瘍の統合的治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
マウス造血前駆細胞株 32DCl3 は 10%FCS
含有 RPMI1640 に WEHI(IL-3 含有培養上
清)を添加した培地で、PLAT-A は 10%FCS
含有 DMEM で培養した。細胞の生存率およ



び増殖の検討では、Trypan blue で分染して
細胞数を計測する方法と、XTT 法を用いた。
相乗効果は Compu Syn で解析した。細胞周
期 の 解 析 は Krishan 試 薬 を 用 い 、
FACS-calibur で検出した。細胞の作製では、
PLAT-A にリポフェクタミン法にてレトロウ
ィルスベクターを導入し、目的の細胞に感染
させた。免疫沈降では、細胞の Lysate に特
異的抗体と Protein-A sepharose を混合、
Cap 結合の検討は m7GTP-sepharose を混合
した後に 4℃で一晩撹拌し、1XLaemmli’s 
buffer で溶出して Immunoblot に供した。
Bax と caspase の活性化は、特異的抗体で細
胞内を染色し、 FACS-calibur で検出した。
ミトコンドリア膜電位は、DiOc6 試薬で染色
した後、FACS-Calibur で検出した。 
 BCR/ABL、Flt3-ITD や Jak2-V617F 等の
チロシンキナーゼ変異体により transformし
た造血細胞モデル株や造血器腫瘍細胞を、こ
られに対するTKIと etoposide等の抗癌剤と
で処理し、Chk1 活性化を介した細胞周期チ
ェックポイント活性化機構やアポトーシス
誘導機構を解析した。 
 
４．研究成果 
 活性化チロシンキナーゼ変異体(ATK)は造
血器腫瘍の発症や進展のみでなく治療抵抗
性にも寄与する。そこで本研究では、抗癌剤
とこれらに対する分子標的薬を組み合わせ
た根治的な造血器腫瘍の統合的治療法の開
発を目指し、まず ATK による mTOR 経路異
常活性化に関して、特に STAT5 の果たす役
割とその分子機構に注目して研究を行った。
まず、32D 細胞に急性骨髄性白血病(AML)
で最も重要な ATK である FLT3-ITD と
FLT3-TKD を導入して検討を行ったが、
PI3K/Akt 経路阻害薬によるアポトーシス誘
導に FLT3-ITD 発現細胞は耐性を示した。一
方、FLT3-TKD 発現細胞は STAT5 の活性化
型変異体 STAT5A1*6 発現にてこれらの阻害
薬に抵抗性となり、FLT3-ITD 発現細胞に
STAT5 阻害薬である pimozide を処理すると
抵抗性が解除された。更なる解析により、
FLT3-ITD の 強 い STAT5 活 性 化 が
mTORC1/4EBP1 経路を通じて eIF4E 会合
に影響を与え、主に Mcl-1 cap 依存性の翻訳
活性を維持することで、PI3K/Akt 阻害薬に
対し耐性を付与する事が明らかとなった 
(19)。その分子機構についてさらに解析を進
め、STAT5 活性化により発現が誘導される
Pim キナーゼが、mTORC1 の活性化の促進
に重大な役割を果たし、抗アポトーシス機能
を有する BCL2 ファミリー蛋白 MCL1 の発
現を mRNA 翻訳過程で維持することを見出
し、Pim キナーゼ阻害薬と PI3K/AKT 阻害
薬により著明な治療効果の促進が期待出来
る事を明らかにし報告した (20)。これらの結
果から、STAT5 または Pim キナーゼ阻害薬
が FLT3-ITD 細胞において PI3K/Akt 経路阻
害薬と相乗的に治療効果を示しうることを

示すもので、治療抵抗性の FLT3-ITD 発現
AML の新規治療法の開発へ寄与しうるもの
と考えられる。 
 造血器腫瘍細胞の発症や進展に重要な恒
常的活性化チロシンキナーゼ変異体である
BCR/ABL や Jak2-V617F が、Chk1 を介し
た抗癌剤誘導性チェックポイント活性化を
促進する機構における p53 の役割を検討し、
p53 の優勢抑制型変異体の発現により Chk1
活性化が促進され、異常チロシンキナーゼの
阻害薬と抗癌剤との併用によるアポトーシ
ス誘導が阻害される事を明らかにした。一方、
Mdm2 阻害薬である nutlin-3 による p53 活
性化の誘導により、チロシンキナーゼ耐性変
異T315I変異陽性のBCR/ABL発現細胞でも、
有効な治療効果が期待される事を見出した。
さ ら に BCR/ABL,Jak2-V617F お よ び
Flt3-ITD を発現した白血病細胞およびモデ
ル造血細胞株を用いて検討を行い、p53 が
p21 などの標的遺伝子産物の発現誘導を介し
て、PI3K/Akt/GSK3 経路には非依存性にユ
ビキチン・プロテアソーム系により抗癌剤誘
導性の Chk1 の活性化を抑制することを見出
し報告した(21). 
 また、白血病細胞を含めた造血細胞の生体
内での調節機構に重要な役割を果たすケモ
カインである SDF-1 の細胞調節分子機構に
つき解析し、造血細胞の接着因子である
PECAM-1 が SDF−1 刺激により Lyn や BTK
等のチロシンキナーゼによりリン酸化され、
SDF-1受容体CXCR4と直接結合することに
より、原発性マクログロブリン血症で高頻度
に認められる CXCR4 の点突然変異と同様に、
CXCR4 のエンドサイトーシスを抑制するこ
とで、その細胞表現発現の上昇をもたらし、
PI3K/Akt/mTORC1シグナルやRap1の活性
化の亢進を介して細胞遊走を増強する分子
機序を見出し報告した (22)。 
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