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研究成果の概要（和文）：エンドサイトーシスは細胞の恒常性維持において不可欠なメカニズムであり、本研究
では、急性骨髄性白血病(AML)においてクラスリン依存性エンドサートーシス(CDE)を標的とする治療の可能性、
特にトランスフェリンレセプター1(TFR1)との関わりについて検討を行った。白血病患者検体での検討では、白
血病細胞は他の細胞と比べてTFR1の発現の亢進が認められ、同細胞でCDE関連分子の発現量とTFR1発現は相関し
た。また、それらの発現を標的とすることにより白血病細胞の増殖の減少が認められた。これらより、TFR1、
CDEを標的とする白血病治療の有効性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Endocytosis is the essential machinery for many cellular processes. One of 
the endocytic pathways, Clathrin-dependent endocytosis (CDE) is an important mechanism for 
internalization of Transferrin receptor (TFR1) and other receptors. Since leukemia cells demanded 
iron for cell proliferation, in this study, we evaluated the efficacy of leukemia therapy targeting 
CDE and TFR1 endocytosis. TFR1 and CALM, a component of clathrin-coated vesicles,  was highly 
expressed in primary AML cells and there was a correlation between their expression levels. CALM 
shRNA transduced AML cells showed a proliferative disadvantage compared to shRNA non-transduced 
cells. Our data indicated that CALM is essential for leukemia cell proliferation by regulating CDE, 
especially, TFR1 internalization. Since CALM inactivation significantly blocked the leukemia cell 
proliferation, our findings provide new therapeutic strategies for leukemia treatment.

研究分野：造血器悪性腫瘍
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、造血器悪性疾患においてクラスリン依存性エンドサイトｰシスおよびその関連分子CALM、トラン
スフェリンレセプター(TFR1)標的とする治療が有効である可能性が示された。その有効性はTFR1の発現量、CALM
等の発現量とは必ずしも一致が認められず、TFR1、クラスリン依存性エンドサイトーシスに依らない細胞内への
鉄の取り込み機構の存在も考えられた。一方で、これらエンドサイトーシスを標的とする治療法の有効性に関連
する新たなバイオマーカーの存在が示唆され、その全容解明には更なる研究が必要と考えられた。
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１．研究開始当初の背景 

エンドサイトーシスは細胞の恒常性維持において不可欠なメカニズムの一つであり、特に増殖が盛ん

な腫瘍細胞において、その機能亢進が認められている。種々のエンドサイトーシスのメカニズムが報告

されている。クラスリン依存性エンドサイトーシス(Clathrin-dependent Endocytosis)は、エンドサイトーシ

スの中でも最も代表的なものであり、サイトカインレセプター、トランスフェリンレセプター1(TFR1) など

細胞表面に発現している数多くの受容体の内在化に関わっているとされる。また、血液悪性腫瘍およ

び固形腫瘍において、エンドサイトーシスに関与する分子異常が腫瘍の発症・進展に関与している事

が示唆されているが、それら分子異常が腫瘍形成に関わるメカニズムは明らかでなく、治療標的として

の可能性も不明瞭である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、造血器悪性腫瘍、特に急性骨髄性白血病(AML)におけるクラスリン依存性エンドサイト

ーシスの役割、それらが関わる細胞内シグナル伝達と腫瘍発症・進展の関わりを解明し、造血器腫瘍

におけるクラスリン依存性エンドサイトーシスおよびその関連分子CALM、TFR1を標的とする治療法の

可能性の探索を目的とした。 

 
３．研究の方法 

本研究はAMLにおけるレセプター型チロシンキナーゼ、TFR1など細胞増殖に重要なレセプター内在

化と、CALM 及びエンドサイトーシス関連分子の関わりの解明を目的に次のように研究を進めた。 

(1) AML 患者細胞における細胞表面のトランスフェリンレセプターの発現、エンドサイトーシスに関わる

遺伝子の発現レベルと AML の病型、遺伝子異常の関係について検討した。 

(2) 白血病腫瘍細胞の増殖におけるエンドサイトーシスの機能、CALM分子の役割についてCALM欠

損白血病細胞を用いて検討した。 

(3) AML での RTK 異常、そのシグナル伝達と受容体内在化とエンドサイトーシスの関わりを検討、

CALM、トランスフェリンレセプターなどクラスリン依存性エンドサイトーシス関連分子を標的とする治

療法の有効性、およびそれに関わるバイオマーカーの探索を行った。 

 
４．研究成果 

 CALM 分子が深く関わるクラスリン依存性エンドサイトーシスは、AML で高発現が報告されているトラ

ンスフェリンレセプター１(TFR1)、および、その病態形

成の深く関わるレセプター型チロシンキナーゼの内

在化に深く関われるとされている。AML 患者細胞に

おけるTFR1発現の詳細な解析を目的に、フローサイ

トメトリーにてAML44例でのTFR1の発現の検討を行

った。各症例における正常リンパ球分画でのTFR1発

現と比較すると、AML 芽球分画全体では、有意な

TFR1の高発現が認められた(図1)。しかし、急性前骨

髄球性白血病(APL)では、細胞表面の TFR1 発現量

が他の AML と比べて有意に低く、正常リンパ球分画

との発現量の比較においても有意な差は認められな

かった。また、APL 以外の AML 各病型間では TFR1

発現量に差は認められなかった。 

 次いで、AML81 例を用いて TFR1 およびクラスリン



依存性エンドサイトーシス関連分子 CALM、EPS15 の mRNA 発現について検討を行ったところ、全て

の検体においてTFR1、CALM、EPS15の発現が認められ、これらには正の相関が認められた(図２)。こ

れらより、実際の AML 患者細胞においても TFR1、CALM の高発現が認められた。そして、細胞表面

の TFR1 発現量が低かった APL においても、mRNA レベルでは他の AML 細胞と同程度の TFR1 発

現が認められ、翻訳後修飾等による TFR1 発現調節機構の存在も考えられた。 

 AML 細胞における TFR1 発現とクラスリン依存性エ

ンドサイトーシスを標的とする治療法の有効性の関連

を検討する目的で、AML 細胞株で shRNA による

CALM ノックダウンを行い細胞増殖への影響につい

て検討したところ、ほとんど全ての細胞株で CALM に

対する shRNA導入により細胞増殖における負の影響

が観察された。さらに、細胞内鉄濃度を減少させる鉄

キレート剤 deferoxamine (DFO)との併用によりその効

果は増強された。このように、白血病細胞株において

クラスリン依存性エンドサイトーシス、および鉄の細胞

内取り込みを標的とする白血病治療の有効性が示唆

された。 

 また、患者 AML 細胞を用いてレセプター型チロシ

ンキナ-ゼ(RTK)における活性型異常、それらに対す

るチロシンキナーゼ阻害剤による in vitro での増殖抑

制効果、APL以外の一部AML細胞でも有効とされるATRAなどレチノイン酸による抗腫瘍効果とその

レセプターRARαの発現等とTFR1、CALM等の発現について検討を行ったところ、それらの間には相

関性が認められなかった。しかし、FLT3、KITといったAMLで高頻度に認められる変異型RTKを発現

させた細胞株を低濃度のチロシンキナーゼ阻害剤へ暴露すると、変異型 RTK の総蛋白発現量は一

定であったにもかかわらず、細胞表面への RTK 発現の増加が認められ、細胞増殖の増加が認められ

た。一方で、野生型 RTK 発現細胞での検討では、低濃度チロシンキナーゼ阻害剤暴露による野生型

RTK の細胞表面の発現亢進は認められず、細胞増殖への影響も認められなかった。これらの結果は、

チロシンキナーゼ阻害剤により活性型変異 RTK 特異的な細胞表面への発現亢進、すなわちエンドサ

イトーシスによる細胞内内在化の阻害と細胞増殖との関わりが考えられた。 

 細胞増殖が盛んな細胞ほど細胞増殖に必要な鉄の需要量が多いと考えられ、TFR1 の高発現が考

えられる。また、そのような細胞では細胞増殖における TFR1 依存性、すなわちクラスリン依存性エンド

サイトーシスへの依存度も高いと考えられ、shRNA 導入による CALM ノックダウンの細胞増殖に与える

影響が大きいと考えられる。このような仮説に基づき、各種 AML 細胞株を用いて細胞表面 TFR1 発現

量とshRNAによるCALM欠損の細胞増殖に与える影響との関係について検討を行ったところ、両者間

に有意な相関は認められなかった。この結果は、ＡＭＬ細胞における TFR1 発現量は必ずしもクラスリ

ン依存性エンドサイトーシスへの依存性を示すものではなく、同経路以外の TFR1 内在化経路もしくは

TFR1 を介さない細胞内への鉄の取り込み経路の存在も考えられた。これらの結果も踏まえ、各種

AML細胞株における shRNAによるCALMノックダウンによる細胞増殖抑制と関連するバイオマーカー

の探索を行ったところ、その候補因子を同定した。これらより、クラスリン依存性エンドサイトーシス、

TFR1 の内在化を標的とする治療法の有効性の指標と関連するような新たなバイオマーカーの存在が

示唆された。 
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