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研究成果の概要（和文）：　当科で作成した、急性白血病の重要薬剤シタラビン、クロファラビンに対する耐性
化白血病細胞を検討した。耐性細胞では薬剤活性化酵素dCK, dGKが低下し活性型薬剤代謝物（3リン酸結合体）
生成が減少していた。また、抗アポトーシスタンパクBcl-2とMcl-1が過剰発現していた。アポトーシス誘導タン
パクに変化はほとんどみられなかった。Bcl-2阻害薬ベネトクラクスは単剤でアポトーシスを誘導し、併用は相
乗効果を発揮した。Mcl-1阻害薬アルボシディブの併用相乗効果は得られなかった。以上より、白血病の薬剤耐
性克服手段として、抗アポトーシスを標的とする分子標的薬の導入が効果的であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：  The aim of our present research was to examine thoroughly the mechanisms 
of drug resistance in the cultured leukemia cells, which we had developed to be resistant to the key
 drugs (cytarabine, clofarabine) for treating leukemia. In the resistant cell lines, the active drug
 metabolite production (triphosphate forms) was reduced due to the suppression of activating 
enzymes, dCK and dGK. In addition, the anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Mcl-1 were overexpressed, 
while pro-apoptotic proteins were not changed. The Bcl-2 inhibitor, venetoclax, induced apoptosis as
 a single agent, and the combination exerted a synergistic effect. The effect of venetoclax was 
reduced by the increased Bcl-2 expression. The combined effect of the Mcl-1 inhibitor, alvocidib, 
was minimal. Thus, it was found that the introduction of a molecular-targeted drug aiming at 
anti-apoptosis is effective as a means for pharmacological overcoming drug resistance in leukemia.

研究分野： 総合生物

キーワード： 化学療法　分子標的療法　血液腫瘍学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　抗がん薬に耐性化した白血病細胞を直截かつ網羅的に解析し、耐性分子病態を解明し克服戦略を確立すること
が本研究の目的である。その成果として、細胞内薬剤活性化に加えて、抗アポトーシス増強が耐性の主要因であ
ることを突き止めた。アポトーシス経路はほとんどすべての抗がん薬の殺細胞作用に関わっており、それを標的
とする戦略は他がん治療に応用できる普遍性を有する（学術的意義）。さらに、白血病では今後世界的に治療体
系の核となるベネトクラクスが我が国でも承認された（2021年3月）。本研究は本薬の実臨床での単剤・併用治
療法開発・発展のための重要な基礎理論となる（社会的意義）。

※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）血液がんである急性白血病では標準的寛解導入療法により患者の 80％は完全寛解に到達
する。しかし多くは再発し抗がん薬耐性を獲得し、救援化学療法に反応しない。急性白血病治療
の根幹はシタラビンを核とする併用化学療法で、今後も backbone regimen として揺るぎない。
シタラビンはシチジン誘導体で、白血病がん細胞表面トランスポーターhENT1 を通じ細胞内に転
入され、リン酸化酵素 dCK によりシタラビン 3 リン酸へ活性化される。シタラビン 3 リン酸は
細胞周期 S 期に核 DNA 内に転入され DNA 合成を阻害する。この DNA ダメージは細胞周期 G2 チェ
ックポイントによる修復能力を凌駕し、ミトコンドリア依存性アポトーシスを誘導する。 
 
（２）研究者らはシタラビン耐性白血病細胞株の網羅的解析/発現レベル同定/機能解析により
hENT1 機能低下・dCK 活性低下による細胞内薬剤リン酸化活性体生成低下、ATR,BRCA1,RAD21,CDK7
異常による G2 チェックポイント機能亢進、Bcl-xL 過剰発現による抗アポトーシスを見出した。
即ち、抗がん薬耐性の分子病態の本質は白血病細胞内薬剤活性化→S 期依存性 DNA ダメージ→ア
ポトーシス誘導という一連の薬理学的活性経路の破綻であることを明らかにした。 
 

２．研究の目的 

急性白血病の抗がん薬耐性分子病態を克服しうる至適治療戦略はなにか？が本研究最大の「問
い」で、研究の目的は、薬理学的基礎理論に基づき耐性克服法を確立することである。本研究で
はそのモデルとして、当科で樹立した 3 種類の抗がん薬耐性細胞、シタラビン耐性白血病細胞、
シタラビン新誘導体クロファラビンの耐性白血病細胞 2 種を用いた。 
 
３．研究の方法 

（１）白血病細胞の培養と増殖抑制効果 
急性骨髄性白血病培養細胞として親株 HL-60、当科が樹立したシタラビン 10 倍耐性亜株 HL-

60/ara-C、クロファラビン 4 倍耐性、30 倍耐性亜株 HL-60/CAFdA4, HL-60/CAFdA30 を使用した。
RPMI1640 培養液中で各細胞を各薬剤と各濃度で一定時間暴露させ、XTT 法にて増殖を定量した。 
 
（２）細胞周期、アポトーシス誘導効果の同定 
上記培養細胞を用いて、フローサイトメトリー法にて PI 染色により細胞周期を同定した。さ

らに annexin V 陽性率によりアポトーシス誘導を定量した。 
 
（３）薬剤感受性予測因子の薬理学的同定ならびに細胞内 3 リン酸体測定 
細胞膜トランスポーターhENT1,2,hCNT3、リン酸化酵素 dCK, dGK、アポトーシス関連タンパク

Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xL, Bax, Bak, Bim をウェスタンブロット法にて同定した。更に薬剤暴露後
の細胞内活性型リン酸体（ara-CTP, CAFdATP）を高速液体クロマトグラフィー法により定量し
た。 
 
（４）遺伝子発現レベルの比較 
親株、耐性株全てでマイクロアレイ法により遺伝子発現レベルを網羅的に解析した。 

 
（５）細胞周期の同定 
細胞周期の強制制御をフローサイトメトリー法により同定した。 

 
（６）併用療法による薬剤耐性の解除 併用効果の判定 
本研究では薬剤耐性に最も寄与する因子は抗アポトーシス因子の発現亢進であった。このこ

とから抗アポトーシス阻害薬を併用し、増殖抑制、細胞死誘導を検討した。また併用効果を CI
法により判定した。 
 
４．研究成果 

（１）交差耐性 

当科で樹立したシタラビン 10 倍耐性細胞とクロファラビン 4 倍耐性細胞、30 倍耐性細胞を使

用した。これらはヌクレオシドアナログ他薬（ゲムシタビン、クラドリビン）に交差耐性を示し

た。重要な点として、新規薬剤クロファラビンはシタラビン耐性細胞に中等度の感受性を有して

いた。一方クロファラビン耐性細胞にはシタラビンは高度耐性で全く細胞増殖抑制効果は得ら

れなかった。 

 

（２）薬剤活性化因子 

薬剤関連因子をウェスタンブロット法によりタンパク発現として同定した。耐性細胞ではい

ずれにおいても薬剤転入トランスポーターに異常は見られなかった。一方、細胞内リン酸化酵素



dCK 発現低下はシタラビン耐性細胞で認められ、2 種類のクロファラビン耐性細胞では dCK だけ

でなくミトコンドリア内 dGK 発現も低下した（図１）。細胞内活性型リン酸化代謝物シタラビン

3 リン酸、クロファラビン 3 リン酸は耐性細胞で減少した（図２）。 

 

（３）アポトーシス関連タンパク 

薬剤効果発揮の最終段階であるアポトーシスについてウェスタン法により検討した。Pro-ア

ポトーシスタンパク Bim, Bax, Bak は不変であった。一方、抗アポトーシスタンパク Bcl-2 と

Mcl-1 の過剰発現が耐性細胞全般に見出された（図３）。これらが薬剤耐性に深く関与すること

が示唆された。 

 

（４）遺伝子発現レベルの網羅解析 

薬剤のがん細胞内活性化経路を中心に網羅的に解析を行った。マイクロアレイ法により網羅

的遺伝子発現レベルを検討した。上記検討済み以外の薬剤トランスポーター（hENT3, hCNT1,2）

にも異常発現は認められなかった。さらに薬剤不活化酵素（CDA, cNT-II）や薬剤排泄ポンプ（PGP, 

MRP）の発現レベルにも異常は見られなかった。また、DNA 修復（BRCA, ATM, ATR, PARP, MLH1, 

MSH2, ERCC1, XPG, APE）や細胞周期チェックポイント（CDK4/6, cyclin）に関わる因子の異常

も見られなかった。今回の検討ではここで検討された培養耐性細胞では細胞周期や DNA 修復が

治療標的にはならないことが判明した。 

 

（５）抗アポトーシス関連タンパクの阻害 

Bcl-2 阻害薬ベネトクラクスならびに Mcl-1 阻害薬アルボシディブにより耐性克服を試みた。

ベネトクラクス単剤は白血病細胞の増殖抑制効果を発揮したが、Bcl-2 が発現亢進した耐性細胞

ではその効果は減弱した。一方、アルボシディブは耐性細胞においても増殖抑制効果を示した。

次に併用を試みた。ベネトクラクスとシタラビン、ベネトクラクスとクロファラビンの併用はい

ずれも薬剤感受性細胞、耐性細胞で相乗的に細胞増殖抑制効果を発揮した（図４）。一方、Mcl-

1 阻害薬アルボシディブはシタラビン/クロファラビンとの併用で相乗併用効果は得られなかっ

た。なお FLT3 変異陽性細胞においてもシタラビン、ベネトクラクス併用は効果的であり、FLT3

阻害薬 gilteritinib により効果は増強された。 

 

（６）細胞周期 

シタラビンにより感受性親株 HL-60 では S 期に細胞の集積が認められた。ベネトクラクスは

細胞周期に影響を与えなかった。一方、アルボシディブは細胞周期を修飾し S 期に集積する細胞

集団は減少した。timed sequential にシタラビンを先行し後にアルボシディブを用いることで

併用効果を発揮させることができた。 

 

（７）得られた成果のまとめと国内外における位置づけとインパクト 

本研究の骨子は白血病治療の key drug シタラビンそして新薬クロファラビンの耐性克服であ
る。そのために細胞周期制御やアポトーシス制御を標的とする併用戦略の構築を基礎理論から
確立することにあった。本研究結果から抗アポトーシスタンパク阻害が優先される戦略である
ことが判明した。なお、アルボシディブは元来 CDK4,6 阻害作用を有する細胞周期薬でもあり、
当初予定されていた細胞周期阻害薬バラサチブよりもアルボシディブの臨床試験が先に開始と
なったためアルボシディブを先に検討した。即ち、薬剤耐性化した白血病細胞の耐性分子病態を
直截かつ網羅的に検討し、その成果として抗アポトーシス増強が耐性の主要因であることを突
き止めた。アポトーシス経路はほとんどすべての抗がん薬の殺細胞作用に関わっており、それを
標的とする戦略は他がん治療に応用できる普遍性を有する（学術的意義）。さらに、白血病では
今後世界的に治療体系の核となるベネトクラクスが我が国でも承認された（2021年 3 月）。本研
究は本薬の実臨床での単剤・併用治療法開発・発展のための重要な基礎理論となる（社会的意義）。
以上、今後の白血病治療ならびにがん治療発展に向けた基礎理論構築となる本研究のインパク
トは非常に高い。 

 

（８）今後の展望 

今回白血病の key drug シタラビン、その新規誘導体クロファラビンの薬剤耐性の最重要たる

ものが抗アポトーシスタンパク Bcl-2, Mcl-1 であることを見出した。しかしながら本研究の結

果から両分子に対する阻害薬の効果は限定的であり、抗アポトーシスの解除には更なる検討が

必要であることが判明した。この点について 2021 年度から研究代表者が開始する「急性白血病

の耐性克服を目指した薬理学的抗アポトーシス解除による新治療戦略の確立、基盤（Ｃ）21K07239」

によって解明する予定である。具体的には Bcl-2, Mcl-1 同時阻害による内因系経路の遮断、脱

メチル化薬を用いたエピジェネティック修復による Bcl-2, Mcl-1 発現低下、並びに外因系経路

阻害をう回路として利用することである。 
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図 1 細胞内シタラビン 3 リン酸（ara-CTP）、クロファラビン 3 リン酸（CAFdATP）定量。 

 

    
図２薬理学的因子タンパク発現 図３アポトーシスタンパク発現 

 

 
図４併用効果の判定。A ベネトクラクス併用、B アルボシディブ併用。 
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