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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病（AML）の治療において、抗がん剤に対する治療抵抗性（または耐
性）は患者診療上の重要な課題である。治療後に骨髄に残存した白血病細胞は、骨髄（腔内）微小環境（ニッ
チ）内に潜伏し、その再増殖が再発、治療抵抗性の原因となる。本研究では、治療後骨髄ニッチ内に残存し再
発、予後不良の原因となる抗がん剤耐性の分子機構を明らかにし、それに基づく診断・克服法の開発を目指すこ
とを目的とした。FLT3またはKIT変異を有する株化培養白血病細胞を作製し、細胞と細胞外マトリックスとの相
互反応を調べた結果、ara-C耐性の増強とその分子メカニズムが明らかとなり、診断治療の標的となる可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the treatment of acute leukemia patients, drug-resistance after therapy 
with chemotherapeutic agents is clinically problematic. The residual disease after the therapy 
survives and re-proliferates through bone marrow niche cross-talk. This study was undertaken to 
elucidate drug-resistance mechanisms of leukemia cells through bone marrow niche cross talk, and to 
development of an evaluation method based on it. Cultured leukemia cell lines with FLT3-ITD showed 
collateral resistance to are-C in the presence of fibronectin or G-CSF, which can derive from 
stromal cells in bone marrow. This crosstalk can be target of evaluation and interruption for the 
overcome.

研究分野：臨床検査学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　急性白血病の治療において、抗がん剤に対する治療抵抗性（耐性）は患者診療上の重要な課題で、耐性の分子
機構の解明とそれに基づく、診断と克服法への応用は治療成績の向上につながると期待される。治療後に残存し
た白血病細胞は、骨髄（腔内）微小環境（ニッチ）内に潜伏し、その再増殖が再発、治療抵抗性の原因となる。
本研究では、治療後骨髄ニッチ内に残存し、予後不良の原因となる白血病細胞の耐性の分子機構を明らかにし
た。これらに重要な分子は、治療抵抗性の診断と治療法の開発を通して、個別患者に最も適切な治療法の選択と
治療予後の改善に貢献しうると考えられる。

※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 
	
 AML の治療予後は、染色体・遺伝子異常によって規定される。予後良好な染色体異常にお
いても治療抵抗性の症例が少なからず存在する。receptor tyrosine kinase: RTK である
fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3)遺伝子の internal tandem duplication 異常 (FLT3-ITD)と
KIT 変異は、予後不良マーカーとして知られる。FLT3-ITD は、AML の約 30%に認められ、
独立した重要な予後不良因子とされている。我々は、FLT3-ITD を過剰発現させた白血病細胞
が、低酸素下で誘導される転写因子 HIF1 を介して核酸アナログ ara-C に対して耐性を獲得
することを明らかにした。治療後に骨髄に残存する白血病細胞は抗がん剤による細胞アポトー
シスから逃れて再び増殖し再発の原因となることが報告されつつある。これらの結果は、低酸
素状態にある骨髄において、細胞増殖を標的とする抗がん剤に耐性となる可能性を示唆してい
る。白血病幹細胞は現在注目されている領域であるが、in vivo モデルにおいて白血病幹細胞
の有する遺伝子異常と組織学的な分布や機能分子の発現について免疫組織学的検索は我々の研
究成果を始め報告数が少ない。白血病幹細胞が骨髄微小環境と接触する上で重要なインテグリ
ンに関して、細胞内シグナルは、主に結合するインテグリン関連キナーゼのカスケード活性化
を介して腫瘍細胞の生存に関与する。これらから、インテグリンなどと骨髄微小環境との相互
作用が細胞死からの回避や抗がん剤抵抗性をもたらしている可能性がある。我々は、同細胞の
DNA マイクロアレイ解析にて、骨髄微小環境の構成分子（フィブロネクチン、コラーゲンな
ど）およびその受容体（インテグリン、LAIR2 など）の発現亢進を明らかとした。多くの白
血病細胞を供給する白血病幹細胞は、正常造血幹細胞と同様に骨髄腔内の nicheニッチ にあっ
てその細胞増殖は抑えられているが、骨髄微小環境がその増殖を下支えしている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
	
 急性白血病の治療において、抗がん剤に対する治療抵抗性（または耐性）は患者診療上の重
要な課題である。抗がん剤治療後に骨髄に残存した白血病細胞（微小残存病変）は、骨髄（腔
内）微小環境（nicheニッチ）内に潜伏し、その再増殖が再発、治療抵抗性の原因となる。 
	
 本研究では、白血病の治療予後の改善のため、治療後骨髄ニッチ内に残存し再発、予後不良
の原因となる抗がん剤耐性の分子機構を明らかにし、それに基づく耐性の評価システムさらに
は克服法の開発を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 骨髄微小環境の要素として細胞外マトリックスには、白血病細胞表面の接着受容体と相互反
応するフィブロネクチン、コラーゲン IV を用いた。細胞と細胞外環境の相互反応を阻害する
モノクローナル抗体を用いて、抗がん剤への耐性度変化を調べた。抗がん剤感受性試験には、
細胞死の評価に MTT 試験を用いた。白血病細胞と骨髄間質細胞との相互関係を知るため、急
性骨髄性白血病において治療抵抗性のバイオマーカーとして知られるFLT3またはKIT変異を
有する株化培養白血病細胞を作製した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 FLT3またはKIT変異を有する株化培養白血病細胞において骨髄間質細胞から分泌液性因子
G-CSF による抗がん剤耐性への影響を調べた。G-CSF の存在下において、FLT3 陽性白血病
細胞は ara-Cに対して治療抵抗性をもたらすことが示された。KITについて、臨床的に頻度多
い４種の変異を有する plasmid DNAを作製し、株化培養細胞株 HL-60または U937に細胞導
入し、野生型と比較した。その結果、KIT変異導入細胞において、Ara-C耐性化が確認された。
さらに、ara-C 耐性化の機構として、薬剤の細胞膜輸送低下や不活化をもたらす遺伝子発現変
化が証明された。G-CSFは KIT変異の中で KITN822Kを有する Kasumi-1細胞において、治
療抵抗性をもたらすことが明らかとなった。 
	
 FLT3-ITD導入 K562細胞は、ファイブロネクチンをコートした培養プレートにて培養した
場合、ara-C 耐性が増強することが明らかとなった。ファイブロネクチン接着を特異的に抑制
する抗 β1インテグリン抗体の投与にて、ara-C耐性は減弱した。FLT3-ITDを導入した培養細
胞株 K562 における遺伝子発現として、K562-FLT3 細胞における遺伝子発現を調べた結果、
ファイブロネクチン遺伝子（FN）と FGFR1の発現上昇が見られ、オートクライン機序にて細
胞と細胞外マトリックスとの相互反応を強化し、治療抵抗性をもたらす可能性が示唆された。
その現象における細胞内シグナルを知るため、関連する特異的分子を調べた。TGFB1, 
TGFBR2, TGFBR1その他 17遺伝子を定量的リアルタイム PCRで調べた結果、ファイブロネ
クチン存在下で、TGFB1、TGFBR2と SMAD2遺伝子発現が亢進していることが明らかとな
った。さらに、FLT-3陽性の MOLM14細胞と MV4-11細胞にて、TGFβ1 蛋白レベルをウェ
スタンブロットにて調べた結果、ファイブロネクチン存在下にて 2倍の発現亢進が認められた。
TGFβR1蛋白レベルとそのリン酸化は、ファイブロネクチン存在下で発現低下していた。TGFβ
１発現上昇と TGFβR１発現低下が確認された。これらは、細胞介在の治療抵抗性をもたらす



 

 

細胞と細胞外マトリックスとの相互反応の結果、ara-C 耐性の増強における分子メカニズムと
なる可能性が示唆された。 
	
 これらの結果は、receptor tyrosine kinase: RTKの活性化変異を有する AML細胞が治療後
残存し抵抗性を獲得する分子機構を説明するものと考えられる。これらは、細胞介在の治療抵
抗性をもたらす細胞と細胞外マトリックスとの相互反応（骨髄ニッチ・クロストーク）の結果、
ara-C 耐性の増強における分子メカニズムとなる可能性が示唆され、これら分子機構に重要な
遺伝子は、AMLの治療抵抗性の診断と治療法の開発に貢献しうると考えられる。 
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