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研究成果の概要（和文）：造血器腫腫瘍の発症と治療抵抗性獲得に重要な役割を果たす活性化チロシンキナーゼ
変異体発現腫瘍に対する新規分子標的治療法の開発を目指し研究を行い以下の結果を得た。FLT3-ITD陽性急性骨
髄性白血病に関して、proteasome阻害薬への耐性化の分子機構を明らかにし、USP9XとRSK1が特に有望な新規分
子治療標的であることを見出し、これらとSTAT5/Pim/mTORC1/Mcl-1経路抑制との相乗的効果を示した。USP9Xは
JAK2-V617F陽性骨髄増殖性腫瘍でも有効な分子標的で、その抑制は特にruxolitinib抵抗性の例でBH3模倣薬と共
に著明な効果が期待できることを示した。

研究成果の概要（英文）：We have aimed to gain new insights to develop novel molecular targeted 
therapies against hematopoietic malignancies with constitutively activated aberrant tyrosine kinase 
mutants, which play important roles not only in pathogenesis but also in acquisition of therapy 
resistance. We have elucidated the molecular mechanisms underlying resistance of FLT3-ITD acute 
myeloid leukemia to proteasome inhibitors and also have found that USP9X and RSK1 represent 
particularly effective targets for therapies against this disease with poor prognosis especially 
when the STAT5/Pim/mTORC1/Mcl-1 pathway is targeted in combination. Furthermore, USP9X was found to 
be a promising therapeutic target also for JAK2-V617F-positive myeloproliferative neoplasms, with 
its inhibitor as well as BH3 mimetics showing prominent effects particularly in ruxolitinib 
persistent cells.

研究分野：血液内科学

キーワード： 血液腫瘍学　分子標的療法　チロシンキナーゼ　FLT3-ITD　JAK2-V617F　プロテアソーム阻害薬　USP9X
　RSK
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は種々の造血器腫瘍で高頻度に認められる代表的かつ重要な恒常的活性化型チロシンキナーゼ変異体に関
して、それぞれの疾患の発症や進展のみでなく治療抵抗性獲得にも寄与する細胞内シグナル伝達機構を新たな因
子や伝達経路の関与を含めて詳細に明らかにするもので、細胞生物学や腫瘍治療学研究の発展に寄与する学術的
意義を有するものである。また、臨床開発中や臨床応用がなされている分子標的薬等を用いた検討により得られ
た成果は、難治性造血器腫瘍の新規統合的分子標的療法開発へ向けて臨床的にも直接的に貢献しうる社会的意義
を有する。

※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。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
 
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 の刺激
を受ける等の事から、TKI による恒常的活性化チロシンキナーゼ変異体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恒常的活性化チロシンキナーゼ変異体からのシ
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、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(研究業
績欄文献番号:4,	9,	17),	Rap1や Rac等の低分子量GTPasesの活性化やPECAM-1のリン酸化が、
造血サイトカインや恒常的活性化チロシンキナーゼ変異体のみでなく骨髄 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(3,	8,	15,	16,	19-22)。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 発現細胞の薬剤耐性克服法（4,	9,	12-14)、FLT3-ITD
や JAK2-V617F の分解制御機構の解析とその結果の治療応用の可能性などに関して報告してき
た（10,	11）。	
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 と PVTL-2
を樹立して細胞内シグナル経路の解析を行い(1,	7)、STAT5 の活性化と Pim-2 の発現誘導によ
り PI3K/Akt 経路の活性化を介さずに mTOR/4EBP1 経路が活性化しオートファジーを抑制し細胞
生存を促進することを見出した。更に、FLT3-ITD 発現細胞の解析でも、STAT5 の強度の活性化
を介して Pimキナーゼの発現が誘導され mTOR/4EBP1/eIF4E 系を介した Mcl-1の cap-dependent	
translation が維持される事で、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(2,	5)。また、PECAM-1(CD31)は BCR/ABL 等の恒常的活性化チロシンキナーゼ変異体に
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(8)、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 の活性化のみでなく、mTOR 系の活
性化にも関与することを見出している(3)。さらに、BCR/ABL、	Flt3-ITD、	Jak2-V617F が
PI3K/Akt経路活性化と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、この過程にはp53活性化とともにSTAT5やmTOR系の抑制も関与する事を報告している(4,	9,	
12,	17)。	
 
２．研究の目的 
これまでの研究成果から、申請者は BCR/ABL、FLT3-ITD、JAK2-V617F 等の恒常的活性化チロシ
ンキナーゼ変異体発現造血器腫瘍における治療抵抗性獲得機構に関して、STAT5/PIM 経路と
PI3K/Akt 経路を介した mTOR/4EBP1/eIF4E 経路の異常活性化が,Mcl-1 の発現亢進等によりミト
コンドリア依存性の内因性経路を介したアポトーシスを抑制することが中心的な役割を果たす
ことを明らかにしてきた。そこで本研究では、この治療抵抗性獲得をもたらす細胞内シグナル
伝達機構について、未知の経路の関与を含めてより詳細に解明するとともに、それを克服する
ために複数のシグナル伝達系の抑制および恒常的活性化チロシンキナーゼ変異体の活性のみで
なく発現をも抑制することにより新規の統合的分子標的療法の開発を目指して検討を行う。	
 
３．研究の方法 
これまでの研究成果から、申請者は BCR/ABL、FLT3-ITD、JAK2-V617F 等の恒常的活性化チロシ
ンキナーゼ変異体を発現しこれらの変異体に依存性に生存し増殖するモデル細胞株を保有して
いるが、これらの変異体を発現する白血病細胞株や患者者臨床検体から得た白血病細胞細胞も
用いて、阻害薬を用いた薬理学的方法や、レンチウイルスベクター等を用いた過剰発現やノッ
クダウンおよび CRISPR-Cas9 システムによるノックアウト等の遺伝子学的方法により、これら
のチロシンキナーゼ変異体および下流の種々のシグナル分子の活性や発現を制御し、種々のシ
グナル伝達機構および白血病細胞の生存や増殖に及ぼす影響を解析する。	
	
４．研究成果	
(1)急性骨髄性白血病(AML)で最も頻度が高く治療抵抗性ももたらす FLT3-ITD 遺伝子変異を有
する白血病細胞では、FLT3-TKD 遺伝子変異を有する白血病細胞に比較して、より強力な STAT5
活性化を介してPimキナーゼの発現を誘導することでmTORC1/4EBP1/mTOR経路の活性を維持し、
PI3K／AKT 経路を抑制する治療薬に対する治療抵抗性を獲得することを見出しこれまでに報告
してきたが(3)、本研究では多発性骨髄腫の主要な治療薬であり AML の治療への応用も期待され
ている proteasome 阻害薬 bortezomib や同様の効果を持つ carfilzomib が、FLT3-ITD 陽性 AML
細胞よりもFLT3-TKD細胞陽性AML細胞により強力に内在性ミトコンドリア経路を介したアポト



ーシスを誘導することを見出した。その分子機構について検討を行ったところ、bortezomib は
ストレス制御蛋白 REDD1 の発現を亢進することで FLT3-TKD 陽性 AML 細胞でより高度の mTORC1
経路抑制効果を示し、この抑制効果とアポトーシスの誘導は Pim-1 を過剰発現させることで減
弱した。一方、遺伝子学的方法による REDD1 発現誘導の亢進や、薬理学的方法による STAT５，	
Pim キナーゼ、mTORC1,	S6K の抑制は、臨床検体を含めた FLT3-ITD 陽性 AML 細胞にて bortezomib
による mTORC1/Mcl-1 経路の抑制とアポトーシスの誘導を亢進させ、Mcl-1 の過剰発現によりア
ポトーシスの誘導は抑制された。以上の結果は、FLT3-ITD が STAT5/Pim 経路の異常活性化を介
して mTORC1/Mcl-1 経路の阻害を抑制することにより proteasome 阻害薬に対する治療抵抗性を
もたらすことを示すもので、これらの経路を抑制する分子標的薬との併用により proteasome
阻害薬は治療抵抗性の FLT3-ITD 陽性細胞に相乗的な治療効果をもたらしうることが期待され
る（Nogami A. et al., Transl Oncol 12:336-349, 2019, doi: 10.1016/j.tranon.2018.11.001）。	
	

	

(2)WP1130や EOAI3402143	(G9)等の脱ユビキチン化酵素(DUB)阻害薬によるUSP9Xの抑制により、
臨床検体や MV4-11 細胞株を含めた FLT3-ITD 陽性 AML 細胞でより効率的にアポトーシスが誘導
されることを見出した。WP1130 は特に異常活性化により自己リン酸化を受けた FLT3-ITD を選
択的に aggresome へ移行させ下流のシグナルを遮断したが、USP9X をノックダウンすることで
これらの効果は増強された。FLT3-ITD は USP9X と細胞内で結合することで K63 を介したポリユ
ビキチン化の抑制を受け、USP9X をチロシンリン酸化しその ubiquitin/proteasome 経路を介し
た分解を亢進させた。また、WP1130 や G9 は酸化ストレスを誘導することで酸化ストレス誘導
性の p38 や JNK の活性化や DNA 損傷シグナル活性化を誘導することで、FLT3-ITD シグナルの抑
制と協調的にミトコンドリア依存性の内因性経路を介したアポトーシスを誘導したが、臨床的
に使用されている BH3 模倣薬はこれを相乗的に促進し、一方 Bcl-xL や Mcl-1 の過剰発現はこれ
を抑制した。以上の結果より USP9X は治療抵抗性の FLT3-ITD 陽性 AML に対する治療の有望な治
療標的であることが示され、BH3 摸倣薬などとの併用によってより根治的な新規治療法の開発
につながることが期待できる（ Akiyama H. et al. Cancer Lett, 453:84-94, 2109, doi: 
10.1016/j.canlet.2019.03.046）。		
	
(3)Ph 陽性白血病をもたらす BCR/ABL とは異なり、FLT3-ITD は MEK／ERK 経路や PDK1 を介して
セリン・スレオニンキナーゼ RSK1/RSK2 を活性化することを見出し、この活性化が AML 細胞株
MV4-11 や患者臨床検体を含め FLT3-ITD 依存性の AML 細胞の生存や増殖に必須であることを明
らかにした。また、アダプター蛋白 Gab2 とアダプターとフォスファターゼ機能を併せ持つ SHP2
との結合と相互作用が、MEK/ERK 経路の FLT3-ITD による活性化機構と、その RSK キナーゼによ
る負の制御機構に重要な役割を果たしていることを解明した。さらに、RSK1 は S6RP の S235/236
と TSC2 の S1798 および eIF4B の S422 をリン酸化し、さらに PIM キナーゼと協調的に eIF4B の
S406 をリン酸化することで、mTORC1/S6K/4EBP1 経路と eIF4B を PIM と協調的に活性化すること
を見出した。また、RSK1 は Bad の S75 をリン酸化し ERK と協調的に BIM-EL の発現を抑制し、
RSK1 の抑制は BH3 摸倣薬への感受性を亢進させるとともに、PIM や PI3K の阻害薬と相乗的に
Bax の活性化と FLT3-ITD 陽性 AML 細胞のアポトーシスを誘導した。以上の結果より RSK1 は治
療抵抗性の FLT3-ITD 陽性 AML の有望な分子治療標的であり、特に PIM や PI3K および抗アポト

exogenous overexpression showed a potent protective effect on cells
treated with combination of bortezomib and the S6K inhibitor
(Figure 6E and Supplementary Figure 2D). Previous studies have also
shown that upregulation of Mcl-1 may mediate resistance to bortezomib
or carfilzomib in AML [21]. Thus, reduction of bortezomib-induced
upregulation of Mcl-1 by downregulation of cap-dependent translation
in cells cotreated with the PIM or S6K inhibitor likely plays an important
role in increasing sensitivity to bortezomib.
The present study suggests that upregulation of REDD1

expression induced by bortezomib may play a role in downregulation
of the mTORC1 pathway because genetic enhancement of REDD1
induction distinctively augmented the bortezomib-induced down-
regulation of this pathway (Figure 4C). It has been previously
reported that bortezomib increased the expression level of REDD1
also in multiple myeloma and prostate cancer cells [28,29,31].
Although the increase in REDD1 transcript level was previously
implicated in multiple myeloma cells [29], it was later reported that
bortezomib induced REDD1 expression not through transcriptional
upregulation but through stabilization in prostate cancer cells [28]. In
accordance with this, bortezomib upregulated the expression levels of
both endogenous and exogenous REDD1 in the present study, thus
implicating the stabilization of this highly unstable protein rapidly
degraded by the proteasome [32], rather than the transcriptional
upregulation of its gene as the underlying major mechanism. REDD1
has been reported to inhibit the mTORC1 pathway by various
molecular mechanisms, including inhibition of the upstream Akt
kinase [12,33,34]. In the present study, Akt was rather activated by
overexpression of REDD1, possibly through a negative feedback
mechanism, implying that it affected signaling events downstream of
Akt. In contrast to the present study, the bortezomib-induced

REDD1 expression was implicated in protection of cell survival
through downregulation of mTORC1 pathway to enhance autoph-
agy in the previous reports [28,29]. Thus, REDD1 induced by
bortezomib may play different roles in regulation of cell survival in
different cellular contexts. Future studies are warranted to explore the
possibility that various pharmacological agents inducing cellular
stresses to induce REDD1 expression may promote the effects of
bortezomib on AML with or without FLT3-ITD.

The present study has shown that bortezomib downregulated the
expression level of FLT3-ITD in AML cells, which is in agreement
with previous reports [22,35]. However, different mechanisms have
been described to induce the downregulation. While Blum et al. [35]
reported that bortezomib inhibited the FLT3-ITD expression at the
transcriptional level in MV4-11 as well as primary AML cells, Larrue
et al. [22] more recently reported that bortezomib inhibited the
mTORC1 pathway to induce autophagic degradation in these cells,
which was not prevented by caspase inhibitors. In the present study,
however, the decrease in FLT3-ITD expression was observed under
the conditions where autophagic flux was not increased and was at
least partly prevented by inhibition of caspases but not autophagy
(Figure 4, E and F). Moreover, bortezomib only modestly or
drastically accelerated the decrease in FLT3-ITD expression when
translation or transcription was shut down, respectively, thus
implicating translational downregulation as the major underlying
mechanism (Figure 4G). In accordance with this, bortezomib
retarded the recovery of FLT3-ITD expression after reinitiation of
translation in MV4-11 cells (Figure 4H). Furthermore, inhibition of
mTORC1 downregulated FLT3-ITD (Figure 4J). Thus, our results
strongly suggest that bortezomib reduced the FLT3-ITD expression
by the translation mechanisms regulated by mTORC1 and
subsequently by the caspase-mediated mechanisms in cells undergo-
ing apoptosis. The discrepancy with the previous reports might have
been caused at least partly by the differences in experimental
conditions. For instance, Larrue et al. examined the effect of
bortezomib on autophagy in MV4-11 cells treated with 10 nM
bortezomib for 24 hours, while we examined the earlier (8 hours)
effects of a slightly higher concentration (5 ng/ml or 13.0 nM) of
bortezomib on FLT3-ITD and autophagy in these cells. Together,
these data suggest that proteasome inhibitors may reduce the
expression of FLT3-ITD through various mechanisms dependent
on cellular and experimental conditions. Irrespective of the
underlying mechanisms, the decrease in FLT3-ITD expression may
play a significant role in enhancement of long-term cytotoxic effects
of proteasome inhibitors on FLT3-ITD–positive AML cells, which
may explain the report that primary AML samples bearing FLT3-
ITD mutations are more sensitive to proteasome inhibitors than wild-
type samples [22].

In summary, we have demonstrated that the proteasome inhibitors
bortezomib and carfilzomib downregulated the mTORC1 pathway
to induce apoptosis mediated through the intrinsic mitochondrial
pathway in hematopoietic cells including the FLT3-ITD–positive
MV4-11 and primary AML cells. FLT3-ITD as compared with
FLT3-TKD diminished the cytotoxic effect of proteasome inhibitors
by partly sustaining the mTORC1 pathway through activation of the
STAT5/Pim kinase axis. Induction of REDD1 by bortezomib was
implicated in reducing the mTORC1 activity critical for translation
of mRNAs, which led to decrease in FLT3-ITD expression as well as
decrease in induction of Mcl-1 expression by proteasome inhibitors to
result in induction of apoptosis. Because inhibition of the STAT5/

Figure 7. A schematic model of intracellular signaling mechanisms
regulating proteasome inhibitor-induced apoptosis by FLT3-ITD
involving the STAT5/Pim axis and themTORC1/eIF4F/Mcl-1 pathway.
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ーシス性の BCL２ファミリー蛋白に対する分子標的薬との併用により根治的な新規治療法の開
発につながることが期待できる（Watanabe D. et al. Cancers, 2019, 11:e1827, doi: 
10.3390/j.cancers1121827）。	
	

	

(4)骨髄増殖性腫瘍をもたらす最も頻度の高い変異である JAK2-V617F が、正常の JAK2 に比較し
て、WP1130 や G9 等の DUB 阻害薬による USP9X の抑制により、K63 を介したポリユビキチン化に
よる aggresome への移行と下流のシグナル経路活性化の抑制をより高度に被ることを見出し、
USP9X 阻害薬がサイトカインにより活性化された JAK2 に依存する正常の造血細胞よりも
JAK2-V617F 陽性造血器腫瘍細胞の増殖をより選択的に抑制しアポトーシスを誘導することを
明らかにした。USP9X は白血病細胞株 HEL などで JAK2-V617F と結合することが確認され、USP9X
の抑制は活性化され自己リン酸化された JAK2-V617F をより効果的に抑制し、同時に酸化ストレ
ス誘導性の p38 や JNK の活性化や DNA 損傷シグナル活性化を誘導することにより相乗的にミト
コンドリア依存性の内因性経路を介したアポトーシスを誘導したが、BH3 摸倣薬はこれをさら
に相乗的に促進した。興味深いことに、骨髄増殖性腫瘍に有効な JAK キナーゼ阻害薬
ruxolitinibに長期間暴露され抵抗性を獲得したHEL細胞では、自己リン酸化されたJAK2-V617F
は USP9X 阻害薬にも抵抗性を示したが、Bcl-2 や Bcl-xL の発現レベルの低下により USP9X 阻害
薬や BH3 模倣薬によりアポトーシスがより高度に誘導されることを見出した。以上の結果より
USP9X は JAK2-V617F 陽性骨髄増殖性腫瘍において有望な新規分子標的で有ることが示され、臨
床的に重要な問題である ruxolitinib 抵抗性の症例において BH3 模倣薬と共に USP9X 阻害薬は
より著名な効果を示すことが期待される（Akiyama H. et al. Cancers, 2020, 12:e406, doi: 
10.3390/j.cancers2020406）。	
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decreased by inhibition of FLT3-ITD in MV4-11 and primary AML cells, while inhibition of PIM did
not show any e↵ect on expression level of RSK1 or RSK2 in these cells (Figure 3G). However, inhibition
of PIM slightly inhibited activation of RSK CTKD, as well as NTKD, in primary FLT3-ITD-positive
AML cells, but not in MV4-11, while the BRD4 inhibitor JQ1 downregulated expression of RSK1,
but not RSK2 in MV4-11 cells (Figure 3G,H,I). Reasons for the discrepancies between our data and
those reported by Hospital, M-A. et al. [18] remain to be clarified and might be, at least partly, due
to di↵erences in cellular context. In this regard, it should be noted that AML is heterogeneous and
we could perform detailed investigations in only one case of FLT3-ITD-positive AML in addition to
MV4-11. Nevertheless, the present study revealed that, in addition to activating RSK1 and RSK2,
FLT3-ITD is able to increase expression of RSK1, but not RSK2, through mechanisms possibly involving
c-Myc, but not PIM, in some AML cells.

Figure 7. Schematic model for molecular mechanisms by which FLT3-ITD enhances proliferation and
survival of AML cells through activation of RSK1.

The present study has revealed that RSKs, mostly RSK1, play an important role in promotion
of proliferation and survival of cells transformed by FLT3-ITD, but not BCR/ABL. This is partly
compatible with a previous report by Elf, S. et al. [17] that RSK2 is essential for development of
the myeloproliferative disorder in mice induced by FLT3-ITD, but dispensable for that induced by
BCR/ABL. In contrast to our study, however, the authors reported that both BCR/ABL and FLT3-ITD
activated RSK2 in leukemic cells, which is most likely because only activation specific phosphorylation
of RSK CTKD was examined. The authors also reported that activation of RSK2 played a role in
proliferation and survival of leukemic cells transformed by FLT3-ITD, but not BCR/ABL, such as
MV4-11 and K562, respectively. However, this was mostly based on experiments using the RSK CTKD
inhibitor FMK, which was revealed in the present study to barely inhibit RSK NTKD in K562 and to
inhibit FLT3-ITD very e�ciently at high concentrations, such as 12.94 µM reported as the cellular IC50
value for MV4-11 [17]. On the other hand, we used the highly specific RSK NTKD inhibitor LJH685
to reveal the selective dependence of FLT3-ITD transformed cells. but not BCR/ABL-transformed
leukemic cells on RSKs. Elf, S. et al. [17] further demonstrated that transient KD of RSK2, but not
RSK1, induced apoptosis remarkably in FLT3-ITD-transformed cells including MV4-11, whereas KO of
RSK1 reduced proliferation of MV4-11 cells more significantly than KO of RSK2 without remarkably
inducing apoptosis in the present study (Figures 2C and 6G). This discrepancy may be partly due to the
di↵erences in experimental procedures, and the significance of RSK1 and RSK2 in FLT3-ITD-positive
AML cells might be relative and conditional. Although molecular mechanisms underlying the di↵erence
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