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研究成果の概要（和文）： 種々の白血病や骨髄増殖腫瘍の発症や進展および治療抵抗性には、

細胞の増殖や生存を調節する細胞内のチロシンリン酸化酵素の構造異常が重要な役割を果たし

ているが、その主なものである BCR/ABL, Flt3-ITD および Jak2-V617F を標的とした分子標的療

法薬などと、抗癌剤とを併用することで、これらの異常酵素を発現する白血病細胞の抗癌剤耐

性が克服される事を見いだし、その詳細な仕組みを明らかにした。 
 
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. We found that the chemotherapy 
resistance of hematopoietic cells transformed by BCR/ABL, Flt3-ITD, or Jak2-V617F 
could be conquered  by combining specific tyrosine kinase inhibitors against these 
aberrant kinases with DNA-damaging chemotherapeutic agents and elucidated the 
underlying molecular mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 

白 血 病 の 発 症 と 進 展 に は BCR/ABL や

Flt3-ITD等のチロシンキナーゼ変異による増

殖シグナルの異常活性化が重要な役割を果た

し、これらを分子標的とした薬剤が開発され

臨床応用されつつある。しかし、これらの活

性化変異標的の抑制のみでは、特に急性白血

病細胞では充分な効果が得られず、また容易

に耐性を生じうる。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、

正常細胞をも障害し強い副作用を伴い、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。最近申請者

は増殖シグナル活性化がチェックポイント機

構の亢進を介して抗癌剤耐性をもたらし、こ
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れを抑制することにより抗癌剤によるアポト

ーシスの誘導を相乗的に亢進させることを見

いだした。また、現在開発中のチェックポイ

ントやアポトーシス制御機構に対する分子標

的薬により活性化チロシンキナーゼ標的薬の

効果を相乗的に亢進しうることを見いだして

いる。 

 DNA損傷によりATM/ATRが活性化され、

p53とChk1の活性化を介して、それぞれG1およ

びG2チェックポイント制御誘導にいたるシグ

ナル伝達機構に関しては、近年世界的に研究

が進展している。しかしチェックポイント調

節機構が腫瘍細胞の異常増殖シグナル伝達機

構により制御され、抗癌剤耐性をもたらし腫

瘍の難治化に至る過程に関しては、他にほと

んど研究が見られず、その分子機構の詳細は

不明である。また、Mdm2阻害薬nutlin-3aや

Bcl2阻害薬ABT-737等の分子標的薬は臨床応

用も間近に期待され研究開発が行われている

が、imatinib等の既存の分子標的薬や抗癌剤

との有効な併用法およびその基礎となる相乗

効果の分子機構に関しては、世界的にほとん

ど研究成果が得られていない。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、増殖・アポトーシス・チェ

ックポイント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白血病治療

法の開発を目指して、これらの分子標的薬お

よび抗癌剤の相乗的かつ効果的な組み合わせ

を見いだすと供に、その相乗効果の分子機構

を明らかにして併用療法開発の理論的基盤の

確立を目指す。種々の治療抵抗性Ph陽性急性

リンパ性白血病（ALL）や急性骨髄性白血病

（AML）臨床検体を含めて、白血病細胞での

BCR/ABL・FLT3-ITD・Jak2-V617F等の恒常的活

性化異常チロシンキナーゼによる、Chk1及び

p38依存性の抗癌剤誘導性G2チェックポイン

ト活性化促進の分子機構を解明し、抗癌剤耐

性獲得における意義を明らかにすると供にそ

の制御法を検討する。特に、Chk1活性化調節

機構に関しては、Chk1と相互作用する分子を

網羅的な探索により明らかにする。白血病に

対する統合的分子標的療法を開発するため、

恒常的チロシンキナーゼ活性化シグナルの阻

害薬と相乗的に作用しアポトーシスを誘導す

る分子標的薬および抗癌剤を見いだし、その

分子基盤を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

IL-3 依存性マウス造血細胞株BaF3細胞に

テトラサイクリン依存性にBCR/ABLを発現さ

せた細胞株Ton.B210細胞や、IL-3 依存性マウ

ス造血細胞株 32D にエリスロポエチンレセ

プター(EpoR)を導入した細胞株 32DE とそ

の派生クローン、および Epo 依存性ヒト急

性巨核芽球性白血病 (AML-M7) 由来 細胞

株 UT7、Jak2-V617F 変異を導入しサイトカ

イ ン 非 依 存 性 を 示 す 細 胞 株 

UT7/Jak2-V617F を用い、VP16 や DXR な
ど  DNA 損 傷 ス ト レ ス 下 に お け る 

Epo-Jak2 シ グナル伝達因子および関与す

る分子の動向、様々な阻害薬の影響につきウ

エスタンブロッ ト(WB)法にて検討した。

Jak2 の Ubi 化について、ヒト胎児腎上皮細

胞株 293T を用いた遺 伝子導入実験により、

WB 法で検討した。またフローサイトメトリ

ー(FCM)法を用いて、こ れらの細胞における

細胞周期法によるアポトーシス分析、またミ

トコンドリア膜電位変化、 Bcl2 ファミリー

蛋白質 Bax およびカスパーゼ 3 の活性化

について解析した。293T 細胞での検討では、

Flt3-ITD や Cbl の発現プラスミドを遺伝

子導入し一過性に発現させ、Flt3-ITD の安定

性などをウェスタンブロット法により解析し

た。また 32D 細胞で の検討では、Flt3-ITD 
や Cbl の発現プラスミドをレトロウイルス

により導入し同様にウェ スタンブロット法

により解析した。またヒト白血病細胞株 

MV4-11 を用いた検討も行った。 また細胞増

殖については XTT アッセイを用いて検討し

た。 
 
４．研究成果 

(1) 恒常的チロシンキナーゼ活性化シグナル

の阻害と相乗的に作用し、白血病細胞のアポ

トーシスを誘導する細胞内シグナル制御法を

開発するため、特にMDM2阻害薬nutlin-3aにつ

いてBCR/ABL阻害剤でPh陽性白血病の治療

に用いられているimatinibとの相乗効果の可

能性につき検討した。その結果、Ph陽性ALL
およびCML急性転化症例の臨床検体や、

imatinib耐性E255K変異BCR/ABL発現株を含

めたBCR/ABL発現細胞において、Mdm2阻害

薬nutlin-3がp53の発現誘導を介してimatinibと
相乗的にBaxの活性化とmitochondria依存性ア

ポトーシスを誘導することを明らかにした

（Apoptosis 15:608-620, 2010）。Mdm2阻害剤は

臨床応用に向けて世界的に開発が行われてい

るが、チロシンキナーゼ阻害薬との相乗的効

果を見いだし、その細胞内分子機構を明らか

にした成果は、世界的にも類を見ず、Ph陽性

白血病のみでなく、恒常的チロシンキナーゼ

が発症や進展に関与する他の種々の造血器腫



瘍やその他の癌に対する新たな統合的分子標

的療法の開発への貢献が期待される。 
(2) Raf阻害薬として開発され現在腎癌等の治

療に臨床応用されているsorafenibが、imatinib
耐性のT315I変異体を含めてBCR/ABLを直接

抑制することによりPh陽性白血病にアポトー

シスを誘導することを見いだした（Cancer Res 
69:3917, 2009）。T315I変異は新たなBCR/ABL
阻害薬を含めた治療にも抵抗性を示し、Ph陽
性白血病治療における最大の臨床的問題点で

あるが、既に臨床応用されているsorafenibに
よりこの変異体の酵素活性自体が抑制され細

胞死をもたらす事を世界に先がけて明らかに

した本研究成果は、治療への応用が強く期待

出来る。 
(3) エトポシド (VP16)やドキソルビシン

(DXR)などの抗癌剤処理によるDNA損傷スト

レスが、チロシンキナーゼ阻害薬による活性

阻害下にJak2-V617Fのユビキチン・プロテア

ソーム系およびカスパーゼによる分解をもた

らすことを見出した。またこの機構の制御に

はGSK3ßが重要な役割を果たし、この機構に

よりチロシンキナーゼ阻害薬と抗癌剤により

相乗的にカスパーゼ活性化とアポトーシス誘

導がもたらされることを示し報告した（PLoS 
ONE 6:E27397, 2011）。恒常的活性化チロシン

キナーゼの抑制のみでなくその分解を誘導し

うることを見いだした本研究成果は世界的に

独自性に富む成果であり、耐性発症の予防や

白血病幹細胞の撲滅を目指す治療法の開発へ

も貢献しうる意義を持つ。 
(4) Fl3-ITDに関してはHSP90の機能を特異的

阻害薬で抑制することで、E3ユビキチンリガ

ーゼc-CblおよびCbl-bによりK48を介したポ

リユビキチン化を受けて、ユビキチン・プロ

テアソーム系にて分解されることを見出し報

告した（J. Biol. Chem. 286:30263-73, 2011）。

ｃ-CblおよびCbl-bに関しては変異体が
種々の造血器腫瘍で見出されており、造
血細胞特異的チロシンキナーゼのUPSに
よる制御機構はこれらの腫瘍の発症進展
や治療抵抗性獲得機構との関連でも重要
な意義が予測される。 

(5) BCR/ABL、JAK2-V617FおよびFlt3-ITDで形

質転換した造血細胞を、をそれぞれの阻害薬

imatinib, JakI-1およびsorafenibで阻害す

ると、VP16やDXRでのChk1の活性化によるG2/M

期の細胞周期移行障害が抑制されアポトーシ

スが相乗的に誘導されることを見いだし、ま

たこの機能にはGSK3ßの活性化とユビキチ

ン・プロテアソーム系によるChk1の分解が関

与する事を明らかにした（投稿準備中）。本

研究成果は対象とした恒常的活性化チロシン

キナーゼが関与する種々の造血器腫瘍の治療

に直ちに応用しうる結果であり、今後の分子

標的療法と抗癌剤とを組み合わせた治療プロ

トコールの作成にも貢献しうるものである。 
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