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研究成果の概要（和文）：  

フェルスター共鳴エネルギー移動の原理を応用したバイオセンサーを用い、Ph 陽性急性リンパ
球性白血病からイマチニブ耐性細胞を単離し、その細胞特性を解析した。耐性細胞群で活性化
している 24 のシグナル伝達経路を同定し、メバロチン酸経路阻害が耐性細胞の再増殖抑制に有
効であることを明らかにした。本成果によりスタチンの併用が Ph 陽性急性リンパ球性白血病
やイマチニブ耐性慢性骨髄性白血病の治療における有効な候補となることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

With the use of a biosensor based on the principle of Förster resonance energy transfer, we isolated 

imatinib-resistant cells of Ph-positive acute lymphoid leukemia and explored their properties. 

Twenty-four signaling pathways were found activated in the resistant cells, among which inhibition of 

the mevalonate pathway was revealed effective in preventing repopulation of such resistant cells. These 

results thereby indicate that the combined application of statin may serve to cure Ph-positive acute 

lymphoid leukemia as well as imatinib-resistant chronic myeloid leukemia. 
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１．研究開始当初の背景 

 分子標的治療薬は主に悪性腫瘍で特徴的
に機能亢進している分子に特異的に作用す
る薬剤であり、複数の悪性腫瘍治療で著明な
成果をあげている。一方、その高い特異性が
故に 1 アミノ酸レベルの点突然変異でも耐性
が生じるという問題点も存在する。耐性の原
因変異の多くは体細胞性変異で、かつ治療前
には腫瘍全体のごく一部の細胞のみが有す
る場合も少なくない。こうしたケースの典型
的経過は、薬剤で腫瘍がコントロール可能と
いう説明のもと治療を開始し、一旦は薬の効
果で腫瘍が縮小した後に耐性細胞の再増殖
により増悪するというもので、患者の多大な

精神的負担に加えて医療経済的効率の低下
の問題もある。これらの課題克服には、極少
数の薬剤耐性細胞を治療前に検出し、治療効
果を予測する技術開発が必要である。 

 我々は、これまでの研究で使用していた蛍
光バイオイメージングを臨床応用し、慢性骨
髄性白血病（Chronic myeloid leukemia, CML）
で一定以上の効果を挙げているイマチニブ、
ニロチニブ、ダサチニブ等の薬剤の効果を、
患者自身の生きた細胞で判定する技術を開
発した（Clin. Cancer Res. 16: 3064, 2010）。こ
の技術開発により、患者末梢血や骨髄中の腫
瘍細胞が示す薬剤感受性プロファイル作成、
潜在的耐性細胞有無の明示、薬剤治療後の経
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過予測等が可能であり、治療を受ける患者と
治療に当たる臨床医にとって多数の有用な
情報提供が可能となった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、我々の開発した技術の特徴で
ある、生細胞解析のメリットを生かした薬剤
耐性細胞の解析を行う。薬剤耐性と診断され
た細胞が、判定時点でまだ生きていることが
我々のアドバンテージであり、薬剤処理後も
高い FRET 効率を示す薬剤耐性細胞を、セル
ソーターを用いて分取する。分離されたそれ
ぞれの細胞群に対し、第二世代薬剤であるニ
ロチニブ・ダサチニブ等やインターフェロン
の併用等様々な治療オプションについてそ
の効果を判定する手法を確立し、薬剤耐性患
者それぞれに対する分子標的治療薬テーラ
ーメード医療を実現する。セルソーターで耐
性細胞を分離・培養し、それらの特性を解明
する。また、CML について確立した本技術を、
分子標的治療薬が有用な他の血液腫瘍や固
形癌に適応を広げる。特にチロシンキナーゼ
に対する分子標的治療薬の有効性が証明さ
れている腫瘍について、本手法の有用性を確
認し、応用範囲を広げたい。 

 さらに、分離採取した細胞を継続培養する。
耐性細胞群の遺伝子発現パターンを薬剤感
受性細胞のそれと比較することで、薬剤耐性
関連分子群を同定する。また、メチルロース
セルロースを用いたコロニー解析等を行い、
薬剤耐性細胞が幹細胞の性格を有するか否
かを検討する。上記で得られた薬剤耐性細胞
の有する分子生物学的および細胞生物学的
性質を元に、効果的な治療法につながる標的
を決定する。 

 

３．研究の方法 

―耐性細胞の単離・解析― 

 発現プラスミド、pCAGGS-Pickles2.31 およ
びpCMV-BCR-ABLのPh陽性ヒト急性リンパ
性白血病 (acute lymphoid leukemia, ALL) 細
胞株 MY細胞および 293F細胞 (Invitrogen社) 

への導入は、それぞれ nucleofection (Amaxa 

Biosystems; プログラム T-020 および Solution 

Ⅴを使用) と 293fectin
TM

 を用いて行った。
BCR-ABLを発現する 293F細胞あるいはコン
トロールベクターを導入した細胞に Pickles

を導入し、FACSAriaII (BD Bioscience) を用い
て、BCR-ABL 活性の高い細胞が分布する領
域  (FRET

high
) と低い細胞が分布する領域 

(FRET
low

) を決定した。一方、MY 細胞に
Pickles を導入し、0.1 µM で 18 時間処理した
後、上記ゲートを利用して、FRET

high
 (IM 耐

性) と FRET
low

 (IM 感受性) の画分に分けて
細胞を分取、遠心操作で細胞を回収して培養
した。 

 培養後の細胞について、幹細胞の性格を有

するか否かを、メチルセルロースコロニー形
成試験で検討した。また、両者の mRNA 発現
パターンを cDNA マイクロアレイで比較し、
アノテーションツール the Database for 

Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID, National Institute of Allergy 

and Infectious Diseases, National Institute of 

Health, USA; http://david.abcc.ncifcrf.gov/) を
用いて、それら遺伝子が関与するシグナル伝
達経路を探索した。 

―バイオセンサーの作製および改変― 

我々の開発した CrkL リン酸化をモニターす
るバイオセンサーは、従来のウエスタンロッ
ティングによる評価と比較し、100 倍以上高
感度かつ 100 倍以上の薬剤濃度範囲において、
BCR-ABL 活性とそれに対するイマチニブの
効果を測定可能である。しかし、研究開発の
過程で、実際の患者細胞においてはバイオセ
ンサーに切断が生じ、期待ほど検出感度が得
られない症例も出現した。本研究では、上述
切断が阻害される新規バイオセンサーを開
発し、さらなる検出の高感度化をはかる。 

 具体的にはウェスタンブロッティング法
を用いてセンサー分子の切断部位を同定し、
当該部位に遺伝子工学的手法を用いて変異
を導入することで、切断されないバイオセン
サーを開発する。 

―他の腫瘍への応用― 

チロシンキナーゼに対する分子標的治療薬
の有効性が証明されている腫瘍、特に肺癌に
ついて本手法の有効性を検討し、薬剤耐性細
胞の検出、単離とその機能解析を行う。具体
的には、EGFR 阻害薬の効果が明らかになっ
ている肺癌細胞株群を用いて、EGFR 阻害薬
の効果判定における本バイオセンサーの適
否を判断する。 

 

４．研究成果 
―耐性細胞の単離・解析― 

 現在多くのがんにおいて、薬剤耐性獲得と
がん幹細胞との関連性が報告されているの
で、分取した FRET

high細胞を用いてメチルセ
ルロースコロニー形成試験を行った。その結
果、FRET

high 細胞により形成されたコロニー
数は、FRET

low 細胞のそれよりも少なく (図
1)、FRET

high 細胞はがん幹細胞性質を持つ細
胞が濃縮した集団ではないことが示唆され
た。 

次に、FRET
high 細胞の薬剤耐性メカニズム

を解明するため、cDNA マイクロアレイを用
いて FRET

highと FRET
low細胞での mRNA発現

パターンを比較した。その結果、FRET
high 細

胞で mRNA の上昇が認められた遺伝子は
4528 個、減少した遺伝子は 405 個であった。
さらに、アノテーションツール the Database 

for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID, National Institute of Allergy 



 

 

and Infectious Diseases, National Institute of 

Health, USA; http://david.abcc.ncifcrf.gov/) を
用いて、それら遺伝子が関与するシグナル伝
達経路を探索したところ、FRET

high 細胞で亢
進するシグナル経路が 24 個、不活性化する 5

経路が見出された。これらの中から、メバロ
ン酸経路に注目し、律速酵素 HMG-CoA 還元
酵素の阻害薬であるフルバスタチン  (FS, 

Merck Calbiochem 社) を用いて細胞増殖アッ
セイを行った。MY 細胞を 15 日間 IM 処理し、
その後各濃度の FS を添加し 21 日間培養、定
時的に細胞数を計測したところ、IM により
大多数の細胞は死滅し、ごく一部の IM 耐性
細胞は約１ヶ月後には対数増殖期に入る (図
2)。しかし、FS 処理はこの耐性細胞の増殖が
ほぼ完全に抑制され、IM 耐性細胞に FS の併
用が有効であることが明らかとなった。 

 

 
図 1 がん幹細胞性質の解析 

メチルセルロース培地中で FREThigh及び FRETlow細

胞を 35 mmディッシュ 2皿当り 400個と 4000個播

種し、14日後に形成したコロニーを計数、コロニ

ー形成活性の相対値を示した。 

 

  

 
図 2 フルバスタチンによる耐性細胞再増殖の抑制 

MY 細胞をイマチニブ (IM, 1 μM) で前処理後、

15 日目からさらにフルバスタチン (FS; 0.5, 1, 5 

μM) をさらに添加し、経時的に細胞数を計測し

グラフ化した。 

 

 今回のコロニー形成能試験の結果に加え
て、マイクロアレイ解析でも FRET

high細胞で
は造血幹細胞マーカーのCD34やABC輸送体 

(ABCB1、ABCG2)、Shh (Sonic hedgehog) シ
グナル、Wnt/β-カテニンシグナル経路の関連
分子等の発現亢進は認められなかった。我々
の結果は生体内で白血病幹細胞が薬剤耐性
能を有することを否定するものではないが、
少なくとも耐性能獲得に幹細胞の性質は必
須ではないことは興味深い。HMG-CoA 還元
酵素阻害薬が高脂血症の治療に広く用いら
れているが、ある種の BCR-ABL 陽性白血病
細胞において、IM の感受性を増強させる 3。
本研究において見出した IMと FSの併用によ
る著明な増殖抑制効果は、実臨床で使用され
る際の薬剤濃度で達成されうるものであり、
この併用療法は IM 耐性 CML および Ph 陽性
ALL において有用な治療選択肢となり得る
可能性がある。 

 一方、CML で成功した分子標的治療薬の薬
効評価を、肺癌における EGFR 阻害薬の効果
予測法として応用も検討中である。我々の開
発したPicklesはEGFR活性モニターが可能で
あることが明らかになり、また阻害薬の耐性
メカニズムとして知られる c-Met のシグナル
伝達経 路には影響されないことが明らかに
なった。またバイオセンサーにも種々の改変
を加え、肺癌細胞で EGFR 活性モニターと耐
性細胞の検 出に足る改変型バイオセンサー
も開発した。現在は本系を用いて耐性細胞単
離作業を行なっているところである。 
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