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研究成果の概要（和文）： 

In vitro で OPB-31121 の作用機序の解明を行い、本薬剤により JAK2 のリン酸化を阻害する事

無く STAT3 のリン酸化が阻害されている事を確認した。多種類の細胞株で本薬剤の薬効を調べ、

本薬剤が多彩な造血器悪性腫瘍に対し効果がある中でも、BCR-ABL、FLT3 変異、JAK2 変異を持

つ腫瘍細胞は高率に本薬剤感受性である事を発見し、本薬剤適合癌種の選択を行った。更にこ

うした変異を持つ白血病の患者より採取した白血病細胞、および正常ヒト臍帯血を免疫不全マ

ウスに移植したマウスモデルを作成し、これに対し OPB-31121 を投与し著明な腫瘍退縮効果

(T/C: 4〜58%)と正常造血細胞への安全性（T/C:99%）を確認した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We demonstrated that a novel STAT inhibitor, OPB-31121, strongly inhibited STAT3 and STAT5 

phosphorylation without upstream kinase inhibition, and induced significant growth 

inhibition in various hematopoietic malignant cells. Investigation among various cell 

lines indicated that OPB-31121 is particularly effective on leukemia cells harboring 

BCR-ABL, FLT3/ITD and JAK2 V617F, oncogenic kinases depended their oncogenicities on 

STAT3/5. Using immunodeficient mice transplantation system, we also showed the 

significant anti-tumor effect of OPB-31121 on primary human leukemia cells harboring 

those aberrant kinases and the safety on normal human cord blood.  
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１．研究開始当初の背景 

申請者らはこれまで、FLT3 キナーゼ変異が

急性骨髄性白血病の約 30%に見いだされ、活

性化変異であると同時に予後不良マーカー

であること、変異 FLT3 は恒常的に活性化し

野生型 FLT3 では認められない STAT5 活性化

を引き起こすこと、変異 FLT3 は増殖・生存

に関わる恒常的なシグナルを伝達し、白血病

の発症・進展に関わることを報告してきた。

現在は我々が開発に関わった薬剤も含め、多

くの FLT3阻害剤の臨床開発が進行中である。

しかしこれまでの FLT3 阻害剤の第 I/II 相試

験では、その臨床効果は限局的である。我々

は FLT3 リン酸化の不十分な抑制や下流シグ

ナル STAT5 のへのバイパスシグナルが FLT3

阻害剤抵抗性の一つの原因であり、STAT5 が

有望な標的であることを想定し研究を進め

てきた。 

一方、国内メーカーでは肝の線維化抑制剤

をスクリーニングする過程で STAT3あるいは

STAT5 のリン酸化を強力に阻害する新規化合

物を見いだしている。申請者らは、これらの

化合物はナノモルレベルで腫瘍細胞の増殖

抑制と STAT リン酸化の抑制を示すが、in 

vivo および in vitro ともチロシンキナーゼ

阻害を全く示さないことを確認した。 

 海外では STAT のリン酸化酵素である JAK2

の阻害剤が多数臨床開発されている。しかし

STAT を直接の標的とした阻害剤の臨床開発

は少ない。STAT3 アンチセンスやデコイ、二

量体化を阻害する化合物も報告され始めて

いるが、医薬品としての開発としては困難で

あろうと予想されている。 

 

２．研究の目的 

上記の背景をふまえ本研究で我々は以下の

事を目的とする。（1）STAT 阻害剤 OPB-31121

の STAT3/5阻害作用の分子メカニズムを解明

する。（2）細胞株およびプライマリー白血病

細胞で本剤の有効性を検討し、ヒト腫瘍に対

する有効性の Proof-of-Concept(POC)の確立

と適合癌種の同定を行う。（3）阻害剤感受性

に関するバイオマーカーを同定する。（4）

STAT 阻害の腫瘍免疫への影響について研究

を進める。 

 

３．研究の方法 

（1）肝細胞癌細胞株 Hep G2 の細胞溶解液よ

り抗 STAT3 抗体で免疫沈降してきた STAT3 タ

ンパクを基質、リコンビナントな JAK2 を酵

素とするインビトロキナーゼ反応を行い、そ

の反応に対する OPB-31121の阻害活性を検討

した。リン酸化の検出は抗リン酸化抗体を用

いたウエスタンブロットで行った。 

（2）JAK2 に恒常的活性化変異の入っている

細胞株 HEL に対し OPB-31121 を添加し、経時

的に細胞溶解液を抽出し、抗リン酸化抗体を

用いたウエスタンブロットにより JAK2、

STAT3 のリン酸化を調べた。 

(3)３５種類の造血器悪性腫瘍細胞株に対す

る OPB-31121 の増殖阻害活性を調べ、本薬剤

の適合癌種を検討した。細胞増殖は MTT 法で

測定した。 

（4）白血病患者より採取した白血病細胞（倫

理委員会により承認された研究計画のもと

同意を得た患者より採取）および正常ヒト臍

帯血（RIKEN 研究用幹細胞バンクより入手）

を NOGマウスに移植したマウスモデルを作成

した。これに対し OPB-31121 を１０日間連続

経口投与した後マウスを解剖し、骨髄、脾臓

細胞を採取した。これらにおけるヒト細胞の

割合をフローサイトメーターで調べること

で本薬剤のヒト白血病細胞および正常造血

細胞に対する増殖抑制効果を調べた。 



 

４．研究成果 

（1）インビトロキナーゼ反応において

OPB-31121を添加してもJAK2によるSTAT3の

リン酸化反応は阻害されなかった。しかし、

Hep G2 細胞を OPB-31121 添加のもと培養した

後抽出した細胞溶解液から免疫沈降された

STAT3を基質として用いるとJAK2によるイン

ビトロでのリン酸化反応が減弱した。いずれ

の実験においても JAK2 のリン酸化は阻害さ

れなかった。これらのことは OPB-31121 が

STAT3に間接的に作用しJAK2を阻害する事な

く STAT3リン酸化を阻害することを示唆して

いる。 

（2）HEL 細胞で OPB-31121 添加後の経時的な

STAT3 のリン酸化を観察すると、STAT3 リン

酸化の減弱は OPB-31121添加後３０分の時点

で始まっており、この時点で JAK2 のリン酸

化は減弱していなかった。このことは細胞内

でも JAK2 など STAT3 上流のキナーゼのリン

酸化を阻害する事無く STAT3リン酸化が阻害

されている事を示している。これらのことか

ら OPB-31121 の作用は JAK2 等 STAT 上流のキ

ナーゼの阻害ではなく、STAT3 に対する作用

であると考えられた。 

（3）35 種類の造血器悪性腫瘍細胞株に対す

る OPB-31121 の IC50 を算出し比較した所、

FLT3/ITD、BCR-ABL、JAK2V617F 変異を持つ白

血病細胞株では 7株中７株が IC50 30 nM 以下

なのに対して、こうした変異を持たない白血

病細胞株では 12 株中 4 株しか同程度の感受

性を示さなかった。これらのキナーゼ変異は

その下流で STAT3/5 を恒常的に活性化し、そ

の活性化が白血病細胞増殖に重要であるこ

とが確立されている変異で、こうした変異を

持つ白血病が本薬剤の適応癌種となる可能

性が示唆された。 

Ph+ALL (BCR-ABL陽性）3例、 CML-BC (BCR-ABL

陽性) 1 例、FLT3/ITD 陽性 AML 1 例の患者検

体を移植したマウスモデルを作成した。これ

らに対し本薬剤は著明な腫瘍退縮効果(T/C: 

4〜58%)を示した。一方、ヒト正常造血細胞

を移植したマウスにおいては、本薬剤を投与

してもヒト細胞の増殖には抑制効果が認め

られなかった。こうしたことから本薬剤はヒ

トプライマリ白血病に対しても腫瘍抑制効

果があり、一方で正常造血細胞の増殖に与え

る影響は少ないと考えられた。こうした差異

の原因としては STAT を活性化しそれに依存

して異常増殖する白血病細胞と、正常細胞の

間には STAT 活性化の要求性の強さに差があ

ることが考えられた。 
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