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研究成果の概要（和文）：ITD-Flt3変異はCXCL12/SDF1に対する過剰な細胞遊走を引き起こす。私たちは、そのメカニ
ズムを解析した。ITD-Flt3の有無に依存して異なる制御を受ける遺伝子のひとつにRock1が存在し、ITD-Flt3変異は、C
XCL12によるRock1発現の抑制を阻害することにより、過剰な細胞遊走をもたらしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：ITD-Flt3 enhance cell migration toward the chemokine CXCL12/SDF1. A comparison of 
the CXCL12-induced gene expression between ITD-Flt3+ and ITD-Flt3- Ba/F3 cells revealed that one of the 
genes that was differentially regulated by CXCL12 depending on the Flt3 status was Rock1. The expression 
of Rock1 in the ITD-Flt3+ cells that migrated toward CXCL12 was significantly higher than in ITD-Flt3- 
cells that migrated toward CXCL12. In ITD-Flt3- cells, Rock1 expression and MYPT1 phosphorylation were 
transiently up-regulated but were subsequently down-regulated by CXCL12. In contrast, the presence of 
ITD-Flt3 blocked the CXCL12-induced down-regulation of Rock1 and early MYPT1 dephosphorylation. Rock1 
antagonists or Rock1 shRNA abolished the enhanced migration of ITD-Flt3+ cells toward CXCL12. Our 
findings demonstrate that ITD-Flt3 increases cell migration toward CXCL12 by antagonizing the 
down-regulation of Rock1 expression.

研究分野：血液病学
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 白血病の髄外浸潤は、未だ難治の疾患
であり患者の生命予後を著しく悪化させる。
実臨床では、白血病髄外浸潤に対して放射線
治療や超大量化学療法が用いられるが、その
効果は十分でなく、これらの治療法は正常細
胞への悪影響が問題となる。毒性の少ない選
択的分子標的療法が望まれるが、髄外浸潤の
分子メカニズムはほとんど解明されていな
い。 
 
(2)  急性骨髄性白血病  acute myeloid 
leukemia (AML)における internal tandem 
duplication mutation-Fms-like tyrosine 
kinase-3 (ITD-Flt3 変異)は予後不良因子で
あり[1-6]、髄外病変を有する白血病症例のう
ち 15%が ITD-Flt3陽性であったと報告され
ている[7]。 
 
(3) 以前私たちは、ITD-Flt3 変異がマウス
造 血 細 胞 に お い て 、 ケ モ カ イ ン
CXCL12/stromal derived factor-1 (SDF1)に
対する過剰な細胞遊走を引き起こすことを
報告した [8]。その過剰な細胞遊走の際、
Focal Adhesion 経路に関わる遺伝子発現が
有意に変動することを見出した [9]。更に
Focal Adhesion 経路に含まれる分子の一つ
が、細胞内情報伝達に関与するリン酸化酵素
で固形癌の転移に関わる分子として注目さ
れ て い る Rho-associated coiled-coil 
containing protein kinase (Rock)であった。 

 
２． 研究の目的 
私たちの研究の長期目標は、ITD-Flt3陽性
白血病髄外浸潤のメカニズムと浸潤過程に
関わる白血病細胞特異的なシグナル経路を
同定し、正常造血機能に影響を与えず髄外浸
潤を抑制する治療ターゲットを提示するこ
とである。髄外浸潤は白血病細胞が増殖を繰
り広げる場へみずからが侵入する行為が発
端となることから、ITD-Flt3変異による過剰
な細胞遊走能に着目した。今回の研究の目的
は、ITD-Flt3 変異によって引き起こされる
CXCL12 に対する過剰な細胞遊走における
Rockの機能を検証することである。 
 
３． 研究の方法 
(1)ITD-Flt3 陽性 AML 患者に由来する
ITD-Flt3 変異を導入した Ba/F3 細胞 
(ITD-Flt3陽性細胞)とWild type Flt3を有す
る Ba/F3細胞 (ITD-Flt3陰性細胞)において 
CXCL12 へ遊走前後での遺伝子発現 profile
をmicroarrayにより比較する。 
(2)Rock 阻害剤および Rock1shRNA を用い
て細胞遊走が抑制されるかを解析する。 
(3)各CXCL12濃度のRock1発現量の経時変
化を解析する。 
(4)Rock1の細胞内基質であるMYPT-1のリ
ン酸化を解析する。 
(5)Rock1 の downstream effector である

adducin2発現量を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) ITD-Flt3 陰性細胞と ITD-Flt3 陽性細
胞において、CXCL12 刺激前の細胞と、
CXCL12 に反応し遊走した細胞の遺伝子発
現 profile を microarray により比較した。
ITD-Flt3陽性細胞では変化がなく、ITD-Flt3
陰性細胞においてのみ CXCL12 によって有
意に変化する遺伝子は 333個あり、その中に
Rock1 が含まれていた（図 1）。Microarray
の結果と同様に、定量的 PCR と western 
blotでも、ITD-Flt3陰性細胞では、CXCL12
によって Rock1の発現が低下した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 細胞遊走における Rock1 の働きを確か
めるために、Rock阻害剤 (Y27632, H1152)
による前処置をほどこした細胞での遊走実
験を行った。Rock阻害剤により ITD-Flt3陰
性細胞および ITD-Flt3 陽性細胞の遊走は抑
制された（図 3）。Rock1の shRNAを用いた
実 験 で も ITD-Flt3 陰 性 細 胞 お よ び 
ITD-Flt3陽性細胞の遊走は抑制された（図4）。
このことから、Rock1は両者の細胞にとって、
細胞遊走に必要な分子であるといえる。 
 
 

図 2 ITD-Flt3陰性細胞における
CXCL12刺激前後での Rock1発現量
の比較 
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図 1 ITD-Flt3陰性細胞と ITD-Flt3
陽性細胞におけるCXCL12刺激前後の遺
伝子 profileの比較 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)  ITD-Flt3 陰性細胞では、CXCL12 
1ng/mlに反応しRock1の発現はCXCL12刺
激後から 4 時間の間上昇し続けるのに対し、
CXCL12 10-50ng/mlでは、Rock1の発現は
いったん上昇するも CXCL12 刺激後 4 時間
でベースラインに戻った（図 5左）。CXCL12 
100ng/m 刺激後 4 時間における Rock1 発現
は CXCL12反応前よりも減少していた（図 5
右）。これに対し、ITD-Flt3 陽性細胞では各
CXCL12濃度において、Rock1の発現はほと
んど影響されなかった（図 6 左右）。すなわ
ち、ITD-Flt3 陰性細胞では、CXCL12 刺激
後早期には Rock1の発現は増加し、後期では
減少に転じるのに対し、ITD-Flt3陽性細胞で
は CXCL12刺激下であっても Rock1の高発
現が維持された。Rock1 mRNA量と同様に、
ITD-Flt3 陰性細胞の Rock1 タンパク量は
CXCL12濃度依存性に徐々に増加し、その後
減少した。ITD-Flt3 陽性細胞では Rock1 発
現への CXCL12 の影響はほとんどなく、
Rock1の高発現が維持されていた（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) ITD-Flt3陽性細胞では、ITD-Flt3陰性
細胞と比較し、Rock1の基質である MYPT1
のリン酸化レベルは CXCL12刺激 60分以後、
高値であった（図 8）。 

 
(5) Rock1 の downstream effector である
Adducin2 は、Rock1 と同様に、CXCL12 
100ng/mlによって ITD-Flt3陰性細胞では発
現が低下するが、ITD-Flt3陽性細胞では高発
現していた（図 9）。 

図 6 左）ITD-Flt3陽性細胞における
Rock1 mRNA量の経時変化 
右）各 CXCL12濃度における Rock1 
mRNA量の比較 

図 8  CXCL12刺激後のMYPT1
のリン酸化レベル 

図 5 ITD-Flt3陰性細胞における
CXCL12 濃度依存性の Rock1 
mRNA量の変化 

図 3 Rock阻害剤による
CXCL12への細胞遊走の抑制 
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図 4 Rock1 shRNAによる
CXCL12への細胞遊走の抑制 
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以上の結果から、ITD-Flt3 変異は CXCL12
による Rock1 発現の抑制を阻害することに
より、制御を欠いた過剰な細胞遊走をもたら
していると考えられた。Rock1をターゲット
とする治療は、ITD-Flt3陽性の白血病細胞の
髄外浸潤の予防を含めた新たな治療戦略と
なると考える。 
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図 9 ITD-Flt3陽性細胞における
adducin2 mRNA量の ITD-Flt3陰性細胞
との比較 


