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研究成果の概要（和文）：FLT3遺伝子変異陽性AML細胞によるPDXモデルをを用いて、quizartinib, 
gilteritinibによる治療後に残存するAML細胞の分子病態を解析し、正常FLT3分子の高発現を認めるAMLクローン
が選択的に残存することを明らかにした。
正常FLT3分子の発現量に依存して阻害効果の減弱が認められ、これはFLによる正常FLT3分子の活性化機序に依る
ことを明らかにした。
各種変異FLT3を導入した32D細胞を対象としてFLT3阻害剤耐性化モデルを作成し、FLT3のキナーゼ領域の新規変
異を複数同定するとともに、他のFLT3阻害剤との交叉耐性の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established several PDX models from FLT3 mutation-positive AML cells. 
Using these PDX models, we analyzed the molecular pathology of AML cells remaining after treatment 
with quizartinib and gilteritinib, and revealed that AML clones, which express high wild type FLT3 
molecules in addition to mutant FLT3 molecules, selectively remained. When the growth inhibitory 
activities of clinical samples with different expression levels of normal FLT3 molecules were 
compared, the inhibitory effect was associated with the expression level of normal FLT3 molecules.
We created a model for FLT3 inhibitor resistance in 32D cells transfected with various mutant FLT3s,
 and identified several novel mutations in the FLT3 kinase domain and the existence of 
cross-resistance to other FLT3 inhibitors.

研究分野： 血液内科

キーワード： 急性骨髄性白血病　FLT3　分子標的薬　耐性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、複数のFLT3阻害剤が実用化あるいは臨床開発されている中で、個々のFLT3阻害剤の治療効果を最大限に活
用するための薬剤選択・治療アルゴリズムの構築が求められている。
本研究では、白血病細胞における正常FLT3分子の発現量が阻害剤の抗腫瘍効果に相関すると共に、リガンド依存
性の正常FLT3分子の活性化に対する阻害剤の感受性によっても治療効果が規定されることを明らかにした。この
成果は、実臨床において、阻害薬の特性を見極め、白血病細胞の分子特性を考慮することによって阻害薬の治療
効果を高めることにつながる有意義なものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
急性骨髄性白血病（AML）において最も高頻度に認められ、予後不良因子である FLT3 遺伝子
変異の発見から 20 年を経過し、ようやく変異 FLT3 分子を標的とした 3 種類の阻害剤
（midosutaurin, quizartinib, gilteritinib）の実用化が見込まれる状況となっている。しかし、
これら阻害剤の臨床試験の結果から、阻害活性プロフィールのみならず、gate-keeper 変異
（F691L）を含む耐性変異の出現、単剤での治療の限界、憂慮すべき有害事象など、個々の阻害
剤固有の特性が明らかになっている。これまでに開発されている FLT3阻害剤は活性型 FLT3に
対しても阻害活性がある Type1 阻害剤（midosutaurin や gilteritinib など）と非活性型 FLT3
にのみ阻害活性がある Type2阻害剤（quizartinibなど）に大別される。これらは主として FLT3
阻害剤の FLT3分子への結合に際して ATP-binding pocketに加えて back pocketを使用してい
るかの違いによる。Type2 阻害剤では両方のポケットを使用することにより FLT3 分子に対す
る選択性と相互作用が高められているが、back pocket との結合は活性型 FLT3 分子や gate-
keeper変異体に対する親和性の低下（耐性）を誘導することになり、quizartinibの臨床試験で
はキナーゼ領域および F691 残基における耐性変異の獲得を認めている。Type1 阻害剤である
midosutaurinは、選択性が低く単剤では臨床的効果が認められない上に心肺毒性などの重篤な
有害事象が認められたが、投与量を減量し化学療法と併用することによって生存率の向上が得
られることが 2015 年 ASH プレナリーセッションで発表された。しかし、midosutaurin との
併用による寛解率の向上は認められず、白血病細胞の増殖能が変異 FLT3 シグナルに強く依存
していると考えられる変異 FLT3 アレル比が高い症例の予後が改善されていないことから、
FLT3 のみならずマルチキナーゼ阻害活性を有することによって併用効果が得られたと考えら
れる。しかし、どの off-target効果が FLT3阻害に加えて必要な阻害シグナルかは明らかではな
い。一方、quizartinibでは off-target効果としての KIT阻害が正常造血の回復を認めない CRi 
(CR with incomplete recovery)の原因とされており、有効投与量の精密な決定が求められてい
る。Gilteritinib は Type1 阻害剤でありながら選択性が高く、KIT 阻害活性もないことから、
quizartinibの欠点を補填すると期待されているが、2016年 ASCOで発表された臨床第 2相試
験の結果では予想に反して有効症例の多くが CRi 状態に留まっており、FLT3 阻害剤による骨
髄抑制機構の詳細は依然不明であり、更なる検討を要する状況にある。 
 
２．研究の目的 
 
我々は、これまで AMLの FLT3阻害剤の実用化において障壁となる病態解明の解析を進めてき
た。その中で、リガンド（FL）依存性正常 FLT3 分子の活性化シグナルが阻害剤効果を減弱さ
せること（Oncotarget 2016）、また FLT3阻害剤投与が間質細胞からの FL分泌を促進すること
によって更に阻害効果を減弱させる一次耐性機構が存在すること、通常の PCR法では検出でき
ない変異 FLT3 陽性超マイナークローンが初診時より存在し、それが再発起因クローンとなっ
ている症例が少なからず存在すること、またNOGマウスへの移植系では、この超マイナークロ
ーンが選択的に生着・増生することを見出している。したがって、FLT3阻害剤の実用化におい
ては、適切な使用条件の確立のみならず、一次耐性機構などの先行する FLT3阻害剤の臨床的問
題点を克服する新規阻害剤の開発も必要であると考えている。我々は製薬企業と共同で、FLT3
の ATP 結合部位のアミノ酸残基と共有結合する反応性基を導入することにより、back pocket
を使用しなくても、この非可逆的共有結合によって IC50<1nM で全ての変異 FLT3 を阻害する
化合物 FF10101を導出した（特願 2014-169709）。共有結合形成部は FLT3選択的であり、ま
た back pocket を使用しないため構造的に類似する他のキナーゼに対する阻害活性を軽減させ
ることが可能と考えている。 
本研究では、「新規 FLT3 阻害剤が先行する阻害剤の弱点を補完できることの POC の取得」、
「FLT3阻害剤の効果増強をもたらす標的シグナルの同定」、「最適な併用療法の確立」を行うと
ともに、個々の FLT3 阻害剤の利点を最大限に引き出すことが可能な症例選択や投与スケジュ
ールを導く「阻害剤選択・治療アルゴリズムを確立するための理論的根拠を構築」することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 
（1） FF10101は、ヒト白血病細胞株ならびに、各種耐性変異 FLT3発現 32Dマウス細胞株を

用いた増殖抑制試験では、gate-keeper変異を含め全ての耐性変異 FLT3発現細胞に対し
て増殖抑制効果を示すことを確認している。本研究では、既に樹立してある各種 FLT3変
異発現細胞、ヒト AML細胞の NOGマウスへの異種移植系（PDX モデル）および PDX
モデルで増幅したヒト AML細胞を用いたコロニー法により、ヒト AML細胞に対する増
殖抑制効果をmidosutaurin、 quizartinib、giltertinibと比較検討する。 

（2） それぞれの阻害剤投与後に残存するヒト AML 細胞を、マウス骨髄および脾臓からヒト
CD45 陽性細胞分画をソートした後に再度NOGマウスに接種することにより、個々の阻
害剤耐性クローンモデルを in vivo で作製し、各阻害剤耐性細胞に対する FF10101 の抗



白血病効果を評価する。同時に、FF10101投与にて残存する AML細胞が認められた場合
には、逆に他の阻害剤の効果も評価する。 

（3） PDX モデルおよび細胞株を用いた FLT3 阻害剤耐性に関与する分子機構の解明を進め、
耐性変異に対しては FF10101による克服の可能性を検討する。 

 
４．研究成果 
 
各種阻害剤に対する FL 刺激の阻害剤感受性に与える影響について評価するため、32D に導入
した ITD-FLT3発現細胞、野生型 FLT3の発現量の異なる 2種類の 32D ITD-FLT3/野生型 FLT3
共発現細胞を用いて、5種類の FLT3阻害剤の増殖阻害活性と FL 刺激の阻害剤感受性に与える
影響について評価した。 
ITD-FLT3単独発現細胞では、quizartinibの GI50 値が、FL 無添加時では 4.44 nMに対し、
FL 50 ng/mL 添加では 5.86 nM、gilteritinibではそれぞれ 4.61 nM, 4.87 nMで FL 追加によ
る影響はほとんど認められなかった。一方で、野生型 FLT3/ITD-FLT3 共発現細胞では FLの添
加により、その濃度依存的に GI50 値の上昇を認めた。野生型 FLT3/ITD-FLT3 共発現細胞の
GI50 値は FL 無添加時と比較して、FF-10101で 6.2 倍、gilteritinibで 8.1 倍、quizartinibで
17.7 倍、crenolanibでは 3.4 倍に増加し、増殖阻害活性の減弱が認められた。一方midostaurin
は、野生型 FLT3 共発現細胞においても FL 刺激の影響は認められなかった。 
また、野生型 FLT3/ITD-FLT3 共発現細胞における野生型 FLT3の発現量による FL 刺激の各種
FLT3阻害剤感受性への影響についての検討を行った。FL 無添加時では各 FLT3阻害剤は ITD-
FLT3 アレル比が高い細胞、低い細胞双方で、同等の増殖阻害効果を示した一方、FL 添加によ
り ITD-FLT3 アレル比が低い細胞 (ITD/野性型比(AR)=0.38)、すなわち野性型 FLT3 の発現比
率が高い細胞では、quizartinib, gilteritinib, FF-10101いずれにおいても FL 濃度上昇とともに
増殖阻害効果の減弱が認められた (quizartinib: 17.7 倍, gilteritinib: 8.1 倍, FF-10101: 6.2 倍)。 
一方で、ITD-FLT3アレル比が高い(AR=0.66)、すなわち野性型 FLT3の発現比率が高い低い細
胞でも FLによる影響が認められたが、その影響は、野性型 FLT3の発現比率が高い細胞と比較
し、少なかった (FF-10101: 4.8 倍, quizartinib: 3.4 倍, gilteritinib: 1.6 倍)。 
FLT3 遺伝子変異陽性 AML-PDX マウスモデルを作成し、長期間 FLT3 阻害剤で治療すること
で治療効果を経時的に観察し、その感受性と野生型 FLT3発現について解析を行った。本、AML-
PDX モデルは、ITD-FLT3を高発現しており(治療開始前 AR=44.4)、FLT3阻害剤に高い感受性
を示し、治療 2 週間で末梢血の AML細胞は 1％未満となり、その後も速やかに消失した。治療
開始 70 日で各群 1 匹ずつ解剖を実施し、骨髄 AML 細胞は未治療のマウスで 89.1％であり、
quizartinib 治療マウスで 0.75％、gilteritinib 治療マウスで 1.19％AML 細胞が残存していた。
またフローサイトメトリー解析では、未治療のマウスでは hCD45 陽性細胞の大部分を CD34-
/38+細胞分画が占めた一方で、
quizartinib、gilteritinib治療後
では CD34-/38+細胞分画は消失
し、CD34-/38-細胞分画が残存し
ていた。各分画ごとに DNAを抽
出し、野生型 FLT3と ITD-FLT3
のアレル比を測定したところ、
未治療マウスの CD34-/38+分画
では ITD-FLT3アレル比は 8.03
と高く、CD34-/38-細胞分画で
は、未治療マウス、FLT3阻害剤
投与マウスいずれにおいても 
ITD-FLT3 アレル比は同様に低
かった  (未治療マウス : 1.49, 
quizartinib 治療マウス : 1.27, 
gilteritinib 治療マウス: 1.15)。 
同様の実験を FF-10101も含め、
同一患者由来の FLT3 遺伝子変
異陽性 AML-PDXマウスモデル
で検討したところ、FF-10101に
ついても同様の結果が得られ
た。  以上より、 FF-10101, 
quizartinib, gilteritinib 治療マ
ウスでは、野生型 FLT3 の発現
が相対的に高い細胞が残存して
おり、FL 刺激、野生型 FLT3を
介してのシグナルが腫瘍細胞の
残存にかかわっている可能性が
示唆された。 

A FLT3阻害剤治療効果の経時的観察B

C D

細胞分画 Vehicle Quizartinib
治療マウス

Gilteritinib
治療マウス

CD34-/38- 1.49 1.27 1.15
CD34-/38+ 8.03 - -

細胞分画 Vehicle FF-10101
治療マウス

CD34-/38- 2.1 0.4
CD34-/38+ 73.2 -

E F

細胞分画 Quizartinib
治療マウス

Gilteritinib
治療マウス

CD34-/38- 0.007 0.015
CD34-/38+ 0.077 19.6

ITD-FLT3アレル⽐ ITD-FLT3アレル⽐

＊AR, ITD-FLT3アレル⽐

ITD-FLT3アレル⽐
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