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研究成果の概要（和文）：SMO阻害剤の効果について、ストローマ共培養系等を含めて検討を継続し、ヘッジホッグ（H
h）シグナルを介した効果であることを裏付ける実験を進めた。SMO阻害剤投与に関わるシグナル経路について、マイク
ロアレイを用いた遺伝子プロファイルの網羅的解析を行った。標的分子の定量PCR、Western blotting、細胞内FACSな
どを用いた詳細な作用機序・サロゲートバイオマーカーの確立についての基礎実験を継続した。そのなかで、多能性を
示す転写因子であるNANOGが、妥当なバイオマーカーとなることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Smoothened (SMO) regulates the Hedgehog (Hh) pathway. Gene set enrichment 
analysis (GSEA) revealed that SMO inhibitor treatment induced effects on the self-renewal signatures and 
the cell-cycling regulations associated with leukemic stem cells (LSCs)-like properties. I examined the 
pluripotency factor, NANOG expression in bone marrow cells, based on the previous report that downstream 
effectors in the Hh pathway, GLI directly binds to the NANOG promoter and that the GLI- NANOG axis 
promotes stemness and growth in several cancers. Change of NANOG transcripts was closely associated with 
the GLI-target genes. Furthermore, by backing to the pre-clinical experimental systems, NANOG transcript 
level decreased during SMO inhibitor treatment. GSEA revealed that treatment with SMO inhibitor modulates 
self-renewal and cell-cycling signatures in AML. NANOG transcript can be a responsive biomarker during 
the therapy.

研究分野：白血病分子標的療法
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１．研究開始当初の背景 

 少数の白血病幹細胞（leukemia stem 

cells; LSC）が、正常細胞に類似した分化過

程を経て多彩な腫瘍組織を生み出すことや

（Bonnet D, et al. Nature Med, 1997）、従

来の治療法（抗がん剤やキナーゼ阻害剤）に

対して骨髄微小環境下における治療抵抗性

が示され（Ishikawa F, et al. Nat Biotechnol, 

2007）、その機序には、分子の発現異常•

oncogene-addiction（がん遺伝子依存）の差

異•薬物動態•生存シグナルの亢進•ニッチか

らのシグナルなどのメカニズムが複雑に絡

み合っていると考えられている。これらの特

性を共有する細胞群に対する有効な治療法

が、近年画期的な治療法が見出されていない

再発・難治性の急性骨髄性白血病（Acute 

Myeloid Leukemia; AML）に対する突破口と

なることが期待されている。 

 申請者らは、これまでに免疫不全マウス

（NOG、NOD マウス）を用いた BCR-ABL 陽性白

血病などの白血病マウスモデルや、ストロー

マ共培養系を用いた微小環境培養モデルを

確立し、白血病の病態•分子標的療法につい

ての論文発表を継続的に多数行なっている

（Minami Y, et al. Proc Natl Acad Sci U S 

A, 2008、Kuwatsuka Y, et al. Blood Cancer 

J, 2011 等）。これまでの研究から得られてい

る知見に基づき、AML 細胞株やプライマリー

細胞を用いて、抗がん剤やキナーゼ阻害剤に

対する微小環境における治療抵抗性AMLモデ

ルを既に樹立しつつある。その抵抗性を担っ

ている分子やシグナル経路を解明すること

によって、克服療法の新規標的候補を浮き彫

りにすることが期待される。 

 ヘッジホッグ（Hedgehog; Hh）シグナル伝

達経路は胎生期の臓器形成において重要な

機能を担うとして研究が進められてきたが、

近年、癌における当該シグナル分子のアベラ

ントな活性化や癌幹細胞への関わりが見出

されている。Hh シグナル伝達経路上の

Smoothened（SMO）を標的とする阻害剤は、

基底細胞癌などに対して治療効果を示し、

AML を含めた造血器腫瘍に対しても臨床試験

が進行中であるが、治療の詳細な作用機序や

治療効果を裏付ける（POC; principle of 

concept を示す）バイオマーカー等について

は明らかにされていない。Hh シグナルの微小

環境における白血病への病態関与および、

SMO 阻害剤による治療抵抗性克服の可能性を

示唆する基礎データが得られつつあり（第 74

回日本血液学会発表, 2012）、克服療法の有

力な候補として、基礎的な実験系におけるト

ランスレーショナル研究を進めている。 

 

２．研究の目的 

  LSC 特性を持つ細胞群に選択性の高い標

的治療開発の基盤となる研究を目指す。AML

細胞株やプライマリー細胞のストローマ細

胞との共培養系や免疫不全マウス（NOG、NOD

マウス）への移植・継代する実験系を用いて、

Ara-C等の抗がん剤やFLT3阻害剤等のチロシ

ンキナーゼ阻害剤（TKI）に対する微小環境

における治療抵抗性モデルを樹立し、より詳

細な機序を検討する為のアッセイ系への最

適化を図る為に改良を重ねる。また、標準阻

害剤キット•阻害剤および抗体ライブラリー

を用いた薬剤スクリーニングを、ストローマ

共培養系や低酸素下培養系を用いて施行し、

正常幹細胞（臍帯血細胞等）と白血病細胞の

感受性を比較検討することによって新規候

補を探索し、マウス投与系における評価に繋

げていく。 

 微小環境下の残存白血病の生存等におけ

る、Hh シグナルの病態関与について、網羅的

な遺伝子解析結果の評価や、関連分子発現の

knock-down 手法を用いて検討する。また、SMO

阻害剤（PF-04449913、LDE225、Cyclopamine）

の治療効果についての検討を行う。投与中の

GLI1•GLI2•GLI3 等 Hh シグナル分子の発現変

化や、CD34•CD38•CD33•CD11b•CD14•CD15 等の



細胞分化に関わる表面マーカーの変化を中

心に、適切な治療関連バイオマーカーの探索

を行なう。また、抗がん剤や TKI との併用効

果等も検討し、残存白血病に対する SMO 阻害

剤による克服療法の可能性について明らか

にしていく。 

 

３．研究の方法 

 AML 細胞株やプライマリー細胞のストロー

マ細胞との共培養系や免疫不全マウス（NOD、

NOG マウス）への移植・継代する実験系にお

いて、抗がん剤や TKI 治療後残存腫瘍細胞の

レーザーマイクロダイセクションを用いた

遺伝子プロファイルを含めた特性を明らか

にする。構築した微小環境における治療抵抗

性 AML モデル系において、標準阻害剤キット

•阻害剤および抗体ライブラリーを用いた薬

剤スクリーニングを行い、抵抗性克服療法の

新規候補シーズを見出し、機能解析を進める。

また、Hh シグナル伝達経路の微小環境下にお

ける治療抵抗性への関与について検討し、

SMO 阻害剤（PF-04449913、LDE225）の残存白

血病に対する克服も含めた治療効果、および

治療関連バイオマーカーを明らかにする。 

 

４．研究成果 

 １）微小環境における治療抵抗性急性骨髄

性白血病（AML）モデル（ストローマ共培養

系）について、得られた残存メカニズムに関

する結果やその解釈に基づいて、更に妥当な

評価モデル系を確立した。 

 ２）SMO 阻害剤の効果について、ストロー

マ共培養系等を含めて検討を継続し、得られ

た効果が、ヘッジホッグ（Hh）シグナルを介

した効果であることを裏付ける実験（Hhリガ

ンドや中和抗体、シグナル分子の siRNA によ

る knock-down method 等）を進めた。また近

年 、 SMO/GLIs-axis を 介 さ な い

non-canonicalなHhシグナル経路の存在を示

唆する報告も多数あり、SMO 阻害剤投与に関

わるシグナル経路について、マイクロアレイ

を用いた遺伝子プロファイルの網羅的解析

を行った。標的分子の定量 PCR、Western 

blotting、細胞内 FACS などを用いた詳細な

作用機序・サロゲートバイオマーカーの確立

についての基礎実験を継続した。 

そのなかで、多能性を示す転写因子である

NANOG が、妥当なバイオマーカーとなること

が明らかになった。 
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