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研究成果の概要（和文）：フィラデルフィア染色体陽性白血病の発症原因は、染色体相互転座により形成される融合遺
伝子産物BCR-ABLの恒常的チロシンキナーゼ活性であり、BCR-ABLの特異的チロシンキナーゼ阻害薬の導入によりその治
療成績は劇的に向上した。しかし、治療開始時・途上を問わず薬剤耐性症例が認められるため、極少数存在する耐性細
胞の検出を可能とする技術開発が望まれている。本研究では、我々が開発した薬剤耐性細胞検出技術を基に、FRETバイ
オセンサーの改良、検出法の開発と改良、解析法の改良により薬剤耐性細胞検出能を従前技術の100倍に向上すること
を目的とし、結果として162倍の高感度化を達成した。

研究成果の概要（英文）：In Philadelphia chromosome-positive leukemia, growth and survival of leukemia 
cells solely depend on constitutive tyrosine kinase activity of new fusion gene product BCR-ABL formed by 
chromosome reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22. Therefore, the treatment for this 
disease has been radically improved by the introduction of the specific tyrosine kinase inhibitor of 
BCR-ABL. However, it is desired to develop new technologies that enable the detection of a minimal number 
of drug-resistant cells because substantial patients experience drug resistance regardless of the 
presence or absence of past and current treatment. We have previously developed a novel technique to 
detect relatively small number of drug resistant cells. Here, we challenged to centuplicate the detection 
ability by the improvement of the FRET biosensor, the detection method and the analytical method. As a 
result, we obtained 162-fold improvement throughout this study.

研究分野：実験病理学

キーワード： バイオイメージング　腫瘍　薬剤耐性　フローサイトメーター
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１．研究開始当初の背景 

染色体相互転座 t（9;22）（q34;q11）により
生じるフィラデルフィア染色体（Ph1）には両
染色体切断部位において融合遺伝子 bcr-abl
が形成される。この転写産物であるBCR-ABL
の恒常的チロシンキナーゼ活性が慢性骨髄性
白血病（CML, chronic myeloid leukemia）や Ph1

陽性急性リンパ性白血病（Ph-ALL, acute 
lymphocytic leukemia）の発症原因であるため、
BCR-ABL の特異的チロシンキナーゼ阻害薬 
（TKI, tyrosine kinase inhibitor）イマチニブが
導入され、多くの CML 症例が経口薬でコン
トロール可能となった。しかし、治療開始後
は一定以上の TKI 感受性を示した症例でも、
治療経過中に認められる場合も決して少なく
はない。従って、治療開始時・途上において
その耐性機序を問わず、極少数存在する耐性
細胞の検出を可能とする技術が、効果的かつ
安全な治療方針の策定に望まれている。 

申請者らは蛍光タンパク質と蛍光共鳴エネ
ルギー移動（FRET, Förster resonance energy 
transfer）の原理を利用し、BCR-ABL の基質 
である CrkL を骨格に有するバイオセンサー 
Pickles を開発、ex vivoでの BCR-ABL活性を
可視化・定量化し、分子標的薬の治療前効果
判定に世界で初めて成功した。本技術は、従
前の薬効判定手法に比し高感度で、1 細胞レ
ベルの薬剤感受性を判定可能であり、比較的
少数の薬剤耐性細胞を検出可能である。臨床
検体においても遺伝子変異の有無に関わらず
チロシンキナーゼ阻害薬の感受性を判定する
ことができるだけでなく、未治療症例におけ
る治療効果を予測できる可能性が示唆された
（Clin. Cancer Res. 16: 3964, 2010）。 

 
２．研究の目的 

研究開始時の薬剤耐性細胞検出能は
1/1,000個程度であり、また顕微鏡ベースの判
定のため解析対象細胞数に限界がある。フロ
ーサイトメーターによる多細胞観察が解決策
の候補の筆頭だが、現在普及している機器で
はノイズレベルが高く、顕微鏡での観察細胞
数に対して 100倍の細胞を観察しても検出能
は 1/1,000 のままである (未発表データ)。そ
こで FRETを定量的に解析することのできる
蛍光寿命フローサイトメーター Flicyme を
導入し、バイオセンサーおよびフローサイト
メーター側、すなわちソフト面とハード面の
双方の技術革新により、現在の 100 倍、
1/100,000 個の耐性細胞検出能の達成により、
飛躍的に検出能を向上することが本研究のゴ
ールである。 
 

３．研究の方法 

(1)CrkL 切断部位の同定と改変型バイオセ
ンサーの開発 
分子内 FRET の測定には FRET のドナー

CFPとアクセプターYFPが 1対１の関係にな
ることが必要であるが、我々のバイオセンサ
ーを患者白血病細胞等に導入する際には、バ
イオセンサー内で切断が生じることが明らか
になっており、この切断が生じた細胞は解析
対象から外さざるをえない。現在まで切断が
蛍光タンパク質ではなく CrkL 内で少なくと
も２箇所生じることが明らかになっている。
本研究では、蛍光観察とウエスタンブロッテ
ィングを用いて、切断部位の絞り込みととも
に切断するタンパク分解酵素と認識配列を同
定する。その結果を元に CrkL 内のタンパク
分解酵素認識部位に変異を入れ、切断されな
いバイオセンサーを作製する。この際当初の
バイオセンサーの高性能性を失わないように
留意しながら開発する必要があるが、我々は
多種多様なバイオセンサー作製経験があり、
これまでに蓄積されたノウハウを活かす。本
研究項目により解析対象細胞数について現状
比 2倍の増加を目指す。 

最近 CrkLの類縁分子 CrkIIについて、タン
パク質切断とアポトーシス誘導に関する報告
が成された（Nat Cell Biol. 14:87, 2011）。研究
の実施にはこの報告が参考になるとともに、
病態の発症と CrkL 切断の関連性の解明につ
いての新しい知見を有無いだすという副次的
効果も期待される。 

(2)周波数ドメインでの蛍光寿命測定におけ
る励起レーザー周波数の検討 
蛍光タンパク質が有する蛍光寿命成分は常
に単一のものではなく、複数成分からなる場
合も少なくない。我々の用いているバイオセ
ンサーの FRETドナーである ECFPについて
も少なくとも４成分からなることが知られて
いる。蛍光寿命を測定する際にはそれぞれの
成分に対し適切な周波数の励起光により励起
する必要がある。実際我々は、励起レーザー
の周波数を変化させることにより、ECFP 由
来で FRETによる蛍光寿命の短縮が変化する
ことを発見し、当該技術に関する特許を出願
している（特願 2012-065771）。この基本技術
を元にバイオセンサーの FRET効率変化につ
いて最大の感度が得られる測定系を開発する。 

(3)単一成分蛍光寿命蛍光タンパク質の導入 
上記で述べたように ECFPの蛍光寿命成分
は複数あるが、FRET のドナーとして使用可
能な蛍光タンパク質には単一蛍光寿命成分の
ものも存在する。そこで、FRET のドナーを
ミドリイシシアン(MiCy)あるいは turquoiseに



 

 

置換したバイオセンサーを作製する。さらに
それぞれに対し、上記の周波数変調法を適用
することで、最適な周波数による検出を行い、
最も優れた感度を示すバイオセンサーと計測
系の組合せを見出す。 

(4)多次元取得パラメータからの耐性細胞検
出法 
多数の細胞から少数の耐性細胞を高感度に
検出する際に重要なのは、同定された細胞が
真に耐性細胞か否かすなわち特異度を高める
ことにある。Flicyme は蛍光寿命と同時に、
通常のフローサイトメーターで計測する蛍光
強度も同時に測定することが可能であること
から、FRET 効率を判断するためのパラメー
タが多いことが特徴である。この特徴を生か
し、蛍光強度比と蛍光寿命の両パラメータか
ら FRET効率の高低を判断することで確実に
薬剤耐性細胞を同定する判定法を確立する。
基本的なアルゴリズムに関しては基礎が確立
されており（特願 2012-065769）、この基本技
術を元に研究開発を実施する。現状比 5倍の
高精度化を目指す。 

 
(5)臨床検体を用いたバリデーション 
これまでの手法で確立された手法を用いて、
倫理委員会の承認を得た後、実際の CML 患
者検体を用いて検査を実施する。匿名化に関
しては北海道大学病院高度先進医療支援セン
ターの協力を仰ぐ。検査結果と検査後 1年の
臨床所見を対比しその特異度を検討する。 

 
４．研究成果 

(1)バイオセンサー切断部位の同定と改良型
バイオセンサーの開発 
蛍光観察とウエスタンブロッティングを用
いて、バイオセンサーに用いている CrkL 分
子内に 2ヶ所の切断部位があることを同定し
た。そのうち 1ヶ所については既知のタンパ
ク分解酵素認識配列であり、当該部位に変異
を入れたバイオセンサーを作製した。その結
果、バイオセンサー切断は有意に抑制され、
検出感度が 2倍以上向上した。この成果は特
許出願した。また他の 1箇所についても切断
部位を詳細に検討した結果、Picklesバイオセ
ンサーのセンサードメイン近傍に存在するこ
とが判明し、変異の導入が不可能であった。
そこで、全長の FRETと切断型 FRETの細胞
内局在から、切断が細胞内の特定のドメイン
で生じているという仮説を立てた。それを実
証するために、バイオセンサーに各種局在化
シグナルを付加したバージョンを複数作製し
検討したところ、切断が有意に抑制され検出
感度が 3倍程度向上した。本成果も PCT出願
した。 

(2)周波数ドメインでの蛍光寿命測定におけ
る励起レーザー周波数の検討 
バイオセンサーに含まれる ECFPの蛍光寿
命は 4成分からなることが知られている。周
波数ドメインを用いて蛍光寿命を検出場合、
用いるレーザーの周波数により蛍光寿命の成
分のうち検出しやすいものとし難いものがあ
ることがわかった。我々は励起レーザーの周
波数を変調することで、それぞれの成分のい
ずれかを効率よく検出する方法を開発した。
本法を用いることで、従前にまし蛍光寿命の
変化を 3倍高感度に検出することが可能とな
った。 

(3)単一成分蛍光寿命蛍光タンパク質の導入 
上記と並行して、ECFP に代わり 1 成分の
蛍光寿命を有する蛍光タンパク質を FRETの
ドナーとして用いたバイオセンサーを作製し
た。ドナーのみの変更では FRET効率の変化
が認められなかったが、適切なアクセプター
を用いることで、蛍光強度の変化において従
来型に迫る性能を有するバイオセンサーの開
発に成功した。 

(4)多次元取得パラメータからの耐性細胞検
出法 
蛍光強度比と蛍光寿命の両パラメータから

FRET 効率の高低 を判断することで確実に
薬剤耐性細胞を同定するアルゴリズムと判定
法を確立し、検出感度の 3倍の向上を達成し
た。このアルゴリズムと上記で検討した励起
レーザー周波数の最適化で、9 倍程度の高感
度化が達成できた。また単一成分蛍光寿命を
持つ蛍光タンパク質の導入で 3倍の感度上昇
も達成済みである。 

(5)バリデーション 
種々数の耐性細胞を含むサンプルを用意し、
結果当初の目標であった 1 ml 中に含まれる
数個の耐性細胞が検出できた。 

本研究全体の進捗は、上述したように研究
実施計画通りに行うことができた。本研究計
画においては各研究項目で具体的な検出感度
の向上数値を上げ、全体として 100倍の高感
度化を計ることを目標として研究を開始した。
平成 25 年度には、研究計画１については 2
ヶ所ある切断部位のうち 1ヶ所を阻害するの
みで、2 倍以上の改善が、研究項目 2 で約 3
倍の向上が認められた。また平成 26年度に実
施した研究により、研究項目１については２
倍を見込んでいたが、結果予想を上回り 6倍
程度となった。結果、6×9×3＝162倍の高感
度化を達成し、目標であった 100倍をクリア
することができた。 
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