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研究成果の概要（和文）：この研究は、急性骨髄性白血病（AML）の治療抵抗性に寄与する遺伝子変異を同定
し、治療抵抗性AMLに対する新規治療薬を開発することを目標としている。我々は治療抵抗性に寄与する遺伝子
としてgeneXに注目した。CRISPR/Cas9によりgeneXをノックアウトしたヒト白血病細胞株はin vitroにおいて抗
癌剤感受性が低下することを見出した。また、この細胞株を用いた異種移植モデルにおいてもgeneXのノックア
ウトにより抗癌剤感受性が低下することを見出した。geneXはAMLの治療抵抗性に寄与する可能性が高く、geneX
のノックアウトから治療抵抗性に至る機序の解明を進めている。

研究成果の概要（英文）：We aimed to reveal somatic mutations contributing to chemoresistance in 
primary refractory acute myeloid leukemia(AML) and to develop novel therapeutic drugs for primary 
refractory AML. We focused on geneX as a gene contributing to chemoresistance. Firstly, using 
CRISPR/Cas9 system, we generated geneX knockout human leukemic cell line. Importantly, this cell 
line showed chemoresistance in vitro. In addition, using xenograft mouse model, we showed that geneX
 knockout resulted in chemoresistance in vivo. GeneX may be highly likely to contribute to 
chemoresistance in AML, and we are now working on elucidating mechanisms of chemoresistance.

研究分野：造血器悪性腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
 急 性 骨 髄 性 白 血 病 (acute myeloid 
leukemia: AML)は造血器悪性腫瘍の一種で、
未熟な造血前駆細胞が腫瘍化することによ
り発症すると考えられている。従来、治癒を
目的としたAMLに対する治療には多剤併用化
学療法が行われている。現在主流となってい
るのはイダルビシン(idarubicin:IDR) もし
くはダウノルビシン(daunorubicin:DNR)に
シタラビン(cytarabine:AraC)を加えた 2 剤
併用化学療法(IDR/DNR+AraC)であり、世界的
にも標準治療となっている(N Engl J Med 
1999; 341: 1051-1062)。本邦からの報告で
も IDR+AraC による初回寛解導入療法により
78.2% の 症 例 は 完 全 寛 解 (complete 
remission:CR)に至り、5年生存率は 48%と比
較的良好な治療成績が報告されている
(Blood 2011;117:2358–2365)。一方、寛解導
入療法により CR に至ったもののその後再発
した症例や寛解導入療法により CR に至らな
かった症例については、その後の多剤併用化
学療法に対しても治療抵抗性であることが
多い。このような難治性 AML に対しては造血
幹細胞移植を含めた強力な救援療法が試み
られているが、今のところ十分な治療効果は
得られておらず、AML の診療を進める上で未
だ大きな問題となっている。 
 
２．研究の目的 
近年、次世代シークエンサーを用いた解析に
より造血器腫瘍を含む多くの悪性腫瘍にお
いて遺伝子変異、遺伝子発現の異常、メチル
化の異常など多くの知見が相次いで報告さ
れてきている。AML においては 2008 年にヒト
の腫瘍に対する初めての全ゲノムシークエ
ンスがAMLのサンプルを用いて行われて以来
(Nature 2008;456:66–72)、新たな原因遺伝
子の候補が数多く報告されている。2013 年に
は米国の National Cancer Institute 主導の
大規模がんゲノム解析プロジェクトにより
200 例の AML に対する網羅的な遺伝子解析が
行われ(N Engl J Med 2013;368:2059–2074)、
AML における遺伝子異常はほぼ明らかとなっ
たといっても過言ではない。これらの次世代
シークエンサーにより得られた大量のデー
タと、これまでに知られている既知の染色体
異常や遺伝子異常を統合することによりこ
れまで以上にさらに詳細な予後因子の抽出、
頻度の高い遺伝子異常に対する特異的な新
規治療薬の開発など AML の診断・治療の進展
に大きく寄与することが期待されている。し
かしながら、現状においては未だ臨床的なブ
レイクスルーには至っていない。その原因の
一つとして、これまでの網羅的な遺伝子解析
が明らかにしたようにAML自体が分子学的に
も極めて多様性に富んだ疾患であるため、こ
うした網羅的解析から得られる大量の情報
と各症例の詳細な臨床情報を結び付け、そこ
から意義を見出すことが困難になっている
点が挙げられる。今後、次世代シークエンサ

ーによるゲノム解析で得られた大量のデー
タを実際に臨床に直結させていくためには、
臨床的な観点から対象症例を絞り込んでい
くことが重要な手法となりうると考えられ
た。 
以上を踏まえ、申請者は AML の中でも臨床的
に最も予後が悪いとされる治療抵抗性AMLに
注目し、AML の治療抵抗性に寄与する遺伝子
変異を同定することを目標とし研究を進め
てきた。申請者はこれまでに、治療抵抗性
AML6 症例に対して全エクソンシークエンス
を行い、全体で計 50 個の遺伝子変異を同定
した。これら 50 個の遺伝子変異の中に治療
抵抗性に寄与する遺伝子変異が存在すると
想定し、変異が検出された 50 遺伝子の全
coding sequence (CDS)領域を対象としたタ
ーゲットリシークエンスを、治療抵抗性 AML
の治療不応期の 18 サンプルを用いて解析を
行った。興味深いことに 18 例中 4 例におい
てgeneXのナンセンス変異もしくはフレーム
シフト変異など、不完全な geneX タンパクが
生成されるtruncate型の変異が検出された。
AML における geneX 変異は既に報告がなされ
ているが、変異の出現パターンはこれまでの
報告と矛盾しないものであった。そこで
geneX 変異が AML の治療抵抗性に寄与してい
るとの仮定のもとに、初発時 AML50 サンプル
を用いて、geneX の全 CDS 領域を対象とした
ターゲットリシークエンスを行った。 
治療抵抗性 AML では 15 例中 3例(20%)、寛解
導入療法により CRに至った AMLでは 35例中
1例(3%)においてgeneXのtruncate型変異が
検出された。これらの結果より、geneX の
truncate型変異がAMLの治療抵抗性に寄与し
ている可能性が示された。続いて申請者は、
これらの変異がヒト白血病細胞に与える影
響を調べるために、CRISPR/Cas9 システムを
用いてgeneXノックアウトヒト白血病細胞株
を作成した。まず、geneX ノックアウトによ
りヒト白血病細胞株の増殖は有意に抑制さ
れることが示された。さらに、この geneX ノ
ックアウト白血病細胞株にIDRもしくはAraC
を投与したところ、geneX ノックアウト細胞
株においては抗がん剤投与後の生存率が有
意に上昇しアポトーシスが抑制されている
ことが示された。この結果は、geneX の
truncate型変異がAMLの治療抵抗性に寄与し
ているという仮説を支持するものであった。
これらの結果をもとに、申請者は geneX の
truncate型変異がどのような機序でAMLの耐
性化に寄与しているかを解明することで治
療抵抗性AMLに対する新規治療薬の開発につ
ながると考えた。 
 
３．研究の方法 
申請者のこれまでの研究成果を踏まえ、まず
はさらに多数のAML患者検体を用いて当施設
における geneX 変異の出現頻度を明らかと
する。さらにgeneX変異の有無と治療反応性、
予後との関連を統計学的に明らかにする。ま



た複数のヒト白血病細胞株よりgeneXノック
アウト細胞株を作成することにより、白血病
細胞におけるgeneXノックアウトと治療抵抗
性との関連を特に細胞周期、DNA 損傷応答の
観点からも明らかにする。また NSG マウスを
用いた異種移植モデルにより、in vivo にお
けるgeneXノックアウトと抗がん剤感受性と
の関連について検証を行う。さらに網羅的遺
伝子発現解析により、geneX 変異に特異的な
病態パスウェイを同定し、その結果を足掛か
りとして大規模薬剤スクリーニングを行い
治療抵抗性AMLに対する新規治療薬の候補と
なりうる低分子化合物を同定する。最終的に
得られた化合物については当施設で保有す
るAML患者検体を用いて治療効果の検証を行
う。 
 
４．研究成果 
（１）CRISPR/Cas9 システムシステムにより
geneX をノックアウトしたヒト白血病細胞株
（Kasumi-1, ME-1, Jurkat）を作成し細胞増
殖率、細胞周期解析、抗がん剤感受性 
試験を行った。細胞周期解析には DAPI を用
いた FACS での解析、抗がん剤感受性試験に
はATP試薬とプレートリーダーによるアッセ
イを行った。これらの実験系においては、
geneX ノックアウト細胞株と geneX 野生型細
胞株の間には明らかな違いは見られなかっ
た。他のヒト白血病細胞株（OCIAML3, 
MOLM-13, K562）を用いて、geneX ノックアウ
ト細胞株の樹立を進めている。 
 
（２）すでに作製している geneX ノックアウ
ト細胞株（THP-1）を NSG マウスに皮下注射
した異種移植モデルを用いて、in vivo にお
ける抗がん剤感受性の評価を行った。マウス
の腹腔内へ抗がん剤（イダルビシン、シタラ
ビン）を投与した後に皮下腫瘤径を測定した。
geneX ノックアウト細胞株を移植したマウス
では、抗がん剤投与後の皮下腫瘤体積は
geneX 野生型のものと比較し有意に増大して
いることを明らかとした。geneX ノックアウ
ト白血病細胞株は in vivo においても、抗が
ん剤感受性の低下を認めることが明らかと
なった。 

（３）野生型 geneX 遺伝子を強制発現するた
めのレトロウイルスベクターを作成し、
geneX ノックアウト株で認めた表現型（抗が
ん剤感受性の低下）の回復がみられるか検証

を進めている。野生型 geneX 遺伝子を強制発
現するためのレトロウイルスベクターはす
でに完成したため、細胞株に導入し発現確認
を行っている。 
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