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研究成果の概要（和文）： 

 白血病に対する有効で安全性の高い標的治療の開発のため、１）白血病に特異的な分子病態
と標的分子の同定を行い、変異 FLT3 や変異 KIT、さらにキメラ転写因子 PML-RARA にリクルー
トされる N-CoR/HDAC3/TBLR1 複合体が新たな標的分子となり得ることを明らかにした。２）標
的のための阻害剤開発を行い、FLT3 阻害剤として FI-700、KW-2449、KIT 阻害剤として KI-328
を開発した。N-CoR/HDAC3/TBLR1 複合体に対してはデコイペプチドの開発を行った。３）チロ
シンキナーゼ阻害剤の評価系として、p-FLT3 あるいは p-STAT5 に対する抗体による FACS およ
び血漿バイオアッセイ系を確立した。 
研究成果の概要（英文）： 
 For the development of more effective and secure target therapy for leukemia, we clarified that 

mutated FLT3 and KIT, and N-CoR/HDAC3/TBLR1 complex that is recruited by chimera transcription 

factor PML-RARA are ideal target molecules/complex for therapy. We developed FLT3 inhibitors,  

FI-700 and KW-2449, and KIT inhibitor , KI-328. For targeting N-CoR/HDAC3/TBLR1 complex we 

designed a decoy peptide. We also established a laboratory system which can evaluate p-FLT3 or 

p-STAT5 of leukemia cells using FACS and estimate pharmaco-dynamismly plasma bioassay system. 
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１．研究開始当初の背景 

 腫瘍においては多くの“標的治療”が開発
されているが、より効果的で安全な治療法を
開発するために、腫瘍における分子病態、と

りわけ正常組織との違いに基づく標的治療
を開発することが求められる。白血病ではい
くつかのチロシンキナーゼ変異やキメラ転
写因子が認められ、BCR-ABL に対するイマチ
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ニブ治療は、治療理念がヒトで実証され、臨
床上の大きな成果に結実した例である。次の
標的分子・標的治療が望まれている。 
２．研究の目的 

 急性骨髄性白血病において変異の認めら
れる分子ならびにそれらにリクルートされ
る機能分子あるいは下流シグナル分子を標
的とし、結果的に白血病に選択性の高い新し
い治療法を開発することを目標とした。具体
的には、（1）白血病に特異的な分子病態と標
的分子の同定（2）すでに明らかにされてい
る標的分子群（変異チロシンキナーゼおよび
白血病キメラ転写因子複合体）に対する新し
い標的治療の開発、（3）臨床に近い治療評価
系としてのヒト白血病マウスモデルおよび
サロゲートマーカーの確立、を行う。 
３．研究の方法＆４．研究成果 
（１）白血病に特異的な分子病態と標的分子

の同定 
これまで、FLT3が標的分子となることはす

でに報告してきた。本研究では新たに白血病
におけるWnt/βcatenin の活性化とKIT 変異
について検討した。まず、非リン酸化βカテ
ニンに対するモノクロ抗体による免疫染色
を行ったところ、AML の M6/M7 および ALL、
CML-BC において高率に核内非リン酸化β
catenin（NNPBC）が同定され、免疫ブロット
でも確認された。これは予後不良ならびにPh
染色体や 5 番/7 番染色体欠失に関連した。
NNPBC は Wnt 阻害剤によっても NNPBC は抑制
されず、βcatenin への異常シグナルが示唆
された。βcatenin は血液腫瘍においても活
性化しており、治療標的分子となる可能性が
ある。また 100 例の de novo AML(APL 以外)
では 5 例に KIT 変異を認めた。KIT 分子の自
己リン酸化や造腫瘍性は変異部位によって
大きく異なり、D816V 変異が最も自己リン酸
化が強く SCF 非依存性増殖をもたらした。一
方、PML-RARαに結合する転写抑制因子群の
同定を試み、N-CoR/HDAC3/TBLR1 複合体がリ
ガンド非存在下において PML-RARαに結合す
ることを見いだした。siRNA により HDAC3 蛋
白発現を抑制すると、PML-RARαの標的遺伝
子である RARβ, CYP26 の発現が有意に促進
され、HDAC3 が PML-RARα依存性の転写抑制
に重要な因子であることを確認した。 
（２）変異チロシンキナーゼおよび白血病キ

メラ転写因子複合体に対する新しい
標的治療の開発 

メーカーと共同で恒常的活性化 FLT3 の阻
害剤をスクリーニングし、FLT3 変異白血病細
胞に高い選択性と阻害活性を示し、移植マウ
スモデルにおいて白血病の寛解あるいは治
癒をもたらしうる二つの化合物 FI-700 と
KW-2449 を得た。薬物動態・代謝・毒性なら
びにヒト白血病臨床検体に対する阻害活性
結果などを評価し、一方の化合物の誘導体

KW-2449 の臨床開発試験が開始された。もう
一方の FI-700 については、誘導体から KIT
特異的な FI-700 を得た。FLT3 阻害剤はいず
れも FLT3のリン酸化を 200nM以下で抑制し、
変異 FLT3 依存性の白血病細胞株・臨床検体
の増殖抑制・アポトーシス誘導を引き起こす。
マウスモデルでもきわめて有効性が高く、正
常造血の抑制や体重減少は軽微であった。
KW-2449 については臨床開発に進んでいる。
N-CoR/HDAC3 蛋白結合を阻害するドミナント
ネガティブ蛋白については、PML-RARα依存
性の転写抑制機能の解除と白血病細胞の分
化に与える効果を検討する必要がある。 
（３）臨床に近い治療評価系としてのヒト白

血病マウスモデルおよびサロゲート
マーカーの確立 

白血病細胞株やマウスモデルは白血病治
療開発にとって必須の評価系であるが、臨床
への予見性や近似性に乏しい。我々は、ヒト
白血病検体を免疫不全マウス（NOG マウス）
へ移植し継代することによって、新しい白血
病モデルを構築した。継代白血病細胞の多く
は体外での増殖が不可能で、移植後 2-3 日以
内に、骨内膜の幹細胞ニッチあるいは血管外
ニッチに生着し、骨内腔に向けて増殖を開始
する。細胞表面抗原は臨床で得られた時とほ
ほ同じ分化マーカーを有するが、CD34 などは
高発現する傾向にある。HSC/Progenitor 解析
では、いずれも分化マーカー（Lin）陰性 CD34
陽性かつ、CD38 陰性 CD90 陽性の幹細胞分画
や CD123（IL3R）中等度陽性の前駆細胞が検
出された。化学療法やキナーゼ阻害剤によっ
て、白血病細胞は激減し、血管外あるいは骨
内膜ニッチェに残存した。 

また、FLT3 阻害剤のキナーゼ阻害活性をモ
ニター可能な分子マーカーとしてリン酸化
STAT5 を見出し、フローサイトメーターや免
疫組織で検出可能な抗リン酸化STAT5単クロ
ーン抗体を作製した。さらにキナーゼ阻害剤
投与中の患者におけるPharco-dynamicsを調
べる目的で、白血病細胞株に患者血漿を添加
することにより、リン酸化抑制効果を調べる
系を構築した。イマチニブ治療では必ずしも
薬剤血中濃度とは一致せず、薬剤開発におけ
るこのようなトランスレーショナルなアプ
ローチが重要であることが示された。 
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