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研究成果の概要（和文）：本研究では予後不良であるFLT3変異陽性急性白血病の薬剤耐性を克服することを目的
に、薬剤耐性に至る分子機構を解析することを通して、新しい治療標的分子を同定した。この研究では網羅的ス
クリーニングを通して、ケモカインCxcl12がFLT3変異陽性急性白血病の薬剤耐性を変化させる分子候補として
Runx1という転写因子を同定した。そして、その発現変化が薬剤耐性に機能的に関わることを見出した。本研究
の結果、薬剤耐性を引き起こすRunx1分子を新しい治療標的とすることが予後不良なFLT3変異陽性急性白血病の
薬剤耐性を克服し、更には患者さんの予後を改善することに結びつくことが見出された。

研究成果の概要（英文）：This study was to determine the molecular mechanism responsible for the 
refractory FLT3 mutated acute myeloid leukemia. Using the mRNA microarray screening, we identified a
 transcriptional factor Runx1 as a candidate molecule responsible for the resistance of the FLT3 
mutated acute myeloid leukemia. Our subsequent analyses validate that Runx1 is indeed involved and 
modulate resistance regulated by chemokine Cxcl12 in FLT3 mutated acute myeloid leukemia cells. We 
identified that changes in expression level in FLT3 mutated acute myeloid leukemia cells, which was 
dependent on the magnitude of Cxcl12/Cxcr4 signaling, regulates resistance of FLT3 mutated acute 
myeloid leukemia against FLT3 inhibitors. This study suggest that Runx1 represents potential target 
for the treatment of FLT3 mutated acute myeloid leukemia that are refractory against FLT3 
inhibitors.

研究分野： 血液腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
急性骨髄性白血病の予後は芳しくない。特にFLT3変異陽性のケースは予後が悪い。近年、FLT3変異に対する抑制
剤(FLT3抑制剤）が承認され使用されているが、大部分は治療抵抗性となる。治療抵抗性の分子メカニズムは
様々なものが知られているが、この研究ではFLT3抑制剤の治療抵抗性のメカニズムを新たに見出した。すなわ
ち、治療抵抗性を克服しうる新たな治療標的が同定できた。この研究をさらに発展させることでFLT3抑制剤の治
療効果が改善し、患者の予後改善に結びつく可能性がある点で意義のある研究である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

急性骨髄性白血病(AML)は、造血幹細胞などの DNA 上の変異が原因で発症する。例え
ば、造血幹細胞の増殖や分化に重要なチロシンキナーゼ受容体「Flt3 遺伝子」に DNA の
繰り返し配列が挿入される Internal Tandem Duplication（Flt3/ITD）変異は、小児で
10-15%、成人で 30%と高頻度に見られる。Flt3/ITD は白血病細胞に対して「自己複製能
亢進」、「分化能喪失」と「薬剤耐性」という異常表現型をもたらす。このような細胞を
根絶する為の大量抗がん薬治療と造血幹細胞移植は、重篤な副作用が必発であるので、
必ずしも理想的治療とは言えない。深刻な有害事象を避け、より高い治療効果を得るた
めには、疾患や治療抵抗性の原因に対して有用性が検証された分子標的治療が望ましい。
しかし、既存の Flt3/ITD 分子標的薬の効果は芳しくなく、成人小児を問わず Flt3/ITD
陽性 AML は予後不良である。例えば、最近治験が行われた選択的 Flt3/ITD 阻害薬
AC220(キザチニブ)は、治療抵抗性 Flt3/ITD 陽性 AML に対して有用とされたにも拘わら
ず、キザチニブ耐性の細胞が出現する(1-3)。したがって、予後改善の為には新たな治療
標的や薬剤耐性機構を見出すことが必要である。 

 
 
２．研究の目的 

本研究では Flt3/ITD 陽性 AML の FLT3 阻害薬キザチニブに対する抵抗性をもたらす分子
を同定し、治療抵抗性を克服するための新たな治療方法を提唱する為に以下の目的で研究
を行なった。 

1. Flt3/ITD が細胞の「薬剤耐性」をもたらす分子群を同定する 
2. 同定された分子群の機能解析を行い、治療標的としての妥当性を検証する 
本研究では当初ゲノム編集を用いたスクリーニング方法を通した薬剤抵抗性分子の同
定を計画していたが、より確実な方法としてマイクロアレイを用いたスクリーニング
を行い、同定した分子の機能解析を行った。この中で今回は特にケモカイン Cxcl12 と
呼ばれる骨髄微小環境に存在する分子が薬剤抵抗性に及ぼす影響を解析することにし
た。 

 
３．研究の方法 
FLT3/ITD 変異を発現する造血細胞（以下 FLT3/ITD+細胞）をキザチニブ存在下で培養し、Cxcl12
を添加した際の細胞増殖へ及ぼす効果を定量した。また、FLT3/ITD が影響を及ぼす遺伝子発現
に対して Cxcl12 が与える影響を解析した。更に Cxcl12 の細胞側受容体である Cxcr4 発現が低
い細胞と高い細胞（Cxcr4 低細胞と Cxcr4 高細胞）に細胞を分離し、キザチニブ存在下での Cxcl12
の効果を比較した。また、Cxcr4 低細胞と Cxcr4 高細胞のキザチニブ耐性を Cxcl12 存在下で比
較した。更に Cxcl12 が Cxcr4 低細胞と Cxcr4 高細胞においてキザチニブ耐性を変化させる分子
候補として Runx1 と呼ばれる転写因子を同定し、その機能を解析した。 
 
４．研究成果 
5nM キザチニブは FLT3/ITD+細胞の増殖を有意に低下させたが、低濃度の Cxcl12(1ng/ml)は細胞
の生存を上昇した。これに対し、高濃度の Cxcl12(100,500ng/ml)は細胞の生存を有意に低下さ
せた(図 1)。そこで 100ng/ml の Cxcl12 が FLT3/ITD によって変化する遺伝子発現を抑制するの
ではないかという仮説を考え、マイクロアレイ法を用いて FLT3/ITD によって変化する遺伝子発
現が Cxcl12 によってどのように変化するかを解析した。その結果、Cxcl12 は FLT3/ITD によっ
て変化する遺伝子群の内、約 4%は FLT3/ITD によって生ずる遺伝子変化を更に増強していたが、
逆に 25％の遺伝子群の変化を拮抗していた(図 2)。例えば、Runx1 という転写因子は FLT3/ITD
によって発現は上昇したが、100ng/mlCxcl12 によってその発現は低下した(図 3)。すなわち、
FLT3/ITD によって上昇する Runx1 発現は Cxcl12 によって抑制された。 
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上記のように FLT3/ITD+細胞において低濃度の Cxcl12 はキ
ザチニブの効果を拮抗し細胞の薬剤抵抗性を増強したが、
高濃度の Cxcl12 はキザチニブの効果を増強し、細胞の薬剤
抵抗性を減弱させた。そこで私たちは Cxcl12 の受容体であ
る Cxcr4 の発現レベルが低い細胞と高い細胞（Cxcr4 低細胞
と Cxcr4 高細胞）においても同様の違いが生じるのではな
いかと考え、それぞれの細胞で Cxcl12 100ng/ml が Cxcr4 低
細胞と Cxcr4 高細胞に対して及ぼす効果を比較した。 
 
Cxcr4 低細胞に於いては 100ng/ml Cxcl12 はキザチニブの
効果を減弱させ、細胞生存を促したのに対し、Cxcr4 高細胞
に於いては 100ng/ml Cxcl12 はキ
ザチニブの効果を増強し細胞生存
を減衰させた(図 4)。この時、細胞
内の Runx1 は Cxcr4 低細胞では増
加したのに対して、Cxcr4 高細胞で
は減少した(図 5)。また、Cxcr4 低
細胞は Cxcl12 存在下でキザチニブ
への抵抗性が Cxcr4 高細胞と比較
して増強しており(図 6)、キザチニ
ブ抵抗細胞の出現も亢進していた
（図 7）。最後に Cxcr4 低細胞にお
いて Cxcl12 がキザチニブの効果を
減弱する原因が Runx1 の発現上昇で
あることを証明する為に Cxcr4 低細
胞の Runx1 発現を shRNA 法によって
低下させ、100ng/ml Cxcl12 がキザ
チニブに及ぼす効果を比較した。
Runx1 を低下させた Cxcr4 低細胞で
は Cxcl12 によるキザチニブへの拮
抗作用を有意に減弱させ、Cxcl12 に
よって上昇した細胞生存は減少に転
じた(図 8)。更に Cxcr4 高細胞において Cxcl12 がキザチニブの働きを増強させる際に Runx1 が
減少していることが原因であることを証明する為に、Cxcr4 高細胞に Runx1 を過剰発現し、
100ng/ml Cxcl12 のキザチニブ増強効果が解消されるかを解析した。Runx1 の過剰発現は Cxcr4
高細胞において Cxcl12 のキザチニブ作用の増強を有意に抑制し、細胞の増殖を促すに転じ、更
にはキザチニブ抵抗細胞の出現を促した（図 9）。 

 

 
これらの結果は、Cxcl12 が濃度依存性に FLT3/ITD+細胞のキザチニブ抵抗性を増強または減弱
させること、濃度依存性は Cxcr4 発現の程度とも一致する事、そして Cxcl12 によるキザチニブ
への耐性効果は Runx1 によって制御されていることを示す(図 10)。これまでに急性骨髄性白血
病の治療として Cxcl12 と Cxcr4 の相互作用を抑制する薬剤の有効性が報告されたが、完全では
ない。 
今回の私たちの研究結果は Cxcl12 または Cxcr4 を抑制することは Cxcr4 低細胞では有用である
が、Cxcr4 高細胞では細胞生存を促してしまう可能性を示唆する。しかし、この弱点を克服する
点で Runx1 を標的とすることが Cxcr4 の発現のレベルに関わらずより効果的である可能性が示
された。Runx1 を FLT3/ITD 陽性急性骨髄性白血病の治療標的として提案し、実際に有効である
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かどうかを次の研究課題として取り組む予定である。尚、本研究成果の一部は第 81 回日本血液
学会及び第 61回米国血液学会で発表した。 
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