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研究成果の概要（和文）：難治性白血病サンプルをマウスに移植し、患者由来患者腫瘍組織移植モデル
（Patient-derived xenografts, PDX）を樹立した。このモデルはがんの遺伝子変異などヒトのがんの特徴を保
持している。治療薬候補としてある新規抗がん剤を用いた薬理実験を実施した。標的分子の活性が抑制されてい
るかどうかをリン酸化抗体を用いたウエスタンブロットにより確認した。さらにこのPDXモデルにおいて、薬剤
の投与によるマウス生体内での腫瘍の退縮、および、マウスの生存期間の有意な延長を確認した。

研究成果の概要（英文）：We established patient-derived xenograft (PDX) models using patient leukemia
 samples of relapsed/refractory acute myeloid leukemia (AML). PDX models keep original leukemia 
characteristics including heterogeneous histology, phenotypes and genotypes, and sensitivity of 
drugs. Treatment of a novel compound showed tumor growth inhibitions and improved survivals in the 
PDX models. Reduced phosphorylation levels of the targets by the compound were observed in western 
blot analysis, suggesting an on-target effect of the compound in vivo. These results provide a 
rationale for a novel therapy in relapsed/refractory AML. 

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 急性骨髄性白血病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分子標的薬をはじめとするがんに対する新規治療薬が次々に開発されている。しかしながら、初期治療が有効で
あっても、多くのがんにおいて耐性が生じ、このことが患者死亡の大きな原因となっている。治療抵抗性の難治
性がんの研究は数多くされているが、未だ多くのケースにおいてその分子メカニズムは不明である。治療抵抗性
のメカニズムの解明および新たな治療標的分子の同定のための新しい研究アプローチの開発が強く期待されてい
る。本研究により、難治性がんに対する新規治療法の可能性が示唆された。

※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 

 

 我々はこれまでに、がん患者由来 cDNA ライブラリーを利用した機能的なスクリーニング方法

を開発し、シークエンシングでは同定されなかった急性リンパ性白血病遺伝子 CRLF2 や骨髄異

形性症候群遺伝子 GNB1 といった造血器腫瘍の新規がん遺伝子の同定に成功してきた（Yoda, 

PNAS, 2010; Yoda, Nature Medicine, 2015）。 

 B 細胞性急性リンパ性白血病（B-ALL）サンプルを用いた機能的スクリーニングにより、B-ALL

の新規がん遺伝子 CRLF2 を同定した。がん変異 CRLF2 F232C を同定し、この変異体が二量体を形

成することで恒常的に活性化し細胞をがん化することを明らかにした。また、B-ALL には JAK2 

R683 変異が報告されていたが、この変異と CRLF2 の高発現がリンクすることを明らかにした

（Yoda, PNAS, 2010; Yoda）。 

 骨髄系細胞腫瘍サンプル用いたスクリーニングにより、新規がん遺伝子 GNB1/GNB2 を同定し

た。GNB は三量体 Gタンパク質のβサブユニットをコードしており、これまでにがん変異は知ら

れていなかった。GNB のがん変異は、骨髄異形成症候群などの造血器腫瘍に多く同定された。GNB

変異体を発現させた骨髄移植実験によりがんモデルマウスを作成し、PI3K/mTOR 阻害剤の in 

vivo におけるがん抑制効果を示した（Yoda, Nature Medicine, 2015）。GNB のがん変異がイマチ

ニブ抵抗性の慢性骨髄性白血病に同定されるなど、分子標的薬耐性の腫瘍に GNB がん変異が存

在するケースが複数存在し、実験的にも GNB がん変異が分子標的薬耐性を誘導することを示し

た。このことは、GNB が治療抵抗性の難治性がんに関与していることを示唆している（Yoda, 

Nature Medicine, 2015）。 

 また、この cDNA ライブラリーを用いたがん遺伝子の機能的スクリーニング方法の改良を行っ

た。より少量の RNA からのライブラリー構築を可能にし、効率的にがん遺伝子を同定できるよう

になった。また、薬剤耐性遺伝子の機能的スクリーニング方法も開発し、実際に、EGFR 阻害剤

耐性の細胞株由来ライブラリーより、耐性遺伝子 EGFR T790M 変異をスクリーニングにより同定

できた（Shindoh, Yoda, Yoda, PLoS One, 2012）。 

 これら新規に同定されたがん遺伝子は実際に、クリニカルシークエンスや FACS による造血器

腫瘍の診断に利用されており、これらを標的とした創薬研究も行われている。申請者はこれ以外

にも、多くのがん遺伝子の機能解析および創薬研究を行ってきており、本研究で行う実験系につ

いて十分な経験がある（Wu, Cancer Cell, 2015; Dunford, Nature Genetics, 2017）。 

 MLL 融合遺伝子（MLL/AF9）によって誘導された急性骨髄性白血病（AML）マウスモデルにおい

て、治療抵抗性に関与する新規の Gnb2 G77R 変異を同定した。さらに、ヒト AML 患者サンプルに

おいて GNB2 が高発現することを示すとともに、ヒト MLL-AML 細胞株の増殖に GNB2 が必要であ

ることも明らかにした。以上の結果は、治療抵抗性を示す MLL-AML において GNB2 が重要な役割

を担っていることを示唆している。（Kotani, Yoda, Kon, Kataoka, Leukemia, 2018）。 

 以上のこれまでの研究をベースにして、GNB 分子に焦点を当て治療抵抗性の難治性がんの研究

を行う本研究の着想に至った。 

 

 

２．研究の目的 



 

 分子標的薬をはじめとするがんに対する新規治療薬が次々に開発されている。しかしながら、

初期治療が有効であっても、多くのがんにおいて耐性が生じ、このことが患者死亡の大きな原因

となっている。治療抵抗性の難治性がんの研究は数多くされているが、未だ多くのケースにおい

てその分子メカニズムは不明である。治療抵抗性のメカニズムの解明および新たな治療標的分

子の同定のための新しい研究アプローチの開発が強く期待されている。 

 MLL 遺伝子転座を伴う急性骨髄性白血病（MLL-AML）は強い抗がん剤を用いた治療や骨髄移植

をおこなっても再発しやすい治療抵抗性を示し、予後は不良である。MLL-AML の治療抵抗性メカ

ニズムの解明および新たな治療標的分子の同定が強く期待されている。申請者らは治療抵抗性

を獲得した MLL-AML モデルマウスを作成し、白血病細胞のゲノム解析により、新規遺伝子変異

GNB2 G77R を同定した。GNB は、3量体 Gタンパク質のβサブユニットであり、Gタンパク質共役

受容体（GPCR）の下流で機能するシグナル分子である。本研究では、MLL-AML マウスおよび GNB

遺伝子をモデルとして利用し、難治性がんに対する新規の診断法・治療法の開発システムを構築

する。また本研究では、がんの遺伝子変異などヒトのがんの特徴を保持しているモデルである、

患者由来患者腫瘍組織移植モデル（Patient-derived xenografts, PDX）を利用した研究も行う。

難治性白血病サンプルをマウスに移植することでヒト白血病細胞をマウスに生着させ、この PDX

モデルを利用して新規治療法の開発を行う。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）GNB の相互作用分子の同定：GNB と関連する分子の新規会合分子を同定するために、免疫

沈降及び質量分析実験を行う。GNB 関連分子と結合する分子の同定に成功した場合は、得られた

結合分子について機能的な解析を行う。 

（２）GNB の下流シグナルの同定：GNB の下流で活性化しているシグナルを同定するためにリン

酸化プロテオミクスによるキナーゼ基質の解析を行う。GNB と関連する分子について、その分子

及び結合分子のタンパク質リン酸化動態を質量分析により同定する。得られたリン酸化タンパ

ク質について、その機能について検討を行う。 

（３）GNB を標的とする阻害剤の探索：目的によって同定された標的分子に関して、その分子を

直接またはそのシグナル経路の阻害剤が利用可能かどうか PDX モデルを利用して検討する。PDX

のジェノタイプと薬効との関連について検討し、新規バイオマーカーの探索を行う。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）GNB の相互作用分子の同定：GNB と関連する分子の新規会合分子を同定するために、免疫

沈降及び質量分析実験を行った。GNB 関連分子と結合する分子の同定に成功した。さらに、ウエ

スタンブロット法により実際に会合していることを確認した。 

（２）GNB の下流シグナルの同定：GNB の下流で活性化しているシグナルを同定するためにリン

酸化プロテオミクスによるキナーゼ基質の解析を行った。GNB と関連する分子について、その分

子及び結合分子のタンパク質リン酸化動態を質量分析により同定した。さらに、得られたリン酸

化タンパク質の一部はリン酸化特異的抗体が利用可能であることから、これを利用してリン酸



レベルの確認を行った。 

（３）GNB を標的とする阻害剤の探索：GNB と関連する分子に関して、その分子を直接またはそ

のシグナル経路の阻害剤が利用可能かどうか検討を行った。GNB 変異を有する PDX モデルを樹立

し、治療薬候補の同定を行う目的でこのモデルを用いた薬理実験を実施した。標的分子の活性が

抑制されているかどうかをリン酸化抗体を用いたウエスタンブロットにより確認した。いくつ

かの PDX モデルにおいて、薬剤の投与により、マウス生体内での腫瘍の退縮が認められた。ま

た、GNB 変異を有する PDX モデルにおいて、薬剤の投与によるマウス生体内での腫瘍の退縮、お

よび、マウスの生存の有意な延長を確認した。 

 本研究により、難治性がんに対する新規治療法の可能性が示唆された。 
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