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研究成果の概要（和文）：FLT3-ITDが形成される機序について、FLT3 exon14に存在する回文様構造が高次構造
を生じゲノム損傷を受けやすいことによりITDを生じるという仮説を検証した。ヒトやマウス細胞株で、CRISPR
を用いたFLT3-ITD集積部位へのゲノム損傷誘導で、人工的ITDを作成できることを確認した。また臨床検体を用
いた解析で、臨床的にFLT3-ITD陰性AMLと判断される症例においても、クローンサイズの小さい微小FLT3-ITDが
複数生じていることを明らかにした。経時的なフォローで、再発した一部の症例ではFLT3-ITDクローンが拡大し
再発時のFLT3-ITD陽性化が起きていることを見出した。 

研究成果の概要（英文）：For the mechanism of FLT3-ITD formation, we tested the hypothesis that 
palindrome-like structures in FLT3 exon14 form higher structures that are susceptible to genomic 
damage, thereby giving rise to ITDs. We confirmed that artificial ITDs can be generated in human and
 mouse cell lines by inducing genomic damage to the FLT3-ITD accumulation site using CRISPR. Using 
clinical samples, we found that multiple small clone-sized FLT3-ITDs were generated even in patients
 with clinically FLT3-ITD-negative AML. On follow-up analysis, we found that the FLT3-ITD clones 
expanded in some cases that relapsed resulting in FLT3-ITD acquisition at relapse.

研究分野： Clinical Hematology

キーワード： FLT3-ITD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
以前は急性骨髄性白血病(AML)においてFLT3-ITD変異が存在すること自体が予後不良と考えられていたが、アリ
ル頻度が高いFLT3-ITDを持つことが予後不良と関連することが知られるようになった。本研究ではAMLの約半数
では微小FLT3-ITDを含めたFLT3-ITDが存在することを示し、従来臨床上捉えられていた以上の割合の症例が
FLT3-ITDを持つことを明らかにした。FLT3-ITDの生成機構やクローン拡大機構の解明は、疾患発生機序の理解、
および最適な治療戦略の開発に重要である。

※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 

FMS 様チロシンキナーゼ 3(FLT3)遺伝子の遺伝子内縦列重複(ITD)変異は、急性骨髄性白血
病(AML)において、反復性に認める変異であり、AML の 3 割ほどに認める。FLT3-ITD を伴う
AML は予後不良であることが知られており、同種移植を行っても予後は FLT3-ITD 変異陰性
のものに比べて有意に不良である。FLT3-ITD 変異とキナーゼドメイン変異である FLT3-TKD
変異は、共に FLT3 の恒常活性化を来す。近年 FLT3 特異的阻害剤が開発され、本邦において
もギルテリチニブが保険承認となったが、単剤で治癒をもたらす効果はない。FLT3-ITD ク
ローンの割合は必ずしも芽球割合に一致せず、一部のクローンのみが FLT3-ITD を有する症
例がある(図 1)。また、単一症例に複数の
長さの FLT3-ITD 変異が同時に存在するこ
とが知られており、FLT3-ITD 変異は AML
発症の後期に起きる変異であり、個体の中
で複数の FLT3-ITD 変異クローンを生じて
いることを示している。また、FLT3-ITD 変
異は治療経過の中で途中で消失したり、初
発時 FLT3-ITD 陰性の症例で再発時に
FLT3-ITD 変異クローンが現れたりするこ
とがある不安定な変異である。FLT3-ITD
陽性 AML クローンが陰性クローンに対し
て必ずしも増殖優位性を持っていないに
も関わらず、初発時の FLT3-ITD 変異陽性
が強い予後不良因子となるメカニズムは
未解明である。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では FLT3-ITD 変異を生じるメカニズムに注目して研究を行う。ヒト腫瘍にお
ける遺伝子内縦列重複変異(ITD)は非常にユニークな変異であり、AML における FLT3 でのみ
知られている。単一症例の中で複数の FLT3-ITD 変異があることは、FLT3 の ITD 部位に何ら
かの脆弱性があり、異なる細胞で繰り返し DNA 損傷が起きていることを示している。本研究
では複数の FLT3-ITD を生じるような AML では、基盤にゲノム不安定性が存在し、FLT3-ITD
はその背景にあるゲノム不安定性を表す代理マーカーになっているという仮説を立てた。
(1) 臨床検体での検討 
臨床症例においては、初発時 FLT3-ITD 陰性にも関わらず、再発時に FLT3-ITD 変異クロー
ンが現れる症例があることが知られており、FLT3-ITD 陰性とされる症例にも FLT3-ITD 変異
クローンが微量存在する可能性を検証した。 
(2) 細胞株での検討 
細胞株を用いて CRISPR-Cas9 システムで FLT3-ITD 集積部位に誘導した DNA 損傷が ITD と
して修復される可能性を検証した。 

 
３．研究の方法 

まず、ヒト FLT3 exon14-15に存在す
る ITD集積部位を PCR増幅し、次世代
シークエンスで PCR プロダクトをディ
ープシークエンスすることで、電気泳
動法では検出することのできない微小
な FLT3-ITD 変異クローンを検出でき
る系を確立した(図 2)。ヒト FLT3-ITD
陽性細胞株の段階希釈検体で検討した
ところ、0.0067%以上の FLT3-ITD クロ
ーンを定量的に検出することができる
ことを確認した。この方法を用いて、
臨床的にゲル電気泳動での解析で
FLT3-ITD 変異が陰性と判断された正
常核型 AML74症例の初発時検体を検討
した。またヒト細胞株を用いて CRISPR
で誘導した DNA 損傷がどのように修復されるのかを検証した。 

  



 
４．研究成果 

(1) FLT3-ITD 陰性 AML 症例の検討 
臨床的に FLT3-ITD 変異が陰性と判断された正常核型 AML74症例を解析し、19症例に微小
FLT3-ITD クローンを検出した。複数の FLT3-ITD クローンを検出する症例もあり、伸長塩基
数は全て3の倍数(3N)のインフレーム変異だった。微小FLT3-ITDクローンを有する症例は、
微小 FLT3-ITD クローンを検出しない症例に比べて、芽球割合、白血球数、WT1 発現、NPM1
変異割合が高く、1 年以内の早期再発が多かった。再発検体 18 症例の解析では初発時微小
FLT3-ITD 陽性だった 3 症例
中 2 症例が再発時に臨床的
なFLT3-ITDクローンの出現
を認めた。また初発時微小
FLT3-ITD クローンを認めな
かった 15症例中 2例が、再
発時に微小 FLT3-ITD陽性と
なり、そのうち 1 例は再々
発時に臨床的なFLT3-ITDク
ローンの増大を認めた。微
小 FLT3-ITD まで含めると、
正常核型 AML の約半数が
FLT3-ITD クローンを有して
おり、それらが再発時の
FLT3-ITD 変異クローン陽性
化に寄与していることが明
ら か と な っ た ( 図
3)(Yokoyama S et al. Br J 
Haematol 2023)。 
 
(2) 細胞株を用いた人工的 FLT3-ITD の作成 
 ヒト細胞株を用いて CRISPRにて FLT3 の ITD集積部位である exon14に gRNA を設定し、
DNA 損傷を導入した。ゲノム DNA で ITD集積部位を PCR増幅し、ディープシークエンスを行
なったところ、欠失クローンとともに FLT3-ITD を作成することができた。FLT3-ITD の伸長
塩基数は 3 の倍数以外のものをほぼ均等に含むことを確認した。FLT3-ITD は生成段階では
3N以外のものも含み、3N のインフレーム変異となったものが選択的に増殖するものと考え
られた。ゲノム損傷形態と ITD クローンの作製効率について検討を続けている。 
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