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研究成果の概要（和文）： 

 ABL 阻害剤イマチニブ (IM、グリベック®) は、慢性骨髄性白血病(CML)患者の予後を劇的
に改善したが、IM の効果をさらに高めたダサチニブ (Dasatinib、スプリセル®) やニロチニブ
(Nilotinib, タシグナ®)、さらにわれわれが開発した INNO-406(Befetinib)などの第 2 世代 ABL 阻
害剤はいずれもABLキナーゼドメインの315番目のスレオニンがイソロイシンに変異している
T315I の遺伝子異常を持つ症例には無効である。また、CML 幹細胞は低酸素状況に適応して骨
髄のニッチに潜み再発の原因となっていることが明らかにされた。これらの問題を解決できれ
ば CML 治療成績のさらなる向上が期待される。われわれはこの T315I 変異症例にも有効なオ
ーロラキナーゼ阻害剤 AT9283(1-cyclopropyl-3[5-morpholin-4yl methyl-1H-benzomidazol-2-yl]- 
urea)が、T315I 変異を有する CML 細胞の増殖を抑制すること、さらに低酸素環境における CML
細胞の特異的代謝経路を阻害するグリオキシラーゼ阻害剤（glyoxalase-I inhibitor）が CML 幹細
胞の増殖を抑制する可能性があることを示した。また、放線菌 Micromonospora から分離したラ
キシジン A(Rakicidin A)が低酸素環境下特異的に抗白血病活性を示すことを明らかにした。これ
らの分子によりあたらしい観点に基づいた白血病「幹」細胞を標的とした CML 治療法の開発
が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Imatinib mesylate (IM, Gleevec®), which specifically inhibits the autophosphorylation of the Abl 
tyrosine kinase (TK), has dramatically improved the treatment of chronic myelogenous leukemia (CML). 
However, resistance is often reported in patients with advanced-stage disease. Several novel TK 
inhibitors (TKI) of second generation such as dasatinib (Sprycel®), nilotinib (Tasigna®), and 
INNO-406 (Bafetinib) have been developed that override IM resistance mechanisms caused by point 
mutations within the Abl kinase domain. Because of their strong affinities for the ATP-binding site 
compared to IM, these new TKIs may be effective in IM-resistant patients. However, they could not 
inhibit the phosphorylation of T315I Bcr-Abl harboring the mutation of threonine 315 to isoleucine. We 
describe the in vitro and in vivo effects of AT9283 (1-cyclopropyl-3[5-morpholin-4yl 
methyl-1H-benzomidazol-2-yl]-urea), a potent inhibitor of kinases Aurora A and Aurora B. AT9283 
showed potent antiproliferative activity on cells transformed by BCR-ABL/T315I. CMLstem cells also 
survived in the bone marrow niche under severe hypoxia condition. We generated two hypoxia-adapted 
(HA)-CML cell lines. These HA-CML cells exhibited stem cell-like characteristics. Compared with the 
respective parental cells, HA-CML cells had higher levels of protein and higher enzyme activity of 
glyoxalase-I (Glo-I), that detoxifies methylglyoxal, a cytotoxic by-product of glycolysis. In contrast to 
Abl TKIs, Glo-I inhibitors were much more effective in killing HA-CML cells both in vitro and in vivo. 
Ii is likely that leukemic cells are able to survive and proliferate in severely hypoxic environments. The 
hypoxic conditions allow leukemic cells that reside there to become insensitive to cell death stimuli. To 
target leukemic cells in hypoxic conditions, we focused on the hypoxia-selective cytotoxin, Rakicidin A. 
produced by the Micromonospora strain. We describe Rakicidin A-induced cell death in HA-CML cells 
with stem cell-like characteristics. Rakicidin A is a promising compound for targeting TKI-resistant 
quiescent CML stem cells in the hypoxic environment. 
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交付決定額 
                               （金額単位：円） 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学 
キーワード：慢性骨髄性白血病、幹細胞、治療抵抗性、分子標的治療 
 
１．研究開始当初の背景 

ABL 阻害剤イマチニブ (IM、グリベッ
ク®) は、慢性骨髄性白血病(CML)患者の
予後を劇的に改善した。そして IM の効
果をさらに高めたダサチニブ (Dasa、ス
プリセル®) やニロチニブ(Nilo, タシグ
ナ®)などの第 2 世代 ABL 阻害剤が開発
された。われわれも IM より約 55 倍 ABL
親和性が高く、しかも副作用の原因とな
る PDGFR および c-KIT に対する阻害作
用の弱い  INNO-406(Befetinib)の開発に
成功した。欧米での INNO-406 の臨床第
I 相試験は終了し、安全に有効血中濃度
が得られ、Dasa 耐性にも有効例を認めた。
INNO-406 を含め新規 ABL 阻害剤は、
CML 患者の予後をさらに改善すると期
待されるが、CML 完治には、いまだ 2
つの問題が残されている。いずれの ABL
阻害剤も、①CML“幹”細胞には効果が乏
しく、また②T315I 変異（ABL キナーゼ
ドメインの 315 番目のスレオニンがイソ
ロイシンに変異）には無効である。CML
治療成績のさらなる向上のためには、こ
の両者の問題を解決する必要性がある
と考えられた。 

 
２．研究の目的 

 本申請課題の目的は、上記の 2 つの問
題を解決し、CML の治療成績のさらなる
向上が期待できる治療法を開発するこ
とである。 
 具体的には、T315I に有効な薬剤とし
て Aurora キナーゼ阻害剤 MK-0457 の臨
床試験が開始されたが、QTc 延長のため
中断された。われわれは、QTc 延長作用
が弱く、MK-0457 より ABL 親和性が 10
倍強い新規 Aurora キナーゼ阻害剤
AT9283 が T315I 変異を有する CML 細胞
の増殖を効率的に抑制しうるかどうか
本研究で検討したい。また、われわれは
CML 幹細胞攻撃のキーワードを「低酸素」

と考えている。骨髄はきわめて「低酸素」
環境にある。すでに、われわれは
NOD/SCID/�cnull (NOG) マウスに移植さ
れたヒト CML 細胞が、低酸素な骨端部
から生着を開始、さらに生着した白血病
細胞は、盛んな増殖のため極めて低酸素
状態（1.3%以下）にあることをピモニダ
ゾール染色で確認した。この結果から、
低酸素状態への適応が CML 細胞での幹
細胞性の維持に重要であると考え、2 種
類 の 低 酸 素 適 応 CML 株 
(hypoxia-adapted; HA)を樹立した。HA 株
は IM に強い抵抗性を示し、また NOG マ
ウスへの生着率が高い。本研究では、こ
れら HA-CML 細胞の性状を詳細に検討
し、低酸素状態への適応が白血病幹細胞
の幹細胞としての性質をどのようにし
て維持しているのか、また薬剤耐性にど
のように作用するのか明らかにしたい。 

 以上のように、本研究は、HA-CML 細胞お
よび T315I 変異に有効な分子を見出し、CML
幹細胞の根絶が可能であるか動物モデルに
より検証することを目的とするものである。 
 
３．研究の方法 
1） 低酸素適応 (HA) CML 細胞株の性状解

析 
i) 幹細胞性：HA-CML 細胞が CML 幹細

胞としての性格を有するかを親株と
比較検証する。 

a) G0期細胞数を pyronin Y と Ki-67 の
二重染色で求める。 

b) 各種 ABL 阻害剤や既存の抗がん剤
に対する感受性を検討する。また幹
細胞では発現が亢進し、多剤耐性に
関与する P 糖蛋白の発現レベルを測
定する。 

c) HA-CML細胞移植群が早期に死亡す
ることは確認している（図 3）。さら
に limiting dilution assay および競合
的造血再構築能アッセイ（2 次、3
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次移植も含む）を行なう。 
d) 正常造血幹細胞の生着に重要と報告

さ れ て い る 接 着 因 子 （ LFA-1, 
N-Cadherin, Tie2, c-KIT, CD44, 
CXCR4, VLA4）(Wilson et al. Nat Rev 
Immunol 2006) について、HA-CML
細胞での発現レベルを検討する。 

e) HA-CML 細胞に、低酸素応答 Hif-1
プロモーターにルシフェラーゼを繋
い だ プ ラ ス ミ ド を 導 入 す る
(K562/HA/Hif-1Luc)。同遺伝子のトラ
ンスジェニックマウスより分離した
正常造血幹細胞に bcr-abl を導入し
た 細 胞 (Tg-HSC/BCR-ABL/Hif-1Luc)
を作成する。K562/HA/Hif-1Lucあるい
は Tg-HSC/BCR-ABL/Hif-1Luc をマウ
スに移植し、生着過程を追跡する。 

ii) シグナル伝達：HA-CML 細胞では
BCR-ABL のリン酸化が減少していた。
どのシグナルが代替的に HA-CML 細
胞の生存を規定しているのか、細胞の
生存や増殖に関与するシグナル伝達
を検討する。 

iii) Glyoxalase-I (Glo-I)：低酸素状態では
ATP 産生のために解糖系が働く。
Glyoxalase-I (Glo-I) は、その際に生じ
る代謝産物メチルグリオキサールを解
毒する酵素であり、低酸素適応との関
係が報告されている。我々はすでに
HA-CML 細胞では Glo-I の発現が亢進
していることを確認している。さらに 
Glo-I の 活 性 や 、 他 の シ グ ナ ル
（BCR-ABL, HIF-1 など）との関係につ
いて明らかにする。 

iv) Glo-I 阻害作用を有する 3 種類の Glo-I 
阻害剤（BBGC, COTC, methylgerfelin）
は、親株より HA-CML で高い感受性を
有していた。これら Glo-I 阻害剤に曝
露された際の HA-CML 細胞の細胞死
誘導機序および各シグナル伝達の変化
について調べる。 

 
2) T315I 変異を有する CML 細胞および低酸  
  素環境でも有効な薬剤の in vitro および in   
  vivo での探索 
 i) 新規 Aurora 阻害剤 AT9283 の効果 

   a) T315I を含む変異 12 種類が導入された
Ba/F3 細胞、および異なった原因で IM 耐
性を示すヒト CML 細胞株（KBM5/STIR; 
T315I、K562/D1-9; P 糖蛋白高発現、
MYL-R1; Lyn 高発現、K562/BCL-2; BCL-2
高発現など）に対する AT9283 の in vitro
での増殖抑制効果を検討する。 

 b) AT9283 は、ABL, Aurora, JAK2 の 3 つ
を標的とするマルチ阻害剤であること
が我々の研究で明らかとなった。In 
vitro での細胞死誘導効果が、どの標的

の阻害の寄与が大きいか、また 3 つの
標的阻害が強調的に作用するのかにつ
いて検討する。 

 ii) 低酸素環境特異的な代謝経路を標的に
した分子の効果 

a) ヒト CML 幹細胞（CML 患者より分   
離したCD34陽性CD38陰性白血病細胞）
を NOG マウスに移植して作成したモデ
ルに対して、平成 21‐22 年度で見出した
Glo-I 阻害剤および低酸素環境でも作用
しうる Rakicidin A により微小残存病変
の根絶が可能か検討する。 
 

４．研究成果 
1) われわれはこの T315I 変異症例にも有
効 な オ ー ロ ラ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤
AT9283(1-cyclopropyl-3[5-morpholin-4yl 
methyl-1H-benzomidazol-2- yl]-urea)が、
T315I 変異を有する CML 細胞の増殖を
抑制することを明らかにした。 

2) 低酸素環境における CML 細胞の特異
的代謝経路を阻害するグリオキシラー
ゼ阻害剤（glyoxalase-I inhibitor）が CML
幹細胞の増殖を抑制する可能性がある
ことを示した。 

3) 放線菌Micromonosporaから分離したラ
キシジン A(Rakicidin A)が低酸素環境下
特異的に抗白血病活性を示すことを明
らかにした。 
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センター・がん研究開発費『難治性白血

病に対する標準的治療法の確立』班（小

林班）平成23年度第2回合同班会議（名古

屋大学）（名古屋）、国立がん研究セン

ター・がん研究開発費「難治性白血病に

対する標準的治療法の確立」班（小林班）、

平成23年12月17日  (2011) 

9. 前川 平：アカデミアの立場から－創薬

開発を経験して－．ワークショップ１「TR

における産学連携の模索」、第７回トラ

ンスレーショナルリサーチワークショッ

プ(TRワークショップ2011)「がん分子標

的創薬とTR－産学の連携」（東京） 平

成23年1月 28日(2011) 

10. 木村晋也、前川 平：T315I遺伝子変異を

持つCMLに対するオーロラキナーゼ阻害

剤、AT9283の開発について．平成22年度

第1回合同班会議（名古屋）厚生労働省が

ん研究開発費「成人白血病の難治機構の

分子レベルでの解明とそれに基づく分子

標的治療の開発に関する研究」班（直江

班）平成22年6月19日 (2010) 

11. 前川 平：低酸素環境とCML幹細胞．平

成21年度第１回合同班会議（名古屋）厚

生労働省がん研究助成金『成人白血病の

難治機構の分子レベルでの解明とそれに

基づく分子標的治療の開発に関する研究』

班（直江班）平成21年6月20日 (2009) 

 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 1件） 
 
名称：細胞培養容器及びその容器を用いた細
胞培養方法 
発明者：務中達也（島津製作所）、阿部浩久
（島津製作所）、 叶井正樹（島津製作所）、
明地将一（島津製作所）、前川 平、木村晋
也（佐賀大学）、芦原英司（京都府立医科大
学）、庄子習一（早稲田大学）、 
川合健太郎 （早稲田大学） 
権利者：同上 
種類：特願 
番号：2010-200679 
出願年月日：2010 年 9 月 8 日 
国内外の別：国内 
 
 
〔その他〕 
特記することなし 
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