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研究成果の概要（和文）：FLT3 分子の糖鎖修飾機構の阻害により、正常 FLT3 分子の細胞表面

発現量は著明に低下し、STAT 分子の活性化抑制と高度の細胞死誘導が認められた。一方、変

異 FLT3 発現細胞においては、その細胞死誘導効果は軽度であった。正常 FLT3 分子において

は、糖鎖修飾が細胞内外からの FL 刺激に対しての自己リン酸化に重要であること、変異 FLT3
分子においては、糖鎖修飾を受ける前にすでに細胞内で自己リン酸化しており、STAT 分子の

リン酸化を介して細胞増殖に寄与していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified that the inhibition of glycosylation machinery reduced the cell 
surface expression of wild type FLT3 and induced cell death through the inhibition of activated STATs 
in wild type FLT3-expressing cells, but not in mutant FLT3-expressing cells.  We demonstrated that 
the glycosylation is essential for auto-phosphorylation via FL-stimulation in wild type FLT3, and that 
mutant FLT3 is auto-phosphorylated within the cytoplasm before the glycosylation resulting in the cell 
proliferation via STATs phosphorylations. 
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１．研究開始当初の背景 
受容体型チロシンキナーゼである FLT3 の活
性型遺伝子変異は AML の約 30％と一部の
ALL に認められる予後不良因子であるとと
もに、白血病の発症・進展の分子機構に関与
していることから、変異 FLT3 分子は有力な
治療標的分子と認識され、キナーゼ活性阻害
化合物や特異抗体の開発が進められている。
今後、FLT3 キナーゼの恒常的活性化を示す

白血病に対しては標的治療薬を含む治療戦
略の立案が必要であるが、優れた治療効果を
得るためには、標的効果の予測のみならず、
標的方法の選択（キナーゼ阻害剤または抗
体）においても有用な分子マーカーの確立が
不可欠であり、白血病細胞内での FLT3 分子
の詳細な活性化機構の解明が必要である。更
に、活性化 FLT3 に対する標的効果を高める
上で、キナーゼ阻害剤と抗体との併用療法の
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可能性や、FLT3 分子の活性化に関わる分子
群に対する標的治療薬との併用についても
検討が必要である。我々は、細胞内局在と糖
鎖修飾機構が変異 FLT3 分子の活性化に関与
していること、FLT3 キナーゼ阻害剤は細胞
質内に存在する糖鎖修飾を受けていない変
異 FLT3 分子をより高感度に阻害することを
見いだした。この結果は、正常 FLT3 分子を
発現する造血前駆細胞への影響を軽減でき
る利点がある反面、細胞表面に発現している
変異 FLT3 分子からの活性化シグナルを充分
抑制できないことで白血病細胞の残存を招
来する可能性も危惧され、抗体療法との併用
や糖鎖修飾機構の阻害などによって治療効
果の増強を図ることが必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、正常及び変異 FLT3 分子
が小胞体（ER）からゴルジネットワーク(GN)
を経て糖鎖修飾を受け、細胞表面へ発現され
る分子機構の相違と、その結果生じている変
異 FLT3 分子の細胞内局在部位の同定をリン
酸化状態と活性化シグナル伝達機構との関
連性を考慮する中で明らかにし、糖鎖修飾、
細胞内局在の相違に基づき、変異 FLT3 分子
に対するキナーゼ阻害剤の標的効果を増強
する併用療法のコンセプトを確立すること
を目的として本研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常及び変異 FLT3（FLT3/ITD および
FLT3/KDM）分子ならびに細胞外領域欠失変
異 FLT3 分子発現細胞株を樹立する。 
(2) 膜結合型 FL 発現 Cos7 細胞を樹立する。 
(3) 可溶性 FL存在下および FL発現 Cos7 細胞
との共培養下で FLT3 阻害剤による正常なら
びに変異 FLT3 発現細胞の増殖抑制効果を比
較検討する。 
(4) 上記検討下における FLT3下流シグナル伝
達分子の活性化状態の相違をウェスタンブ
ロットで比較検討する。 
(5) 正常及び変異 FLT3（FLT3/ITD および
FLT3/KDM）分子ならびに細胞外領域欠失変
異 FLT3 分子発現細胞株における糖鎖修飾阻
害剤添加時の膜表面発現FLT3分子量の変化、
細胞増殖阻害効果、FLT3 阻害剤添加による
FLT3 分子の脱リン酸化効果に及ぼす影響、
FLT3 下流のシグナル伝達分子の活性化抑制
効果に及ぼす影響について比較検討する。 
(6) 正常及び変異 NPM1、IDH2 と FLT3 発現
32D 細胞を樹立し、FLT3 阻害剤による増殖抑
制効果につき評価する。 
 
４．研究成果 

(1) 正常及び変異FLT3分子を細胞内で区別す

るために、それぞれのC末端にMYCまたは

FLAGタグを付加した発現ベクターを構築し、

正常FLT3、変異FLT3分子単独および正常・変

異FLT3分子共発現32D細胞を樹立した。更に

細胞外領域を欠失させた変異FLT3分子単独お

よび、正常FLT3分子と細胞外領域欠失変異

FLT3分子の共発現32D細胞を樹立した。 
(2) 骨髄ニッチにおける細胞外からの持続的

なリガンド(FL)刺激による影響を評価するた

めに、膜結合型FL発現Cos7細胞を樹立した。 
(3) 可溶性のFL存在下では、正常および変異

FLT3共発現細胞に対するFLT3阻害剤による

増殖抑制効果は減弱されるが、膜結合型FL発
現Cos7細胞上での共培養系では、この阻害抑

制効果がより顕著にみとめられるとともに、

FLT3に対して選択性の高い阻害剤ほどその

抑制が強いことが明らかとなった。また、こ

のFL依存性の増殖抑制阻害効果はFL中和抗

体により解除されることを明らかにした（図1
）。 
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図1. 膜結合FLによるFLT3阻害効果の減弱作用 

 
(4) FL刺激による阻害剤の増殖阻害抑制効果

は、正常FLT3分子を介しており、その際には

正常FLT3分子と変異FLT3分子のhetero-dimer
は形成されていないことを明らかにした。 
(5) タンパクのERからGolgiへの移動を阻害し

、GolgiからERへの移動は阻害しないBrefeldin 
A (BFA)処理により、FLT3分子の細胞表面発

現量をフローサイトメーターで定量した。正

常FLT3発現細胞では、細胞表面発現量が著明

に低下したが、変異FLT3分子の減少量は僅か

であった（図2）。 
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図2. BFA処理後の細胞表面発現量 

 
(6) BFA処理後、正常FLT3発現細胞では、FLT3
下流の標的分子であるSTAT1, STAT3, STAT5



 

 

の活性化抑制が認められたが、変異FLT3発現

細胞においてはこれら分子の活性化抑制は認

められなかった。一方、AKTおよびERKの活

性化は、正常FLT3発現細胞においてもBFAに

よる抑制を受けなかった（図3）。 
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図3. BFA処理が及ぼすSTATの脱リン酸化効果 

 
(7) BFAの正常および変異FLT3発現細胞に対

する増殖抑制効果をMTT法にて評価した。正

常FLT3発現細胞においては、FLによる細胞死

抑制効果をBFAは著明に阻害し、高度に細胞

死を誘導した。一方、変異FLT3発現細胞にお

いては、BFAによる細胞死誘導は軽度であっ

た（図4）。 
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図4. BFA処理が及ぼす増殖抑制効果 

 
(8) FLT3遺伝子変異と高頻度で重複する

NPM1、IDH2遺伝子変異が、FLT3阻害剤によ

る増殖抑制機構へ及ぼす影響を評価するため

に、正常及び変異NPM1、IDH2との共発現細

胞を樹立した。 
(9) 変異IDH発現細胞では、citrateからαKGへ

の変換酵素活性が著明に低下していることが

確認され、これにより、細胞内2HGの増加が

生じていると考えられた。 
(10) FLT3-ITD/Mt-NPM1/Mt/IDH2発現細胞で

は、FLT3阻害剤による増殖抑制効果の減弱が

認められた。 
(11) FLT3-ITD/Mt-NPM1/Mt/IDH2発現細胞に

おいては、FLT3阻害剤添加後、MAPKの脱リ

ン酸化が抑制されており、このことが細胞増

殖抑制効果の減弱に関与していると考えられ

た。 
 以上の結果により、正常 FLT3 分子におい
ては、その複合糖鎖修飾が細胞内外からの FL
刺激に対しての自己リン酸化に重要である
こと、変異 FLT3 分子においては、複合糖鎖
修飾を受ける前にすでに自己リン酸化して
おり、STAT 分子のリン酸化を介して細胞増
殖に寄与していることが明らかとなった。ま
た、変異 FLT3 分子は主として細胞内で活性
化し、FL 刺激の影響が少なく、正常 FLT3 分
子のリガンド刺激に基づく活性化シグナル
が阻害剤の効果減弱に関与しており、この活
性化シグナルは糖鎖修飾の阻害により回避
されることが明らかとなった。更に、本来核
小体に存在する NPM1 分子に対し、変異
NPM1 分子は細胞質内に局在変異が生じてい
るため、細胞質内で糖鎖修飾を受けずに活性
化している FLT3-ITD 分子と変異 NPM1 分子
の相互作用と変異 IDH 分子によるクエン酸
回路代謝異常によって MAPK の脱リン酸化
機構への影響が示唆された。これらの現象は、
糖鎖修飾を受けない変異 FLT3 分子の存在が
誘因と考えられ、糖鎖修飾阻害のみならず、
新たな治療標的との併用により阻害剤活性
を増強させることが可能であると考えられ
た。 
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