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研究成果の概要（和文）：①白血病細胞を脱メチル化薬長期培養し、遺伝子発現BCL-2 0.962、TP53 0.9、
TP53AIP1 3.6、TP53I11 2.0、蛋白でBCL2低下、TP53発現回復、PT53AIP1, TP53/11増加、MDM2低下が認められ、
アポトーシス死が増強された。VenetoclaxやMcl-1阻害薬との併用効果が得られた。②CD33陽性白血病細胞にて
単球をeffectorとしてCD33抗体薬Aと培養しADCC活性の発現、さらにアポトーシス死が誘導された。caspase 9, 
3, 7、8の切断・活性化が生じた。venetoclaxやgilteritinibとの併用果が得られた。

研究成果の概要（英文）：1) Leukemia cells were cultured with the demethylating drug decitabine, and 
the gene expression ratios were BCL-2 0.962, TP53 0.9, TP53AIP1 3.6, and TP53I11 2.0. Western blot 
showed a decrease in BCL2 and MDM2, and recovery of TP53 expression. Decitabine-induced apoptosis 
was enhanced. This resulted in a synergistic effect with venetoclax or Mcl-1 inhibitors. 2) 
Monocytic cells were used as effectors and cultured with CD33 antibody drug A in CD33-positive 
leukemic cells. ADCC activity was demonstrated, and apoptosis was induced. Western blot showed 
cleavage and activation of intrinsic caspase 9, 3, 7 and extrinsic caspase 8. Furthermore, the cell 
proliferation inhibitory effect was enhanced by combination with venetoclax or the FLT3 inhibitor 
gilteritinib. Progressively, the new liposomal cytarabine-containing anticancer drug B was 
transferred into cells via a pathway different from that of cytarabine, and exerted a cytotoxicity. 

研究分野： 血液内科学、臨床腫瘍学、臨床薬理学

キーワード： 分子標的治療　細胞療法　血液腫瘍学　薬物治療学　アポトーシス抵抗性　エピゲノム修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2021年に登場したBcl-2阻害薬Venetoclax+脱メチル化薬azacitidine療法はここ2年で瞬く間に高齢者急性骨髄性
白血病の標準治療となった。奏効率は65％、全生存中央値は14.7か月となる。しかしながら未だ本治療の真の作
用機序は解明されていない。また本治療に耐性化した白血病の予後は半年以内と非常に厳しく、耐性克服法は見
出されていない。本研究は2剤併用の基礎薬理の解明に迫り、さらに耐性克服戦略法の新しい方向性を基礎的に
構築することのできた、臨床応用に直結する重要な研究である。

※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 
血液がんである急性骨髄性白血病では寛解導入療法により患者の 80％は完全寛解に到達する。

しかし多くは再発し治療に反応せず、5 年生存率は若年成人 40%、高齢者 10%である。再発白血
病がん細胞は抗がん薬耐性となる為である。治療の根幹はシタラビン併用療法で今後も
backbone regimen として揺るぎない。シタラビンはトランスポーターhENT1 を介し細胞内に転
入され、リン酸化酵素 dCK によりシタラビン 3リン酸へ活性化される。シタラビン 3リン酸は S
期に核 DNA に転入され DNA 合成を阻害し、内因系経路によるアポトーシスを誘導する。申請者ら
は先行研究で樹立したシタラビン耐性培養白血病細胞株で、トランスポーター減少とリン酸化
酵素低下によるシタラビン 3リン酸生成阻害が耐性機序であることを示した。特筆すべきは、内
因系アポトーシスの抗アポトーシスタンパク Bcl-2,Mcl-1 の過剰発現がもう一つの重要な耐性
機序であると突き止めた(基盤(C) 18K07294)。類薬クロファラビン耐性細胞株でも同様の耐性
機序を見出し、白血病細胞では抗アポトーシスが普遍的に薬剤耐性に関与することを見出した。
以上を踏まえ、「内因系経路の抗アポトーシスタンパク Bcl-2, Mcl-1 過剰発現を克服する至適
治療法は何か」、ひいては「薬剤耐性を克服するための抗アポトーシス解除の至適治療戦略は何
か」が本研究課題の「問い」であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞内薬理に基づき①内因系経路の抗アポトーシスタンパク(Bcl-2, Mcl-

1)に対する至適阻害法を確立し、更に②Bcl-2, Mcl-1 の関与しない外因系アポトーシスを迂回
路として活性化させ、総合的に抗アポトーシス解除による耐性克服を目指す事であった。即ち、 
Bcl-2, Mcl-1 の薬理学的至適阻害と外因系アポトーシス経路の活性化を両輪とする薬剤耐性克
服のための抗アポトーシス解除による至適治療戦略を確立することであった。 
①内因系経路の抗アポトーシスタンパク(Bcl-2, Mcl-1)過剰発現を克服するため、脱メチル

化薬を用いたエピジェネティック制御により Bcl-2, Mcl-1 発現抑制を試みた。さらに Bcl-2 阻
害薬 venetoclax を併用した。venetoclax 耐性に Mcl-1 が関わると報告され、venetoclax と Mcl-
1 阻害薬併用による Bcl-2, Mcl-1 同時阻害を試みた。②Bcl-2, Mcl-1 の関与しない外因系アポ
トーシス経路活性化のため、抗 CD33 抗体の抗体依存性細胞障害作用（ADCC）を利用した。 
 

３．研究の方法 
実験モデルとして当科で樹立した薬剤耐性白血病細胞とその親株を用いた。さらに、骨髄異形

成症候群患者から樹立した白血病細胞株を用いた。細胞増殖抑制効果を XTT アッセイ、細胞死誘
導を annexin V 陽性率で求めた。DNA micorarray で発現レベルを網羅的に解析し、methylation 
array により DNA のメチル化を網羅的に解析した。さらに、各 mRNA レベルを PCR 法で、蛋白発
現を Western blot 法で検討した。 
 
４．研究成果 
培養急性骨髄性白血病細胞株 HL-60 とそのシタラビン耐性亜株、FLT3 変異陽性白血病細胞株

MV4-11、骨髄異形成症候群白血病転化細胞株 MDS-L を用いた。  
 

①MDS-L を脱メチル化薬 decitabine 5 nM 6 か月間長期培養した（臨床的に脱メチル化薬が 4‐
6か月と長期に用いられることに相応する条件）。その前後で行った DNA microarray にて遺伝子
発現レベルの発現比率は BCL-2 0.962、BAX 0.95、BAD 1.0、TP53 0.9、TP53AIP1 3.6、TP53I11 
2.0 であった。Western blot にて BCL2 タンパク発現の低下と TP53 タンパク発現の回復が認め
られた。methylation array にて MS4A3（細胞増殖に関わる）の脱メチル化が認められた。
decitabine 低濃度長期 培養後の細胞を用いて decitabine 100 nM、72 時間培養によりアポトー
シス死が増強された。このように decitabine 低濃度長期間培養後に抗腫瘍薬感受性が上昇する
ことが明らかになった。 更に、PT53AIP1, TP53/11 が増加し、TP53 阻害因子 MDM2 が低下し、
BCL2 阻害薬 venetoclax との相乗効果が得られた。一方、同 decitabine 短期培養（5 日間）で
は、Western blot にて BCL-2 発現は変化しなかった。TP53 発現増加のみが認められた。即ち 2022
年から高齢者AMLの標準治療の一角となった脱メチル化薬+venetoclaxの効果は第1サイクルと
第 4－6 サイクルではメカニズムが異なることが判明した。さらに、Mcl-1 阻害薬を複数 
（Alvocidib、S64315、AZD5991）を検討し、S64315 との併用により venetoclax、decitabine と
の併用効果が得られた。 
 

②HL-60、MV4-11 の CD33 陽性率はフローサイトメトリー法でそれぞれ 70％、98％であった。HL-
60 に CD33 抗体薬 A を 24 時間培養すると細胞の CD33 は陰性化した。単球系 Jurkat 細胞を
effector として抗体薬 A と培養しレポーターアッセイを行ったところ、ADCC（抗体依存性細胞
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障害）活性が発現することを示した。さらに HL-60 細胞と健常人由来単核球と抗体薬 Aを共培養
し 48 時間で Annexin 陽性率からアポトーシス死が誘導されることを示した。さらに、Western 
blot にて内因系アポトーシスタンパク caspase 9, 3, 7 だけでなく外因系アポトーシスタンパ
ク caspase 8 の切断・活性化が生じたことを示した。MV4-11 細胞においても同様の結果が得ら
れた。さらに、HL-60 細胞では venetoclax と併用によりアポトーシス死が増強された。MV4-11
では FLT3 阻害薬 gilteritinib を併用した。gilteritinib 単独の IC50 は 0.12 nM であるが、抗
体薬 A との併用で細胞増殖抑制効果が増強された。このように抗体薬 A が免疫担当細胞存在下
に複数の白血病細胞株に殺細胞効果を発揮し、さらに複数の他薬との併用効果を発揮すること
を明らかにした。このように抗体薬 A が免疫担当細胞存在下に白血病細胞株に殺細胞効果を発
揮すること、そして内因系、外因系双方を活性化させ死に至らしめたことを明らかにし た。内
因系を標的とする venetoclax の薬剤耐性を克服しうる最も効果的な戦略であることが示唆され
た。発展的に、新規リポ化シタラビン含有抗がん薬 Bはシタラビンと異なる経路で薬剤が細胞内
に転入され、殺細胞効果を発揮することを示した。作用機序として細胞内でのシタラビン 3リン
酸は持続的に生成され DNA 合成を阻害することが判明した。 
 
以上、本研究はエピゲノム標的、アポトーシス抵抗性解除、新規薬剤が新たなる治療戦略とな

る基礎基盤を示した。2021 年に登場した Bcl-2 阻害薬 Venetoclax+脱メチル化薬 azacitidine 療
法はここ 2 年で瞬く間に高齢者急性骨髄性白血病の標準治療となった。奏効率は 65％、全生存
中央値は 14.7 か月となる。しかしながら未だ本治療の真の作用機序は解明されていない。また
本治療に耐性化した白血病の予後は半年以内と非常に厳しく、耐性克服法は見出されていない。
本研究は 2 剤併用の基礎薬理の解明に迫り、さらに耐性克服戦略法の新しい方向性を基礎的に
構築することのできた、臨床応用に直結する重要な研究である。 
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