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研究成果の概要（和文）： 
イマチニブなどシグナル伝達阻害薬あるいはリツキシマブなど抗体薬によって、造血器腫瘍

の治療成績は大きく向上したが、治療後の残存や耐性化が今日的な問題となっている。 
本研究では、①慢性骨髄性白血病 CML における ABL 阻害剤、②B 細胞悪性リンパ腫における

リツキシマブ療法、③急性前骨髄球性白血病 APL における亜ヒ酸療法における残存・耐性につ
いて、その機序の解明と克服について研究した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Although the outcome of patients with hematopoietic malignancies is significantly 
improved by using molecular target therapies, residual tumors and/or acquired resistance 
have become contemporary issues in the clinical field.  

In this study, we elucidated the mechanisms of resistance after imatinib (IM), rituximab, 
and arsenic trioxide treatments, in chronic myeloid leukemia (CML), B-cell malignant 
lymphoma, and acute promyelocytic leukemia (APL), respectively, and searched for new 
therapies to overcome the resistance. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 6,200,000 1,860,000 8,060,000 

2011 年度 4,100,000 1,230,000 5,330,000 

2012 年度 4,100,000 1,230,000 5,330,000 

総 計 14,400,000 4,320,000 18,720,000 

 
 
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：分子標的治療、残存、耐性、がん薬物治療、キナーゼ阻害剤 
 
１．研究開始当初の背景 

CMLに対するイマチニブの成功によって、分
子標的治療は新たな地平を切り開いた。 

しかしイマチニブ中断では早期の再発が認
められることやBCR-ABLコピー数減少の数学
モデルから、白血病幹細胞の残存が示唆され
ている。 

申請者らはCML幹細胞プールは縮小するが
長期間残存すること、急転期ではGMP分画が増

大することを見いだしていた。しかし残存白
血病をターゲットする手段が明らかではなか
った。 
その理由はヒト白血病幹細胞のモデル系が

なく、薬剤スクリーニングができなかったか
らである。 
またCMLの急転期に対する治療についても、

その耐性メカニズムとしてABLキナーゼ変異
以外の機序については多くは不明であった。 
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一方、B細胞悪性リンパ腫に対するリツキシ
マブ抗体療法は、化学療法との併用で大きな
成功を収めている。 

しかし、リツキシマブ治療後再発リンパ腫
ではその有効性は乏しい。 我々はその原因
として標的抗原の発現消失・減弱が多くの症
例で見出されることを報告し、一部ではCD20
遺伝子発現調節におけるHDAC複合体が転写抑
制に関与することを報告した。しかしこの他、
分子変異、蛋白修飾、膜での発現様式など多
くの機序が示唆されている。 
これら分子標的における残存・耐性機序には、
標的分子の発現・変異という標的療法に特有
のメカニズムの他、薬物動態・生存シグナル
の亢進・腫瘍幹細胞・ニッチからのシグナル
など、従来の抗がん剤耐性とも共通するメカ
ニズムが複雑に絡み合っている。 
臨床における腫瘍細胞の生存・維持・分化は
すべて、間質やニッチなど環境に依存的であ
り、しかも階層的であることが知られている。
これらを踏まえ、新規標的薬を探索する重要
性と共に、併用療法の開発や臨床検体を用い
たvivoモデル系での評価系の確立が重要であ
る。 
 
２．研究の目的 

本研究では、分子標的療法における残存・
耐性化機構を理解し、それを克服するため、
系統的かつ複眼的な研究を推進する。 

具体的には、(1)キナーゼ阻害剤治療後の白
血病残存・耐性化と、(2)抗体療法による耐性
化について解析を進める。 

また(3)急性前骨髄球性白血病APLにおける
新たな亜ヒ酸耐性についても研究を進める。 
これらには、標的分子の発現・変異という共
通するメカニズムの他、従来の抗がん剤耐性
とも共通するメカニズムが絡み合うので、相
乗的な研究促進を図る。 
 
３．研究の方法 
（1）Ph 陽性白血病の BCR-ABL キナーゼ阻害
剤イマチニブ（IM）に対する耐性克服検討の
為、Ph 陽性 ALL プライマリー細胞を免疫不全
NOG マウスに移植継代する系、ストローマ
S-17 共培養系を用いた。 

標準阻害剤キット（化学療法基盤支援班よ
り供与）を用いた網羅的なスクリーニングを
行い、関連シグナルの同定を行なうとともに、
mTOR 阻害剤エベロリムスと、PI3K/mTOR 阻害
剤 BEZ235 による治療効果とバイオマーカー
の検討を行なった。 

また、ヘッジホッグシグナル伝達経路は、
造血細胞の増殖と分化の重要な調節因子で
ある。ヘッジホッグ経路はほとんどの正常成
人組織において不活性であるのに対し、ヘッ
ジホッグ経路の再活性化は、BCR-ABL1 陽性白
血病を含むいくつかの腫瘍の病因に関与し

ている。 
ヘッジホッグ経路および BCR-ABL1 陽性白

血病の間に明確なリンクが経路をブロック
する小分子を同定した。 
（2）慢性骨髄性白血病（CML）は、チロシン
キナーゼ阻害剤（TKI）による分子標的療法
の成功が実現された最初の疾患である。 
しかし、進行性 CML は一次的あるいは獲得

性 TKI 耐性を示す。抵抗を克服する基礎とな
るメカニズムを解明することは、臨床転帰の
さらなる向上のために不可欠である。 
今回、TEL/MDS1/EVI1 融合遺伝子を有し、

イマチニブ耐性を示した慢性骨髄性白血病
患者より樹立した細胞株 NCMT-1 を用いて、
イマチニブ耐性化機序の解明と耐性の克服
について検討した。 
特 に EVI1 が PTEN 発 現 を 抑 制 し 、

PI3K-AKT-BAD の経路を活性化することに着
目し、それぞれの分子発現を siRNAで抑制し、
リン酸化分子を免疫同定し、その分子や経路
の重要性を実証した。 
（3）リツキシマブ治療後再発時に樹立した
CD20低発現B細胞リンパ腫株RRBL1を樹立し、
その低発現メカニズムについて、CD20 プロモ
ーターメチル化や発現アレイなどを用いて
その機序を検索した。 
また CD20 の蛋白修飾や細胞膜への発現様

式のリツキシマブ感受性に与える影響につ
いて検討した。 
（4）細胞株の検討では亜ヒ酸耐性 APL では
細胞内の還元型グルタチオンが関与すると
されるが、臨床でのメカニズムは不明である。  
名大で亜ヒ酸治療を受けた 15 例中 2 例に亜
ヒ酸不応性があったことに注目し、その
PML-RARA の構造変化を検索した。 
また変異 PML-RARA の意義を探るため、発

現実験も行った。 
 
４．研究成果 
（1）S-17 共培養下 Ph 陽性白血病に対する
IM処理では、静止期 CD34 陽性分画は BCR-ABL
および CrkL の脱リン酸化にも関わらず不応
性で、標準阻害剤キットのスクリーニングで
は、PI3K/AKT/mTOR シグナル経路に対する阻
害剤が複数ヒットした。 
IM とエベロリムス併用で静止期分画を含

む細胞死が誘導され、マウス投与系での有効
性も示された。エベロリムス投与により、AKT
や FOXO リン酸化増強といった negative 
feedback-loop 効果が認められたが、BEZ235
低濃度での投与によって細胞死が誘導され
た。 
免疫不全マウスで T315I BCR-ABL1 陽性細

胞 の 再 増 殖 に ヘ ッ ジ ホ ッ ク 阻 害 剤
vismodegib と汎 ABL1 キナーゼ阻害剤
ponatinib の併用効果を検討し、末梢血中の
ヒ ト CD19 陽 性 白 血 病 細 胞 の 割 合 は



 

 

vismodegibプラスponatinibでそれぞれ単独
でよりも有意に低かった（P <0.001）。 

脾臓重量は vismodegib+ ponatinib 処置マ
ウスで ponatinib単独に比べ縮小していた（P 
<0.05）。骨髄細胞からの BCR-ABL mRNA を定
量したところ、vismodegib + ponatinib で有
意に低かった（P <0.005）。 
また vismodegib が大幅に in vivo での連

続移植時ならびに in vitro で BCR-ABL1 陽性
白血病細胞の自己複製を減少させることを
見出した。 
（2）耐性のある細胞株で検出された染色体
転座t(3;12)(q26;p13)はTEL/MDS1/EVI1融合
タンパク質の発現をもたらした。TKI に対す
る耐性は BH3-mimetic、ABT-737 の同時投与
によって克服された。 

また、EVI1 特異 RNA 干渉によって、
TEL/MDS1/EVI1 融合の発現を減少させると、
TKI 抵抗性が減弱すると共に、ABT-737 に対
する感受性が増加した。 

また、BH3-only protein BAD が、PI3/AKT
依存的な経路を介して不活化されることも
見いだした。 

これらの知見は、EVI1 タンパク質によって
TKI 耐性の新規経路を示し、AKT 阻害薬とイ
マチニブを併用における理論的な根拠が示
された。 
（3）CD20 プロモーターのメチル化は直接
CD20 低発現には関わっていなかった。 
CD20 の蛋白修飾やラフトへの集簇がリツ

キシマブ感受性とも関わっていた。 
（4）亜ヒ酸不応 APL 患者において PML-RARA
キメラ転写因子の PML 部分 B2 ドメインに点
変異を見いだした。 

元 々 の PML-RARA は 細 胞 質 ・ 核 に
Microgranular に存在し亜ヒ酸治療によって
SUMO 化および可溶性画分への移動、分解を受
けるが、この変異 PML-RARA はこのような修
飾や SUMO 化などには非感受性であった。 

これらのことから、亜ヒ酸治療は PML-RARA
を標的とした治療法であり、PML-B2 ドメイン
をターゲットすることが示唆された。 
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