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研究成果の概要（和文）： 
本来予後良好である CBF 白血病において、KIT 変異が加わることにより予後不良となる事が知
られているが、本研究は、その予後増悪の分子機構を明らかにする事を目的とするものである。
申請者は、レトロウィルスを用いて CBF 融合遺伝子とKIT 活性化変異遺伝子を同時にマウス造
血幹前駆細胞に導入し、KIT 変異が薬剤耐性遺伝子の誘導と遺伝子修復関連遺伝子の発現阻害
を介して CBF 白血病の予後増悪に関与していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Core binding factor (CBF) acute myeloid leukemia (AML) has a relatively favorable 

prognosis. However, activating KIT mutations are reported to be associated with higher 

risk of relapse and shorter survival. This project aims to clarify the molecular mechanism 

of such unfavorable effects by KIT mutations. The applicant explained that KIT mutations 

give poor prognosis to CBF leukemia through the induction of drug resistance genes and 

the reduction of DNA repair-related genes. 
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１．研究開始当初の背景 
白血病のみならず｢がん｣は、多段階の変異が

蓄積することにより発症することが知られ

ている。このような中で急性骨髄性白血病

(AML)発症に関わる遺伝子異常は、主に造血

細胞の増殖を促進する変異と、分化障害をも

たらす変異の２種類に大別され、前者がクラ

スⅠ、後者がクラスⅡに分類されている。ク

ラスⅠは、Flt３や KIT などの白血病関連チ

ロシンキナーゼ(LTK)や Ras などのシグナル

伝 達 分 子の 異 常で あり 、 クラ ス Ⅱは

AML1-MTG8、CBFβ-MYH11、MLL など主に転写

制御分子の異常が含まれる。 

 申請者らのグループは、従来よりクラスⅠ
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に含まれるチロシンキナーゼ KIT や Flt3 変

異の恒常的活性化機構、細胞生物学的特性を

解析するとともにその下流の Ras/MAPK、 

STATs、PI3-K/Akt、NF- B の役割を明らかに

してきた(Mol. Cell 9:1017,2002, Blood 

99:3342,2002, Blood 101:3668,2003,   

Blood 101:3164,2003, Blood 101:1094,2003,  

J Biol Chem.279:55578,2004, Oncogene. 

24(55):8144,2005)。最近、申請者らは、慢

性好酸球系白血病の原因遺伝子である恒常

的活性型チロシンキナーゼ FIP1L1-

が、未分化造血細胞の増殖因子非依存性の増

殖を可能とし、白血病クローンの過剰増殖に

関わること、FIP1L1- が、マウス骨髄

造血幹細胞や骨髄球系前駆細胞の好酸球系

への分化を増強するのみならず、すでに他系

統に分化したリンパ系共通前駆細胞をも好

酸球系細胞に系統転換すること、さらにその

分化誘導においては Ras/MEK/ERK1/2 および

p38MAPK の活性化とそれに伴う系統特異的転

写因子の発現と活性の制御が重要であるこ

とを明らかにした（J Biol Chem. 284:7719, 

2009）。これらの結果から、クラスⅠに属す

るチロシンキナーゼ分子は下流の分子の活

性化を通じ、細胞増殖を促進するだけでなく、

白血病の様々な病態に関与していると考え

られた。 

 KIT は造血幹細胞や肥満細胞にとっての主

要な増殖・生存因子である造血幹細胞因子

(stem cell factor, SCF)の受容体である。

KIT の活性化変異は、全身性肥満細胞症

(Systemic Mastcytosis, SM)の約 90%程度に

認められ、SM の発症原因と考えられている。

実際、申請者は、マウス正常造血細胞及び造

血前駆細胞に活性型KITV814を導入すること

により、肥満細胞の前駆細胞であるKIT陽性、

高親和性 Fc 受容体 I(Fc RI)陽性、Mac1 陰

性細胞への分化が誘導されることをin vitro

の培養系において確認している（未発表デー

タ）。 

一 方 、 ク ラ ス Ⅱ に 属 す る AML-MTG8 、

CBF -MYH11 などの遺伝子異常を有するいわ

ゆる Core binding factor (CBF)白血病にお

いてもKITの変異が高頻度に認められること

が報告されている。 

CBF 白血病は完全寛解率が高く、長期予後が

良好であることが知られているが、注目すべ

きことに KIT 変異を有する AML1-MTG8 型 AML

の予後は不良であり、KIT変異陰性AML1-MTG8

型 AML と比較して、初回の完全寛解達成率に

は差を認めないものの、５年以内の再発率が

KIT 変異陰性例では 9％ときわめて低いのに

対し、陽性例では 56%と高く、特に KIT exon17 

D816変異陽性例では90%と著明な差が認めら

れる(Blood 107:1791,2006)。 

 

２．研究の目的 

一般に予後良好とされるCBF白血病において

KIT 変異が加わることにより予後不良となる

ことが明らかにされているが、本研究は、KIT

変異による予後増悪の分子機構を明らかに

することを目的とする。CBF 変異白血病原因

遺伝子とKITの恒常的活性型遺伝子をマウス

正常造血幹細胞あるいは前駆細胞に導入し、

増殖、分化、生存に及ぼす影響を検討する。

また遺伝子導入した細胞をマウスに移植す

ることにより、観察される白血病の病態を解

析する。さらにCBF白血病の患者検体を用い、

KIT 変異の有無による遺伝子発現の差を解析

することにより、KIT 変異による予後増悪の

機構を明らかにすることを目指す。 

 

３．研究の方法 
(1)細胞分化への影響 

 KIT の活性化変異は全身性肥満細胞症の原

因となるが、CBF 白血病における KIT 変異の

合併例においては肥満細胞の増加は明らか

ではない。これらの知見をふまえ、正常造血

細胞あるいはCBF変異を有する造血細胞にお

ける活性型KIT変異の分化への影響を検討す

る。AML1-MTG8、CBFβ-MYH11 をレトロウィル

スにより導入したマウス造血幹細胞／前駆

細胞に変異型KIT遺伝子をさらに加えて導入

し、形態観察、コロニーアッセイやフローサ

イトメトリーにより系統分化への影響を解

析する。CBF 変異が KIT の作用に及ぼす影響

のメカニズムを明らかにするために、

GATA-1,FOG1,PU.1 などの肥満細胞分化を制

御する因子の発現について PCR で解析する。 

(2)自己複製・増殖・生存への影響 

 AML1-MTG8、CBFβ-MYH11 導入マウス造血幹

／前駆細胞のサイトカイン存在、あるいは非

存在下での培養過程において増殖能、生存能

の解析、抗癌剤刺激等によるアポトーシスの

感受性の解析、replating assay により自己

複製能の解析を行う。 

 KIT による CBF 白血病の悪性化のメカニズ

ムを明らかにするため、正常造血細胞及び

CBF 変異導入造血細胞に KIT の活性型を導入

し、増殖因子、アポトーシス関連因子の発現

について PCR で解析する。FLT3 の活性化変異

は KIT と同様にCBF 白血病の予後を優位に悪

くするが、活性型 Ras は予後に影響しないこ

とが報告されている。Ras においても同様に

CBF 変異導入造血細胞に及ぼす影響の検討を

行う。 



 

 

(3)KIT による薬剤耐性のメカニズムに関す

る解析 

 薬剤排出因子Pgp/MDR1や MRPの発現がAML

の予後不良因子として報告されている。CBF

変異と KIT,FLT3,Rad 同時導入造血幹／前駆

細胞におけるこれらの遺伝子発現をPCRで解

析する。また、in vitro での培養において

Ara-C を添加し、薬剤に対するアポトーシス

の感受性について調べる。また、蛍光色素で

ラベルした抗癌剤を添加し、薬剤の取り込み

のについて蛍光顕微鏡で観察する．イマチニ

ブはKITD816には有効でないとされているが、

その他の PKC412 とダサチニブは有効である

ことが報告されており、これらの TK インヒ

ビターが薬剤感受性や薬剤排出因子の発現

に及ぼす影響を検討する。 

(4)KIT による接着因子の発現に及ぼす影響

の検討 
接着因子CD56(VCAM)の発現はKITの変異と

同様にCBF白血病の寛解率には影響しないが、
無再発期間を優位に短縮することが報告さ
れており、Niche への接着が治療後の白血病
幹細胞の残存に関与することが示唆されて
いる。CBF 変異導入細胞における活性型
KIT,FLT3,Ras の導入が CD56 などの接着因子
の発現に及ぼす影響を FACSや免疫染色によ
り検討する。 
(5)白血病モデルマウスにおける薬剤感受性

変化についての検討 

①抗癌剤(Ara-C)を腹腔内投与後のマウス

骨髄の標本を蛍光顕微鏡で観察し、GFP 陽性

細胞の残存の状況と骨髄Nicheにおける分布

を検討する。 

②抗癌剤投与前のマウスの骨髄標本を蛍

光染色することにより接着因子の発現と骨

髄での細胞の分布について検討する。 
 
４．研究成果 
(1)細胞分化への影響 

マウス造血幹／前駆細胞分画にある

KSL(Lin-KitHighSca1+)細胞にレトロウィル

スを用いて CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8

を導入したところ、細胞の増殖や生存に明ら

かな変化はなかった。 

次に、KITV814 と CBFβ-MYH11 または、

AML1-MTG8 をレトロウィルスで同時に導入し

た。KITV814 の単独導入 KSL 細胞では、増殖

が更新し、生存が延長していた 

また、KITV814 導入 KSL 細胞は、9 日間培養

すると大型で顆粒を有する肥満細胞に分化

するが、CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 導

入細胞では細胞質の比較的狭い幼弱な状態

を維持していた(図１)。さらに、肥満細胞に

発現する GATA-1、GATA-2、PU.1 の発現が低

下していた。すなわち、CBFβ-MYH11 または、

AML1-MTG8 の導入により、肥満細胞への分化

が抑制されていることが示された。 

(2)自己複製・増殖・分化への影響 

図 1 

 
KITV814 単独導入 KITV814+ANL 

         -MTG8 導入細胞 

CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 とともに

KITV814 を 導 入 し た KSL 細 胞 で は 、

CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 単独導入細

胞に比べて、初期の増殖に大きな差は認めら

れなかった。しかし、replating assay にお

いては、長期に自己複製能を維持していた。

また、抗がん剤( Ara-C)の刺激によるアポト

ーシスが CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 と

ともに KITV814を導入した KSL 細胞で単独導

入細胞より低下し、抗がん剤抵抗性を認めた。

一方、CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 とと

もに活性型 H-Ras (H-RasG12V)を導入した

KSL 細胞では、自己複製能の維持を認めたが、

抗がん剤の感受性に変化はなかった。 

(3)KIT による薬剤耐性のメカニズムに関す

る解析 

CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 とともに

KITV814 を導入した KSL 細胞では、RT-PCR に

おいて Pgp/MDR1 および MRP の発現が上昇し

ていた。また、Pgp の阻害剤であるベラパミ

ル添加により KITV814によるAra-Cへの抵抗

性が一部解除された。以上のことから

KITV814は Pgp/MDR1やMRPなどの薬剤輩出蛋

白の発現を誘導することが示された。 
(4) KIT による遺伝子修復能に及ぼす影響に
ついての解析 
CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 とともに

KITV814 を導入した KSL 細胞では、放射線照

射後、double strand DNA 断裂を示すγH2AX

の集積が CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 単

独導入細胞に比べて有意に増加しており、遺

伝子修復能が損なわれていることが示され

た。さらに、real-time-PCR 法で、遺伝子修

復に関わるGadd45aの発現が導入細胞で抑制

されていることが示された。 

CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8 を同時に導

入した KSL 細胞では、いずれも KIT8V814 導

入細胞と刺激の無い状態では増殖や生存に

変化がなかった。照射線照射の刺激を与えた

状態では、CBFβ-MYH11 または、AML1-MTG8



 

 

の単独導入時と同様に γH2AX の集積と

Gadd45a の発現が導入細胞の抑制を認めた。

これらのことから CBFβ-MYH11 または、

AML1-MTG8 は、KIT 変異 KSL 細胞の遺伝子修

復を抑制させることが示された。 

(5)白血病モデルマウスにおける薬剤感受性

変化についての検討 

AML1-MTG8 または CBFβ-MYH11と、MOCK ま

たは KITV814 または H-RasE12V と同時に導入

したマウスKSL細胞を放射線致死量照射した

マウスに移植し、白血病モデルマウスを作成

した。AML1-MTG8 または CBFβ-MYH11 と MOCK

導入細胞移植マウスでは白血病を起こさな

かったが、KITV814 または H-RasE12V ととも

に導入した細胞移植マウスでは、一部に白血

病を生じた。これらの白血病マウスの腹腔内

に Ara-C を投与したところ、KITV814 導入マ

ウスで有意に生存期間が短かった。また、骨

髄での白血病細胞の残存が上昇していた。 

(6)結論 
以上のことより KIT の活性化変異は、薬剤

耐性遺伝子の発現と遺伝子修復に関連する
遺伝子発現抑制を介してCBF白血病の予後を
悪くしていることが示唆された。 
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