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研究成果の概要（和文）：BCR-ABLチロシンキナーゼ阻害薬（イマチニブ）は、慢性骨髄性白血病の有効な治療薬とし
て用いられているが、薬剤耐性による治療抵抗性の症例が報告されている。本研究では、Toll様受容体４（TLR4）の白
血病発症機構および薬剤耐性機序への関与について、白血病モデル細胞を用いて検討した。その結果、TLR4の活性化に
よりBCR-ABL蛋白質が増加し、イマチニブ耐性が誘導されることを見出した。また熱ショックタンパク質が、BCR-ABL蛋
白質の安定性に関与していることを認めた。本研究成果は、慢性骨髄性白血病の薬剤耐性を克服する新たな治療法の開
発に繋がる可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Although BCR-ABL tyrosine-kinase inhibitor (imatinib) is effective front-line 
therapy for chronic myeloid leukemia (CML), drug resistance is a well-recognized problem. In the present 
study, we found that the stimulation of TLR4 signaling pathway up-regulates BCR-ABL protein levels and 
may contribute to imatinib resistance. Heat shock proteins appear to be involved in the protein stability 
of BCR-ABL. Our findings provide new insight into the role of the TLR4 signaling pathway in drug 
resistance, and may have implications for the development of new therapeutic strategies to overcome drug 
resistance in CML.

研究分野： 分子薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 

慢性骨髄性白血病の 95%以上は、9 番染色
体長腕と 22 番染色体長腕の相互転座により
BCR-ABL キメラ遺伝子が形成され発症する。
BCR-ABL 遺伝子産物である BCR-ABL チロシン
キナーゼは恒常的に活性化され、細胞の増殖
を促進、アポトーシスを抑制する。近年、
BCR-ABL 分子標的薬（イマチニブ等）が開発
され臨床効果を発揮している。一方、薬剤耐
性により治療困難な症例も報告されている。
イマチニブ耐性機序として、BCR-ABL 遺伝子
の変異、蛋白質の増加、他のシグナル伝達系
の活性化等が報告されている。これに対して、
熱ショック蛋白質(Hsp)90 阻害薬は、BCR-ABL
蛋白質の分解を促進することからイマチニ
ブ耐性を克服する治療薬として期待され、現
在、臨床研究が進行している。我々は、既に
BCR-ABL 蛋白質の分解機序について詳細な検
討を行い、Hsp90 阻害薬による BCR-ABL 蛋白
質の分解機序として、分子シャペロンと相互
作用して働く CHIP、および BCR-ABL と結合す
るアダプター蛋白質 c-Cbl が、BCR-ABL 蛋白
質をユビキチン化して分解を促進すること、
さらに白血病モデル細胞のBCR-ABL依存性細
胞増殖を特異的に阻害することを明らかに
した。一方、イマチニブの ABL キナーゼ領域
への結合によるBCR-ABL蛋白質構造の安定化
は、イマチニブ耐性の原因の一つとなり得る
ことを明らかにした(Tsukahara and Maru 
Blood 2010)。 

Hsp は、細胞内蛋白質のフォールディング
や機能制御、輸送等に関与する分子シャペロ
ンとして働くことが知られている。一方、Hsp
は、細胞から分泌されて循環血流に入り遠隔
の細胞に働く“シャペロカイン”として樹状
細胞等の細胞膜に存在する Toll 様受容体 
(Toll-like receptor, TLR)のリガンドとし
て働き、自然免疫や炎症の調節に関与するこ
とが示唆されている。TLR4 は、造血細胞に発
現しており、TLR4 刺激による細胞内情報伝達
系は、BCR-ABL の下流情報伝達系とクロスト
ークしている可能性が考えられる。しかしな
がら慢性骨髄性白血病の病態進行および薬
剤耐性における TLR4 刺激の関与については
不明である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、慢性骨髄性白血病の病態進行
過程および薬剤耐性における、熱ショック蛋
白質および TLR4 の病態生理学的役割につい
て明らかにするために、白血病モデル細胞を
用いて、BCR-ABL 依存性の細胞増殖および
BCR-ABL 蛋白質の発現量について検討した。
さらにプロテインホスファターゼ PP2A およ
び白血病モデル動物の血中エキソゾーム熱
ショック蛋白質の変化について検討を行っ
た。 
 

３．研究の方法 
 
(1)Ba/F3細胞の増殖はIL3依存性であるが、
BCR-ABL を遺伝子導入することにより、
BCR-ABL 依存性の細胞増殖が認められる。
そこで Ba/F3 細胞に TLR4 および BCR-ABL
を過剰発現させ、Toll 様受容体刺激の効果
を検討した。さらに白血病モデル細胞とし
て K562、AR230、KCL22 細胞を用いた。 
 (2) 細胞をイマチニブ、TLR4 のリガンド
であるLipopolysaccharide (LPS)存在また
は非存在下で培養し、BCR-ABL 依存性の細
胞増殖を検討した。 
(3）TLR4 の発現量は、フローサイトメータ
ーにて計測した。 
(4) 蛋白質量およびリン酸化は、ウエスタ
ンブロット法にて計測した。 
(5) TLR4 刺激による NFB 活性化はルシフ
ェラーゼレポーターアッセイ法にて検討
した。 
(6)白血病モデルマウス（BCR-ABL トラン
スジェニックマウス）の血中エキソゾーム
を単離し、Hsp90, Hsc70 の含量をウエスタ
ンブロット法にて検討した。 
(7) BCR-ABL 蛋白質の分解機序における
Hsp90, Hsc70シャペロン系の役割について、
in vitro ubiqutination assay 法等により
検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1)白血病モデル細胞の増殖に対する TLR4
シグナル伝達系の役割 
 高度に精製されたエンドトキシンフリ
ーの Hsp70 および Hsp90 を用いて、TLR4 シ
グナルによる NFB 活性化をルシフェラー
ゼレポーターアッセイ法にて詳細に検討
した。その結果、これらの Hsp による明ら
かな TLR4 刺激効果は認められなかった。
Hsp は、TLR4 のリガンドである LPS と親和
性が高いことが報告されており、これまで
に報告されている熱ショック蛋白質によ
る TLR4 刺激効果は、精製蛋白質に僅かに
含まれているLPSによるものである可能性
が高いと考えられた。そこで以下の実験で
は、LPS を用いて TLR4 の刺激を行った。 
 TLR4 および BCR-ABL を発現している
Ba/F3 細胞を用いて、BCR-ABL 依存性増殖
について検討したところ、LPS はイマチニ
ブによる細胞増殖抑制効果を減弱するこ
とを見出した。この LPS の作用は、TLR4 を
発現している白血病モデル細胞AR230およ
び KCL22 細胞でみられたが、TLR4 を発現し
ていない K562 細胞では、認められなかっ
た。従って、LPS は、TLR4 刺激を介してイ
マチニブの作用を減弱することが示唆さ
れた。 
 BCR-ABL に よ る MAP キ ナ ー ゼ
(Mitogen-Activated Protein Kinase)活性
促進作用は、イマチニブにより抑制された。



一方、LPS は、イマチニブ存在および非存在
下、いずれにおいても MAP キナーゼ活性を促
進した。以上の結果から、TLR４刺激による
細胞増殖シグナル伝達系の活性化は、イマチ
ニブ耐性機序の一つとなり得ることが示唆
された。 
 
（２）TLR4 シグナルによる BCR-ABL 蛋白質の
安定化 
 TLR4 および BCR-ABL を発現している Ba/F3
細胞を用いてBCR-ABL蛋白質量の変化を検討
したところ、LPS による TLR4 シグナルの活性
化により、BCR-ABL 蛋白質の増加がおこるこ
とを見出した。さらに BCR-ABL 蛋白増加機序
について解析を行った。Hsp90 シャペロン系
により成熟した BCR-ABL 蛋白質は、リン酸化
依存性にc-Cblによりユビキチン化されプロ
テアゾームで分解された。一方、BCR-ABL は
双方向性にc-Cblの自己ユビキチン化を促進
して細胞内 c-Cbl 蛋白質発現を減少させた。
またイマチニブは、BCR-ABL チロシンキナー
ゼ活性を阻害することにより、c-Cbl の活性
を抑制した。すなわち TLR4 刺激により成熟
した BCR-ABL 蛋白質は、イマチニブ存在およ
び非存在下、いずれにおいても c-Cbl による
分解を免れることが示唆された。 
 以上の結果から、TLR4 刺激により BCR-ABL
蛋白質の安定化がおこり、イマチニブ耐性を
引き起こす可能性が考えられる。本研究成果
は、慢性骨髄性白血病の薬剤耐性を克服する
新たな治療法の開発に繋がることが期待さ
れる。 
 
（３）プロテインホスファターゼ PP2A によ
る BCR-ABL 蛋白分解促進 
 Hsp70 のコシャペロンである Bag1 は、
BCR-ABL の異常構造を認識するセンサーとし
て働き、CHIP による BCR-ABL の分解を促進し
た。BCR-ABL 蛋白の分解について詳細な検討
を行った結果、PP2A は Bag1 による BCR-ABL
の分解を促進することを明らかにした。また
分子内相互作用によるBCR-ABLの分解調節機
構について検討をおこない、BCR-ABL 蛋白の
安定化には、４量体の形成、および BCR 部分
の領域と ABLの SH2 領域との相互作用が関与
することを明らかにした。現在、さらに
BCR-ABL の分子構造と蛋白質の安定性につい
て詳細な解析を進めている。 
 
（４）白血病モデル動物の血中エキソゾーム
熱ショック蛋白質の変化 
 白血病モデル動物 (BCR/ABL トランスジェ
ニックマウス)の骨髄細胞、脾臓細胞におい
て、各種熱ショック蛋白質が増加することを
認めた。一方、血中エキソゾーム中の Hsp90
をウエスタンブロットで検討した結果、細胞
内の Hsp90 に比べ分子量が小さいことから、
分泌の際にプロテアーゼで切断される可能
性が示唆された。分子シャペロンである熱シ
ョック蛋白質は、BCR/ABL 蛋白質の安定性の

みならず、個体レベルの白血病の病態進行
において、重要な役割を演じている可能性
が示唆され、その生理学的意義について現
在さらに研究を進めている。 
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