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研究成果の概要（和文）：急性前骨髄球性白血病（APL）患者は全トランスレチノイン酸（ATRA）に反応するが、一部
の患者は、ATRAに耐性である。PP2A-FOXO3Aの活性化に関与するFTY720はATRA感受性APL細胞株NB4だけでなくATRA耐性A
PL細胞株NB4/ARに細胞死を誘導した。この効果は抗酸化剤であるNACによって抑制されたことから、FTY720は活性酸素
種の産生を介してAPL細胞株の細胞死を誘導することがわかった。さらにはATRA耐性APL細胞株から形成された腫瘍がFT
Y720投与によって明らかに縮小した。以上の結果はFTY720がAPLに対する抗白血病薬として有望であることを示唆して
いる。

研究成果の概要（英文）：Acute promyelotic leukemia (APL) patients usually respond to all-trans retinoic ac
id (ATRA) treatment, however, some patients are refractory and resistant to ATRA. Therefore, an alternativ
e strategy to treat APL patients is demanded. Here, we showed that FTY720, an immunosuppressive drug, is c
apable of inducing apoptosis in both ATRA-sensitive and & -resistant APL cells in vitro and regresses tumo
r mass generated from ATRA-resistant APL cells in vivo. This demonstrates its capability as a potential th
erapeutic compound in APL treatment. In addition, we have shown that N-acetylcysteine (NAC) rescues FTY720
-dependent apoptosis induction in NB4 cells, implying that FTY720 cytotoxic effect to NB4 cells are due at
 least partly if not all, to a generation of reactive oxygen species (ROS). These observations demonstrate
 a potential of FTY720 as a therapeutic compound against APL irrespective of whether it is resistant to AT
RA.
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１．研究開始当初の背景 

FOXO3A（FKHRL1）は FOXO1、FOXO4、FOXO6 と

ともに Forkhead ファミリー転写因子に属し、

線虫が高温や栄養欠乏などの生存に適さない

環境に適応するために機能する転写因子

DAF16 のヒトオルソログである。FOXO3A は細

胞周期停止、ストレス耐性、細胞分化、代謝、

オートファジーなどの様々な生命現象を制御

する重要な分子で、造血系における役割につ

いては遺伝子破壊マウスを用いた解析から、

細胞内の活性酸素種（以下 ROS と略す）を低

いレベルに保つことで造血幹細胞の維持に重

要な役割を果たす（Tothova Z, et al. Cell 

2007; 128: 325-39; Miyamoto K, et al. Cell 

Stem Cell 2007; 1: 101-12）。また p27/Kip1

やサイクリン D などの発現を制御することで

細胞周期チェックポイントの制御にも関与す

る（Komatsu N, et al. JBC 2003; 278; 6411-9; 

Schmidt M, et al. MCB 2002; 22: 7842-52）。

重要なことに FOXO3A はリン酸化の状態によ

って細胞内局在や転写因子としての機能が大

きく変化する．即ち、セリン・スレオニンキ

ナーゼである AKT や SGK によって３カ所のセ

リン／スレオニン残基（T32, S253、S315）が

リン酸化を受けると 14-3-3 蛋白と結合して

細胞質内に留まり、ユビキチン化を受け、プ

ロテアソームで分解される。一方、これらの

セリン／スレオニン残基が脱リン酸化される

と FOXO3A は核内へと移行し、転写因子として

の機能を発揮し、標的遺伝子の転写を制御す

る。すなわち「脱リン酸化＝転写因子として

の機能を発揮」という考えが成立する。 

FOXO3A は多くの造血器腫瘍で恒常的なリ

ン酸化を受け、核内への移行が阻止され、転

写因子としての機能が失われた状態にある。

我々は世界に先駆けて慢性骨髄性白血病

（CML）において、①FOXO3A が CML の原因分

子である BCR-ABL チロシンキナーゼの下流に

存在し、常にリン酸化された状態（＝細胞質

内に存在し、やがて分解されるため、転写因

子としての機能が発揮できない状態）にある

こと、②イマチニブ刺激で BCR-ABL のキナー

ゼ活性を抑制すると、FOXO3A は脱リン酸化さ

れて活性型となり核内へと移行し、転写因子

としての機能を発揮し、CML 細胞の細胞周期

を G0/G1 期に停止させ、細胞増殖を抑制する

こと、③活性型 FOXO3A を核内に強制的に発現

させることによって TRAIL などの標的遺伝子

の誘導を介してアポトーシスを惹起すること

（Komatsu N, et al. JBC 2003; 278; 6411-9; 

Stem Cells 2004; 22: 609-16）、さらには④

イマチニブに耐性となった CML 細胞株に

FOXO3A を核内に強制的に発現させることに

よってアポトーシスを惹起することを明らか

にし、FOXO3A が CML 細胞の新たな分子標的に

なるのではないかと発表した（Kikuchi S, et 

al. Cancer Sci 2007; 98: 1949-58）。この論

文は掲載された雑誌の「issue highlights」

に取り上げられ、表紙を飾った。現在多くの

抗癌剤が FOXO3A を分子標的として抗腫瘍効

果を発揮することが明らかにされている。 

 さらに我々は急性前骨髄球性白血病（APL）

におけるFOXO3Aの新たな機能を発見し、2010

年 5 月号の Blood に発表した。APL は 90%以

上の症例に t(15;17)染色体異常を有し、その

結果、PML-RARαキメラ遺伝子が形成される。

このキメラ遺伝子がコードする PML-RARα融

合タンパクは PMLや RARαに対する dominant 

negative変異体と考えられており、PMLやRAR

αの機能を阻害することでアポトーシス抑

制および好中球系細胞の分化・成熟を阻害し、

APL を発症する。 

PML-RARαはオールトランスレチノイン酸

（ATRA）結合ドメインを有し、薬理学的濃度

のATRAに応答してPML-RARαがユビキチン化

分解を受け、dominant negative 作用が減弱

する。その結果、PML や RARαの機能が回復し、

分化障害が解除され、APL 細胞は成熟し、ア

ポトーシスが引き起こされる。我々は ATRA

による APL 細胞のアポトーシス・分化誘導に



は FOXO3A の活性化が必須であることを明ら

かにした（Sakoe Y, et al. Blood 2010; 115: 

3787-95）。即ち、①APL 細胞において FOXO3A

が PML-RARαの下流にあり、リン酸化された

状態（＝転写因子としての機能を喪失した状

態）で存在すること、②ATRA によって脱リン

酸化された FOXO3A は核内へと移行すること、

③FOXO3Aの発現をRNA干渉法でノックダウン

すると ATRA による APL 細胞の好中球への分

化・アポトーシス誘導がみられなくなること

から、FOXO3A の活性化が ATRA によるこれら

の一連の反応に必須であること、さらには

ATRA に耐性を獲得した APL 細胞株 NB4/AR に

活性型 FOXO3A を核内に強制発現させること

によってアポトーシスを誘導できることを証

明した。以上の結果は『FOXO3A の活性化を誘

導すれば APL 細胞を死滅できる』ことを意味

しており、FOXO3A の活性化を直接誘導できる

薬剤が発見できれば新規 APL 治療薬の開発に

つながることが期待される。 

２．研究目的 

FOXO3A の活性化を直接誘導する酵素として

セリン／スレオニン脱リン酸化酵素（リン酸

化を受けた FOXO3A の脱リン酸化を誘導する

酵素）である protein phosphatase 2A（PP2A）

を同定した（2010 年 12 月第 52 回米国血液学

会で発表）。その根拠として、①ATRA 処理後

の NB4 細胞内で PP2A 活性が上昇すること、

②PP2Aが恒常的にFOXO3Aと会合している（免

疫沈降法と共焦点レーザー顕微鏡にて確認）、

③ATRA 処理後に NB4 細胞から抽出した PP2A

がリン酸化 T32（32 番目のスレオインで AKT

によってリン酸化される部位のひとつ）を含

む合成ペプチドを用いた実験で直接T32の脱

リン酸化を誘導することが挙げられる。そこ

で本研究では PP2A の活性化作用を有する

FTY720 に注目し、この薬剤が実際に抗 APL 白

血病作用を発揮するか否かについて in vitro

と in vivoの両方の系を用いて検討すること

にした。 

３．研究の方法 

In vitroの系では FTY720 が NB4 や ATRA 耐性

の NB4/AR 細胞にアポトーシスを誘導できる

かどうかをAnnexin V によるアポトーシス検

出系を用いて検討した。さらにこのアポトー

シス誘導作用に活性酸素種の産生が関与し

ているかどうかを検討するために抗酸化剤

であるアセチルシステイン（NAC）を用いて

検討した。in vivo の系では免疫不全マウス

に NB4 や NB4/AR 細胞を皮下に移植して作製

した担癌マウスを用い、FTY720 の腫瘍縮小効

果を解析した。 

４．研究成果 

（１）in vitroの系において FTY720 が PP2A

の活性化を介して NB4 や ATRA 耐性の NB4/AR

細胞のアポトーシスを誘導できるか否かの

検討 

APL細胞ではATRA添加によってPP2Aが活

性化され、FOXO3A の脱リン酸化・活性化によ

りアポトーシスが生じるとすれば、PP2A の活

性化物質である FTY720 も同様の機序で APL

由来の白血病細胞株 NB4（ATRA 感受性）とそ

の亜株である ATRA 耐性 NB4/AR のアポトーシ

スを誘導するのではないかと考え、実験を行

い、以下の結果を得た。１）PP2A 活性化作用

を有する FTY720 は ATRA 感受性 NB4だけでな

く、ATRA 耐性 NB4/AR 細胞株の細胞増殖の抑

制（図１）とアポトーシスを誘導した（図２）。 

 

□DMSO  ○1μMFTY720  ◇3μMFTY720μ 

△5μMFTY720 ×10μMFTY720 

図 1 



 
図 2 

このアポトーシス誘導作用はNACの用量依存

的に抑制されたことから(図３)、FTY720 は活

性酸素種の産生を介してAPL細胞株のアポト

ーシスを誘導していることが示唆された。 

さらに FTY720 は 4 例の APL 患者から採取し

た新鮮白血病細胞に対しても殺細胞効果を

発揮した。 

 

図 3 

（２）APL 白血病モデルマウスの作製と

FTY720 の in vivo効果の検討 

 NOGマウスにNB4とNB4/AR細胞を皮下に接

種し、腫瘤を形成させ、FTY720 を 5 mg/kg/day 

または 10 mg/kg/day を腹腔内に連日投与し、

腫瘍縮小効果を検討した。 その結果、FTY720

は用量依存性に腫瘍縮小効果を示した（図

４）。 

 

□Vehicle  ○5mg/kg FTY720  △10mg/kg FTY720 

図 4 

  

 以上の結果はFTY720がATRA感受性APL だ

けでなく ATRA 耐性 APL に対しても抗白血病

薬として使用可能な薬剤であることを示唆

すると同時に、我々が提唱している『FOXO3A

の活性化を誘導すれば APL 細胞を死滅でき

る』という仮説をさらに裏付ける結果となっ

た。 
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