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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病(AML)のチロシンキナーゼ阻害剤(TKI)への耐性機構は不明である。間葉系
細胞(MSC)との共培養系でさらにTKI耐性となり、AML細胞が直接接着するほうが、浮遊しているよりもより薬剤耐性で
あった。その原因として接着因子であるintegrinや種々のサイトカイン、ケモカインが影響し、AKT, MAPK, JAK/STAT
系などが活性化されていた。またMSCとの共培養を4週間ほど続行すると、side population分画が増加し、薬剤耐性を
示していた。これを乗り越えるのに、TKIにPI3K/mTOR/AKT阻害剤ないしJAK/STAT阻害剤の組み合わせが有望と考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of drug resistance for Tyrosine kinase inhibitor (TKI) in AML cells 
remains unkown. AML cells showed the drug resistance in coculture model with mesenchimal stroma cells(MSCs
). AML cells became more resistant for TKI in direct contact with MSC than in floating condition. For this
 reason, adhesion molecule such as integrin, or several cytokines and chemokines affected the up-regulatio
n of AKT, MAPK and JAK/STAT signaling pathway. When AML cells were cocultured with MSC for more than 4 wee
ks, the fraction of side population increased and showed TKI resistance. To overcome this drug resistance,
 we found the synergistic effect in TKI with PI3K/mROR/AKT inhibitor or in TKI with JAK/STAT inhibitor.   
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１．研究開始当初の背景 
小 児 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ acute myeloid 
leukemia, AML）は近年 5 年粗生存率 70%前
後と、治療成績の大幅な向上がみられている
が、現行の化学療法と移植の組み合わせによ
る治療の強化はほぼ限界に近いと考えられ、
新規薬剤による治療成績の向上が望まれて
いる。ここ数年、慢性骨髄性白血病(chronic 
myeloid leukemia, CML)に対するチロシ
ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ tyrosine kinase 
inhibitor 、TKI)である Imatinib の成功に
触発され、AML の FLT3 や KIT などの
receptor tyrosine kinase を阻害する TKI
の治験が欧米で進行中であるが、比較的早
期に耐性化がみられ、海外の臨床試験でも
TKI単剤での明らかな有効性は示されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
小児 AML のさらなる治療成績の向上を

目指して、TKI 耐性機構の解明と新規薬剤

の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
１）骨髄微小環境の薬剤耐性への関与が考
えられたため、通常の浮遊細胞培養系以外
に、骨髄ストローマー細胞(Mesenchymal 
stroma cell, MSC)との共培養系による
MTT アッセイや apoptosis を測定した。ま
た各種サイトカインケモカインの測定や、
細胞内蛋白のリン酸化の測定を行った。 
２）現在 TKI が臨床応用されている CML
や Ph-ALL でも検討を行い、その TKI 耐
性メカニズムとそれを乗り越える新規薬剤
の組み合わせの検討を行った。 
３）また TKI 以外にも有望な新規薬剤の検
討を行った。 
 
４．研究成果 
１）Mesenchimal stroma cell (MSC)との
共培養系では AML 細胞株と AML 患者検
体ともに薬剤耐性が起こることを MTT ア
ッセイと apoptosis の系で見出した。MSC
に白血病細胞が直接接着するほうが、浮遊
しているよりもより薬剤耐性となることを
示し、その原因として接着因子である
integrin や種々のサイトカイン、ケモカイ
ンが影響しているものと考えられた。MSC
の影響により AKT, MAPK, JAK/STAT 系
などが活性化されていた。また MSC との
共培養を 4 週間ほど続行すると、side 
population 分画が増加し、薬剤耐性を示し
ていた。共培養によりより未分化と考えら
れる細胞集団が増加することも薬剤耐性の
一因と考えられ、白血病幹細胞の薬剤耐性
への関与が示唆された。 
２）AML 細胞株の MV4-11,THP1, U937
を使って、TKI と PI3K/mTOR/AKT 阻害
剤との組み合わせにシナジー効果があるこ

とを MTT アッセイと apoptosis の系で見
出した。これは PI3K/mTOR の dual 
inhibitorであるPI103やNVP-BEZ235で
より顕著で、MSC との共培養系でもシナ
ジー効果がみられた。 
 
３）CML 細胞株 K562 と AML 細胞株 MV4-11 で
TKIとJAK/STAT阻害剤のシナジー効果を確認
し た 。 K562 で は Imatinib, Dasatnib, 
Nilotinib ともに JAK/STAT 阻害剤である CuI
と シ ナ ジ ー 効 果 を 示 し 、 MV4-11 で は
Sorafenib, Sunitinib, PKC412 ともに CuI と
シナジー効果を示した。他の JAK 阻害剤で、
Tofatinib が臨床応用可能となっており、
Tofatinib とのシナジー効果も確認された。 
 
４）AML, CML 細胞株で TKI を 3ヶ月間添加し
濃度依存的に TKI 耐性株を作成したが、FLT3
や ABL に新たな変異はみられなかったが、
NRASのcodon12変異を新たに獲得した細胞株
を創出した。また経過中巨細胞が出現し、
mitotic catastrophe を起こしている可能性
が示唆された。この現象については、
Imatinib を 10 年以上にわたり長期に使用し
た CML 患者で myelodysplastic syndrome 
(MDS)様病態を呈したり、染色体異常がみら
れる症例もあり、mitotic catastrophe がそ
の一因となっているものと考え、さらに研究
を進めている。 
 
５）Ph-ALL のチロシンキナーゼ阻害剤耐性メ
カニズムの検討 
現在本邦において AMLに対して TKIの投与は
実際には行われていない。一方 CML 以外には
Ph-ALLで実際にグリベックなどのTKIの投与
が行われ、治療成績の向上につながっている
一方、TKI に耐性な患者も存在する。我々は
過去の小児 Ph-ALL 患者 4 名（内再発 3 名含
む）について調べたところ、初発時はいずれ
も変異を有しておらず、再発時も TKI を投与
されていない患者では変異はみられず、長期
に TKI を使用した患者のみに変異がみられ、
imatinib、dasatinib、nilotinib の TKI３剤
に対して耐性であった。この患者の ABL 遺伝
子について調べたところ複数の変異を継時
的に獲得していったものと考えられた。AML
でも TKI を使用した場合、同様に耐性化がお
こるものと考えられた。 
 
６）AML 細胞におけるメチル化解析と抗メチ
ル化薬の適応について 
AML 細胞に対する抗メチル化薬の効果は成人、
小児ともに未だ定まっていない。海外の報告
では移植後再発例や、強力な化学療法の続行
が不可能な老人で投与が行われ、一部の患者
で効果が得られている。複数の AML 細胞株で
抗メチル化薬である 5-azacitidine(5-Aza)
や 5-aza-2-deoxicitidine(dacogen)の IC50
を調べたがM 単位と高値であった。 
1997 年―2011 年までに岡山大学病院小児科



で治療された AML 患者 13 名の初発時、寛解
時、再発時検体（3名）を用いて MLPA 法で計
24 個の癌抑制遺伝子のプロモーター領域の
メチル化解析を行った。７名(53.8%)の初発
時検体でメチル化が認められた[平均 2.4 個
（ 1-5 ） , cadherin13(CDH13) 、 cyclin 
dependent kinase inhibitors 2B(CDKN2B)、
cell adhesion molecule 1(CADM1)、estrogen 
receptor 1(ESR1)、p73 tumor protein(TP73) 
など]。これは寛解期検体や正常コントロー
ル検体ではいずれもメチル化が認められな
かった。再発の 3例については初発時と同様
のメチル化がみられるものと、消失している
ものに分かれていた。これまでの報告でもこ
れらのがん抑制遺伝子は予後との関連が示
唆されていた。また複数の AML 細胞株でもこ
れらの遺伝子のメチル化が確認されている。
このため AML のメチル化に関しては、高メチ
ル化している特定の subgroup の同定が重要
と考えられた。またこれまでの海外の臨床試
験からも抗メチル化薬単剤では難しく、HDAC
阻害剤（Histone deacetylase）や TKI との
併用が有望との報告がみられる（Tan P, et al. 
Blood. 2013）。今後さらに検討を進めていく
予定である。 
 
７）AML 治療の新規候補薬剤の検討 
６種類の AML 細胞株（MV4-11, THP1, U937, 
HL60, ML2, OCI-ML3）を用いて、HDAC 阻害剤、
抗メチル化薬、proteosome 阻害剤、HSP90 阻
害剤などの新規候補薬剤の検討をMTTアッセ
イや、Apoptosis assay にて行った。HDAC 阻
害剤（depsipeptide）は IC50 が 1-13nM、
proteosome 阻害剤（bortezomib）は IC50 
1-8nM と有意に低い値を示したが、HSP90 阻
害剤である 17-AAG は細胞株によってばらつ
きがみられた。 
HDAC 阻害剤として depsipeptide の他に、現
在抗てんかん薬として臨床応用されている
バルプロ酸と抗癌剤 cytarabine (AraC)との
相乗効果を調べたが、相乗効果は認められな
かった。主に難治性 Hodgkin 病や多発性骨髄
腫 で 有 効 性 が 認 め ら れ て い る
LBH589(panobinostat)のAML細胞株でのIC50
は 40-100nM であった。最近 panobinostat と
CyAやdaunorubicinの相乗効果を示唆する報
告も見られ、今後検討していく予定である
（Xie C, et al. PLoS One. 2013）. 
 
8)この他 AMLの分子標的を探すべく種々の遺
伝子解析を行った。 
 
最近難治性 AML の代表である FLT3-ITD 陽性
AML でも、第一寛解に入れば移植の成功率は
7０%まで達する一方非寛解では移植でほぼ
救済できないことが、日本の研究でも明らか
となった（Shimada A. e al ASH Annual 
meeting 2013）。このため寛解導入に関して
新たな薬剤の導入が望まれ、TKI の他に JAK
阻害剤、抗メチル化薬や HDAC 阻害剤が考え

られ、さらに研究を進める予定である。 
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