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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病や慢性骨髄性白血病等の骨髄増殖性腫瘍で高頻度に認められる恒常的活性
化チロシンキナーゼ変異体であるFLT3-ITD, BCR/ABL, Jak2-V617Fが、抗癌剤や種々の分子標的薬に対して治療抵抗性
を付与する分子機構を検討し、これらの変異体が抗癌剤処理時にChk1を介した細胞周期チェックポイント活性化を亢進
したり、STAT5の高度の活性化を介してPI3K/Akt経路の阻害から下流のmTORC経路の抑制を阻止する機構を見出し、また
これらの機構を制御することにより相乗的な腫瘍細胞のアポトーシスを誘導することで、極めて有効な治療効果が期待
出来る事を示した。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms for resistance of acute myeloid leukemia and 
myeloproliferative neoplasms, such as chronic myeloid leukemia, against chemotherapy and molecular target 
therapy conferred by constitutively activated tyrosine kinases, such as FLT3-ITD, BCR/ABL and Jak2-V617 
were analyzed. These aberrant tyrosine kinases were found to enhance Chk1-mediated cell cycle checkpoint 
mechanisms induced by chemotherapeutics to confer resistance to chemotherapy or protect the downstream 
mTOR pathway from inhibition of the PI3K/Akt pathway by robustly activating STAT5 to confer resistance to 
the PI3K/Akt inhibitors. Combined therapeutic strategies to control these resistance mechanisms have 
shown to induce apoptosis of leukemic cells synergistically and very effectively.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
白血病の発症と進展には BCR/ABL や
Flt3-ITD等のチロシンキナーゼ変異体による
増殖シグナルの異常活性化が重要な役割を果
たし、これらを分子標的とした薬剤が開発さ
れ臨床応用されつつある。しかし、これらの
変異体の抑制のみでは、Flt3-ITD陽性AML細胞
では充分な治療効果が得られず、またCMLでは
白血病幹細胞の残存や新たな変異の出現など
により容易に耐性を生じうる。申請者は、こ
れらの恒常的活性化チロシンキナーゼ変異体
におよぼすTKIの効果に関して、dasatinibや
nilotinib等の第二世代TKIにも完全体制を示
すBCR/ABLのT315I変異体が、腎癌等に対し臨
床応用されているsorafenibによって阻害を
受 け る こ と (Cancer Res 69:3927-3936, 
2009.) 、rottlerin等の薬剤がミトコンドリ
アのリン酸化脱共役機序によりimatinibの効
果を相乗的に亢進しimatinib耐性を克服しう
ること(Oncogene 26:2975-2987, 2007) 、Mdm2
阻害作用によりp53の発現誘導をもたらす
nutlin-3がimatinibと相乗的に臨床検体を含
めた種々のPh陽性白血病細胞のアポトーシス
をもたらすこと (Apoptosis 15:608-620, 
2010) 、17-AAGによるHSP90の阻害により
Flt3-ITDが主にc-CblやCbl-bなどのE3ユビキ
チンリガーゼによりユビキチン化されプロテ
アソーム依存性に分解されること(J Biol 
Chem 286:30263-30273, 2011) 、TKIによる活
性抑制下に抗癌剤によるDNA損傷ストレスが
Jak2-V617FのUPSおよびCaspaseによる分解を
誘導すること(PLoS ONE 6:e27397, 2011) 等
を見いだし報告してきた。 
一方、白血病の治療に中心的役割を果たす
抗癌剤治療は、主にDNA損傷を生じ腫瘍細胞に
アポトーシスを誘導するが、細胞周期停止チ
ェックポイント機構の活性化等の機序により
治療抵抗性を生じる。申請者は以前に、造血
サイトカインによる増殖シグナル活性化時に
はPI3K/Akt経路の活性化によるGSK3βの抑制
を介して、種々の抗癌剤によるチェックポイ
ントキナーゼChk1の活性化が亢進しすること
で、G2期での細胞周期停止によりアポトーシ
スが回避されることを見出し報告している
（Oncogene 24:1973-1981, 2005）。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景から、活性化チロシンキナ
ーゼ変異体からの異常増殖シグナルと抗癌剤
によるDNA損傷反応シグナルとの主にChk1活
性化や変異体発現制御を介したクロストーク
の分子機構をより詳細に解明することで、ア
ポトーシスとチェックポイント誘導制御のシ
グナル伝達ネットワークを統合的に標的とす
ることで、より効率的かつ根治的な白血病治

療法の開発に結びつける事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
マウス造血前駆細胞株32DCl3は10%FCS含
有RPMI1640にWEHI(IL-3含有培養上清)を添加
した培地で、PLAT-Aは10%FCS含有DMEMで培養
した。FLT3-ITD 陽性白血病患者の末梢血の単
核球層をFicoll法にて分取し、cDNAを分離し
てRT-PCRによりITD陽性を確認した。PCR産物
をTA-cloningして塩基配列を決定した。細胞
の生存率および増殖の検討では、Trypan blue
で分染して細胞数を計測する方法と、XTT法を
用いた。相乗効果はCompu Synで解析した。細
胞周期の解析はKrishan’s 試薬を用い、
FACS-caliburで検出した。細胞の作製では、
PLAT-Aにリポフェクタミン法にてレトロウィ
ルスベクターを導入し、目的の細胞に感染さ
せた。plasmidの作製では、レトロウィルスベ
ク タ ー の pRevTRE-FLT3-ITD は  pRevTRE 
(Clontech 社 ) に pcDNA3-FLT3-ITD (Dr. F. 
Böhmer より供与) を、pRevTRE-FLT3-D835Y
は FLT3-D835Y陽性患者検体から得た配列を 
pRevTRE-FLT3-ITDにサブクローニングした。
免疫沈降では、細胞のLysateに特異的抗体と
Protein-A sepharose を混合、Cap結合の検討
はm7GTP-sepharoseを混合した後に4℃で一晩
撹拌し、1XLaemmli’s bufferで溶出して
Immunoblotに供した。Baxとcaspaseの活性化
は、特異的抗体で細胞内を染色し、 
FACS-caliburで検出した。ミトコンドリア膜
電 位 は 、 DiOc6 試 薬 で 染 色 し た 後 、
FACS-Caliburで検出した。 
骨髄増殖腫瘍から急性骨髄性白血病へ進
展した症例から細胞株を樹立して，細胞内シ
グナルをWestern blot法などにより解析する
と供に、Jakキナーゼに対するチロシンキナー
ゼ阻害薬（TKI）への感受性を検討した。 
BCR/ABL、Flt3-ITDやJak2-V617F等のチロ
シンキナーゼ変異体によりtransformした造
血細胞モデル株や造血器腫瘍細胞を、こられ
に対するTKIとetoposide等の抗癌剤とで処理
し、Chk1活性化を介した細胞周期チェックポ
イント活性化機構やアポトーシス誘導機構を
解析した。 

Waldenströmマクログロブリン血症患者骨
髄の腫瘍細胞のMYD88遺伝子の塩基配列を解
析し、見出された変異体の発現ウイルスベク
ターを作成し、リンパ腫細胞株BJABに感染さ
せMYD88変異体の発現動態や種々の細胞内シ
グナル活性化経路に及ぼす影響を解析した。 
種々の Ph 陽性白血病患者の白血病細胞や白
血病細胞株を用いて、PECAM-１の発現やチロ
シンリン酸化および細胞内シグナル機構に
及ぼす影響を解析し、また imatinib 等の TKI
に対する感受性に与える影響を上記の種々



の手法で解析した。 
４．研究成果 
（1）マウス造血前駆細胞32D細胞に変異遺
伝子、FLT3-ITDとFLT3-TKDを導入して32D/ITD
および32D/TKD細胞を作製し以下の検討を行
った。即ち、PI3K阻害薬のGDC-0941 (GDC)お
よびAkt阻害薬のMK-2206 (MK)は内因性経路
によるアポトーシスを誘導し、その効果は
32D/ITDに比べ、32D/TKDで強かった。また、
32D/TKDにSTAT5の活性化型変異体STAT5A1*6
を導入した細胞 (DY/STAT5*)では、阻害薬に
抵抗性となり、32D/ITDにSTAT5阻害薬である
pimozide (PZD)を処理すると抵抗性が解除さ
れた。同様の効果をFLT3-ITD陽性ヒト白血病
細胞株MV4-11で認めた。これらの薬剤は
4EBP-1の脱リン酸化を32D/ITDに比して
32D/TKDで強く誘導し、その効果はSTAT5A1*6
導入で減弱し、PZD処理で増大した。これに伴
って、翻訳開始複合体形成における
eIF4E-eIF4G会合や抗アポトーシス因子Mcl-1
の発現の抑制を認めた。このMcl-1の発現抑制
は転写活性の抑制やタンパク質の不安定化と
は独立した機構で生じ、外因性にMcl-1遺伝子
を導入した32D/TKDではこれらの薬剤に抵抗
性を示した。FLT3-ITD陽性のAML患者より得た
初代培養細胞では、GDCによる4EBP-1の脱リン
酸化とMcl-1の発現抑制、ひいては細胞死を、
PZD処理でより強力に誘導することを確認し
た。本研究結果より、FLT3-ITDの強いSTAT5
活性化がmTORC1/4EBP1経路を通じてeIF4E会
合に影響を与え、PI3K/Akt阻害薬に対し、主
にMcl-1のcap依存性の翻訳活性を維持するこ
とでアポトーシスを回避することが明らかと
なり,予後不良のFLT3-ITD陽性AMLに対する統
合的分子標的療法開発に役立つ得る事を報告
した (Oncotarget 6:9189-9205, 2015)。急性
骨髄性白血病ににおいて最も頻度の高い遺伝
子異常であり、予後にも極め重大な影響を及
ぼすFLT3-ITDに関して、臨床応用が始まりつ
つあるPI3K阻害薬に対する耐性発症機構を世
界的にいち早く明らかにし、その克服法を見
出した本研究は今後の急性骨髄性白血病治療
の進展にも重要な意義を有するものと評価出
来る。 
(2) BCR/ABL、 Flt3-ITD、 Jak2-V617F等
の恒常的活性化型チロシンキナーゼ変異体が
GSK3抑制を介してChk1の活性化を促進するこ
とで抗癌剤耐性をもたらし、これを解除する
ことによりTKIと種々の抗癌剤が相乗的にア
ポトーシスを誘導する事を見出し報告した
(PLoS One 8:e79478, 2013)。造血器腫瘍を含
めて悪性腫瘍において恒常的活性化型チロシ
ンキナーゼ変異体からのシグナルと、抗癌剤
誘導性細胞周期チェックポイント機構とのク
ロストークの分子機序を明らかにしたことk

で、今後の新規治療法開発へも大きく貢献す
ることが期待される。 
(3) MPNから AMLに移行した症例から
Jak2-V617F陽性の白血病細胞株PVTL-1を樹立
して細胞内シグナル経路の解析を行い(1)、
STAT5の活性化とともにPI3K/Akt経路の活性
化活性化を介さずにmTOR/4EBP1経路が活性化
し細胞生存シグナルを伝達することを見出し
報告した(PLoS One 9:e84746, 2014)。本研究
成果と樹立された細胞株は、今後Jak2-V617F
陽性白血病の病態解明と、臨床応用が進んで
いるJakキナーゼTKIを用いた新規治療法開発
へ貢献することが期待される。 

(4) Waldenströmマクログロブリン血症の
症例から、新規MYD88変異体MYD-88-L695RPP
を発見し、この変異体がNFkB経路の活性化を
介してBcl-xLの発現を上昇させる事でアポプ
トーシスを抑制することで、造血器腫瘍の進
展や治療抵抗性へも関与しうる事を見出し報
告した(Blood Cancer J 5:e314, 2015)。本研
究はWaldenströmマクログロブリン血症とそ
の類縁疾患の分子生物学的鑑別診断法の確立
に貢献するのみでなく、MYD88変異を有す得る
種々のB細胞腫瘍の病態解析と新規分子標的
療法の開発にも寄与するものと考える。 
(5) PECAM-1(CD31)はBCR/ABL等の異常活性
化チロシンキナーゼにてチロシンリン酸化を
受けると供にTKIに対する耐性獲得にも関与
しうる事を見出し報告した(Int J Oncol 
42:419-428, 2013)。PECAM-1は種々の造血器
腫瘍で発現し，細胞内シグナル伝達機構の制
御に重要な役割を果たしており、今後治療標
的としても更なる検討が必要である。 
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