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研究成果の概要（和文）：本研究では、FLT3阻害剤のリガンド（FL）依存性耐性機構のメカニズムを、変異FLT3（FLT3
-ITD）あるいは細胞外領域欠失変異FLT3（cyFLT3-ITD）単独ならびに、それらと正常FLT3（Wt-FLT3）を共発現する細
胞株で検討し、FL刺激によって共発現している正常FLT3とMAPKの活性化が関与していることを明らかにした。このリガ
ンド依存性のFLT3阻害剤の抗腫瘍効果減弱作用は正常FLT3分子の発現量に影響を受けることが、ヒト白血病細胞のマウ
スへの異種移植系においても証明され、FLT3阻害剤の有効性を予測するバイオマーカーになることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, I analyzed the FLT3 ligand (FL)-dependent resistance mechanism of 
FLT3 inhibitors using wild type FLT3 (Wt-FLT3) and FLT3-ITD or extracellular domain-lacked FLT3-ITD 
(cyFLT3-ITD) co-expressing cells. I demonstrated that FL-stimulation activates co-expressing-Wt-FLT3 and 
MAPK, resulting in the reduction of anti-leukemia activity of FLT3 inhibitor. This FL-dependent 
inhibitory effect of FLT3 inhibitors was also confirmed in the human leukemia cell xenotransplant mouse 
models, in which Wt-FLT3 and FLT3-ITD co-expressing leukemia cells were not sufficiently eradicated by 
FLT3 inhibitors. These results also indicate that Wt-FLT3 expression level is a molecular marker for 
predicting the efficacy of FLT3 inhibitors.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 血液腫瘍学　チロシンキナーゼ　分子標的療法　白血病
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１．研究開始当初の背景 

 
チロシンキナーゼの活性型変異は白血病を

はじめとする多くの造血器腫瘍の発症・進展

に関与していることから、多数のチロシンキ

ナーゼを標的とした阻害剤の開発、臨床応用

が進められている。なかでも FLT3や KITな
どの受容体型チロシンキナーゼ（RTK）の活
性型変異は急性骨髄性白血病（AML）におい
て高頻度で認められる予後不良因子である

ことから、imatinibに続く選択的阻害剤の臨
床応用が も早く進むと考えられてきた。し

かし、これまでの臨床開発試験の結果は、in 
vitro やマウス白血病モデルでの抗腫瘍効果
と大きな乖離を認めている。FLT3 阻害剤を
例にとると、10種類以上の FLT3阻害剤につ
いて臨床試験が実施されているが、その治療

効果は一過性の芽球減少に留まっている。ヒ

ト白血病症例における不充分な治療効果の

原因探索は精力的に行われ、有効血中濃度の

維持、選択性や阻害活性の低さなど阻害剤そ

のものに起因する問題点が指摘されている

が、変異 FLT3を有する白血病細胞や骨髄環
境に起因する治療抵抗性メカニズムについ

てはほとんど検討されていない。我々は

FLT3 阻害剤の臨床開発のなかで、FLT3 リ
ガンド（FL）が細胞表面に発現する変異
FLT3分子のみならず、正常 FLT3分子が変
異 FLT3分子と共発現している場合には正常
FLT3 分子を活性化させることにより、増殖
阻害効果を減弱させていることを見いだし

た。これらの知見と変異 FLT3発現 AML細

胞の大部分は正常 FLT3 分子を共発現して

いることを考慮すると、変異 FLT3 発現

AML細胞は恒常的な FL刺激を受けている

ために、FLT3阻害剤投与時に in vitroで得

られる阻害活性に相応する治療効果が得ら

れていないことが示唆される。また、RTK

の多くは造血幹/前駆細胞に発現・機能して

いることから、耐性克服のために、より高

い阻害活性を追求するのみでは抗腫瘍効果

と同時に高度の骨髄抑制を招来し実臨床で

の使用には困難が生じると考えられる。実

際、FLT3 に対する高い選択性と IC50<1nM

の強い阻害活性を有する AC220 は非常に

強い抗白血病細胞効果を示すものの、臨床

第二相試験で治療効果を認めた全ての症例

が正常造血の回復を認めない CRi (CR with 

incomplete recovery) であったことから薬

剤投与量の見直し（減量）が検討されてい

る。リガンド刺激による阻害剤の効果減弱

機構は、BCR-ABL のような細胞質内活性

化キナーゼを標的とした阻害剤治療では起

こりえない RTK に特徴的な耐性機構であ

るといえる。更に白血病幹/前駆細胞では、

複数の RTKが発現していることから、変異

RTK 分子の活性化シグナルを阻害しても

他の RTK 分子のリガンド依存性シグナル

によって、自己複製・増殖機構が代替え的

に保持されることも考慮する必要がある。

従って、白血病における活性化 RTK分子を

標的とした阻害剤の臨床応用においては、

活性化変異 RTK 分子のみならず複数の正

常 RTK 分子のリガンド依存性シグナル伝

達機構を制御することによって、より高い

治療効果を得ることが期待される。 

 
２．研究の目的 

 
本研究においては、RTK阻害剤治療における
リガンド刺激に基づく耐性化機構の詳細な

分子メカニズムを解明するとともに、耐性機

構を克服するための併用療法・創薬コンセプ

トを確立することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
	 

(1) in vitro での評価系として図 1 に示す正常

FLT3 発現（Wt-FLT3）、変異 FLT3 発現

（ ITD-FLT3）、正常 /変異 FLT3 共発現



（Wt/ITD-FLT3）、細胞外領域欠失変異 FLT3

発現（cyITD-FLT3）、正常/細胞外領域欠失変

異 FLT3 共発現（Wt/cyITD-FLT3）32D 細胞

を用いて検討を進めた。それぞれの発現 FLT3

分子は区別可能なように Myc または FLAG

タグを付加したものを用いた。 

	 図 1. 本研究で使用した FLT3発現分子  

 

(2) 上記の各種 FLT3発現細胞に可溶性 FL存

在下、非存在下で複数の FLT3 阻害剤を添加

後、経時的に個々の細胞における発現 FLT3

分子ならびに細胞内での細胞増殖シグナル

伝達分子、抗アポトーシス分子の活性化・発

現量の変化をウエスタンブロットで比較し

た。 

(3) 正常および変異FLT3共発現細胞において、

個々の分子を区別するタグ蛋白に対する抗

体で免疫沈降後、正常および変異 FLT3 分子

の活性化状態あるいは活性化阻害状態、二量

体形成、trans-activationの有無を検討した。 

(4) in vitro で確認されたリガンド依存性耐性

機構を in vivoで確認するために、AML細胞

移植NOGマウスにおけるFLT3阻害剤の抗白

血病細胞効果を検証した。 

	 

４．研究成果	 

	 

(1) cyITD-FLT3-32D 細胞以外の変異 FLT3 発

現細胞においては、FLT3 に対する選択性の

高さに応じて、FL存在下では阻害活性の減弱

が認められた（図 2）。この減弱効果は正常

FLT3 分子の共発現細胞において、より顕著

に認められたが、cyITD-FLT3-32D 細胞では

FLによる増殖抑制効果は認めなかった。 

	 	 	 	 図 2. FL添加による GI50の低下  

 

(2) これら細胞株における FL刺激による細胞

増殖、細胞周期に及ぼす影響を検討したとこ

ろ、正常 FLT3 共発現細胞においては、細胞

周期の G2 停止とアポトーシス誘導が認めら

れた。 

(3) これら正常/変異発現 32D 細胞を同系の

C3Hマウスに静注すると、変異 FLT3発現細

胞接種マウスは全例 30 日以内に白血病を発

症し、死亡したのに対し、正常 FLT3 共発現

細胞は白血病を発症しなかった。また、死亡

までの期間は cyITD-FLT3-32D 細胞が も短

期間であった（図 3）。 

	 図 3. 同系マウスへの移植時の生存割合  

 

(4) 正常/変異発現 32D細胞を NOD/SCIDマウ

スに皮下移植し、FLT3阻害剤（AC220）を経

口投与したところ、正常 FLT3 共発現細胞に

対する抗腫瘍効果は有意に減弱していた（図

4）。 
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図 4. NOD/SCIDマウス移植系での抗腫瘍効果  

 

(5) 半固形培地を用いたヒトAML細胞の増殖

評価系においても、正常 FLT3 分子が変異

FLT3分子と同等に発現しているAML細胞で

はFL存在下でのFLT3阻害剤による増殖抑制

効果が減弱されることが確認された。 

(6) ヒト AML 細胞を NOG マウスに異種移植

することにより樹立したヒト AML マウスモ

デルにおいても、FLT3 阻害剤による治療効

果は、正常 FLT3 分子共発現 AML 細胞モデ

ルにおいて著明に減弱していた。しかし、

FLT3 阻害剤に加えて MEK 阻害剤により

MAPK 活性を抑制することにより、FL によ

る増殖抑制効果の減弱はキャンセルできる

ことを明らかにした。 
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