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研究成果の概要（和文）：がんにおけるドライバー変異を標的に薬剤が開発されてきたが、標的分子の変異やバイパス
シグナルの活性化など、耐性獲得や抵抗性が問題となっている。本研究では耐性変異にも感受性のあるチロシンキナー
ゼ阻害剤、活性化変異チロシンキナーゼの下流で働く共通分子を標的とした薬剤、代謝を標的とした画期的な抗がん剤
についての基礎研究を行った。その結果、点変異によって既存の阻害剤に耐性を示すFLT3分子にも感受性のある阻害剤
、STAT3/5の活性を阻害する新規化合物、ならびにCMLに有効な中鎖脂肪酸誘導体を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Although drugs targeting cancer driver mutations have been clinically developed, 
primary and secondary resistance is a new problem due to target molecule mutations or existence of bypass 
signals. In this study, we basically developed breakthrough drugs; tyrosine kinase inhibitor that 
overcomes resistant mutations, targeting compound on the downstream signals of the activated tyrosine 
kinases, and agents targeting metabolism. Consequently, inhibitors that are sensitive to FLT3 molecule 
resistant to existing inhibitors by point mutation, novel compounds which inhibit the activity of STAT3 / 
5 or glutathione, and a medium chain fatty acid derivative effective in CML .（Nakatani T,et al, ASH2015; 
Hayakawa F, et al. Blood Cancer J. 2013; Sugimoto K, et al. Sci Rep. 2015; Shinohara H, et al, Cancer 
Letters 2016）。

研究分野： 血液内科学

キーワード： FLT3阻害剤　分子標的剤　STAT3/5阻害剤　pyruvinium pamoate　中鎖脂肪酸誘導体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 急性骨髄性白血病 AML においては活性化
FLT3 キナーゼを標的とした薬剤開発が進め
られたが、単独での治療効果は多くの場合一
過性であり、未だ承認されたものはない。し
かし FLT3 阻害薬に耐性を獲得した症例から
は、FLT3 ゲートキーパー変異あるいは活性
化ループ変異の獲得が例外なく認められる
こと（Smith CC, et al. Nature 2012）から、
この経路の重要性が再認識されている。最近
マルチキナーゼ阻害剤 midostaurin を FLT3
変異陽性AMLに加えることで予後の改善が報
告された。FLT3 への選択性と耐性変異獲得性
がジレンマとなっている。二番目の問題は、
白血病においては標的になりうるドライバ
ー変異の頻度が少なく、これまでとは異なる
コンセプトの薬剤開発が求められている点
である。このため腫瘍に共通した経路の標的、
抗体薬との相乗効果、既存薬のリポジショニ
ングなど多面的なアプローチが必要であろ
う。 
 
２．研究の目的 
“がん”におけるドライバー変異を標的と

して、画期的な薬剤が開発されてきた。しか
し同時に、標的分子の変異やエスケープシグ
ナル経路の存在が耐性獲得や治療抵抗性に
関わることも明らかとなってきた。本研究で
は次世代標的治療の基礎研究を進めるため、
（1）耐性変異を克服し特異性の高い FLT3 阻
害剤、（2）腫瘍で共通して認められる活性化
分子標的薬剤（STAT3/5 阻害剤）、（3）抗体
医薬との相乗効果を狙った小分子化合物の
スクリーニングとその分子機序の研究、（4）
エピゲノムによる薬剤耐性機序とその克服、
を研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) FLT3 と共有結合を示し FLT3 キナーゼ阻
害活性を有する数種の新規化合物を国内メ
ーカーより提供を受け、細胞株・白血病細胞
株移植マウスモデルにて、有効性・選択性の
観点からスクリーニングを行う。 
細胞株としては FLT3 変異の認められる

MOLM13、MOLM14、高発現を示す MV4;11、KIT
変異を有する Kasumi-1 を含む各種ヒト白血
病細胞株ならびに、野生型 FLT3、FLT3/ITD、
FLT3(D835Y)、FLT3/ITD(F691L)、野生型 KIT、
KIT(D816V)などを導入した32Dマウス細胞株、
さらに FLT3 各種変異ならびに KIT を二重導
入した 32D マウス細胞株を用いる。 
白血病細胞株移植マウスモデルとしては、

上記ヒト白血病細胞株移植 NOD/scid マウス
ならびにヒト FLT3 変異陽性ならびに陰性白
血病細胞を移植した NOG マウスを用いる。正
常造血に対する影響を調べるために、ヒト臍
帯血ならびに白血病寛解期骨髄を用いたコ
ロニー形成能、CD34 陽性細胞を純化した NOG
マウス移植に上記化合物の影響を検索する。 
新規阻害剤による増殖抑制、細胞死誘導、

FLT3 リン酸化抑制、分化誘導能、FLT3 分子
の 下 流 シ グ ナ ル に 位 置 す る 分 子 群
（ STAT5,MAPK,PI3K,AKT,SHC な ら び に
MCL1,BCLxL など）のリン酸化や発現に対する
影響を検討する。 
FLT3 シグナルを代償する KIT の役割、FLT3

リガンド刺激における FLT3 阻害活性の低下
の有無、耐性変異への感受性については、新
規阻害剤を従来の阻害剤と比較検討する。 
これらの結果、ならびにメーカーでの動物

実験による PK/PD 試験、安定性試験、安全性
試験を基に構造展開とスクリーニングを繰
り返し、最終的なリード化合物を決定する。 
NOG マ ウ ス を 用 い て 、 多 く の

Patient-derived xenograft（PDX）モデルを
作成しFLT3キナーゼ阻害剤による治療評価、
治療で残存する白血病細胞について、その場
所や性状について解析を行い、残存や耐性に
関わる機序を検討する。 
(2) 1.MOLM13(FLT3/ITD 陽性)に対して FLT3
リガンド(FL)を添加しつつ、FLT3 阻害剤
(sunitinib)を添加することで、FLT3 阻害剤
治療時に問題となる FL 高発現による STAT3
の活性化というエスケープシグナルによる
治療耐性化のモデルを作成する。これに対し、
国内メーカーが開発し臨床試験実施中の
STAT3/5 阻害剤 OPB-31121 を添加し、治療耐
性化を克服できるかを検討する。 
2.プライマリ白血病細胞を免疫不全マウ

スに移植した patient-derived xenograft 
(PDX)モデルを用いて本薬剤の有効性を検討
する。 
3. 2.で作成したフィラデルフィア染色体

(Ph)陽性 ALL（STAT5 の恒常的活性化が腫瘍
細胞の生存に強く関わっていることが知ら
れれている）の PDX から採取した PDX 細胞を
用いてハイスループットな薬剤スクリーニ
ング系を構築し、承認済み既存薬のライブラ
リをスクリーニングすることで新たな STAT5
阻害活性を持つ薬剤を既存薬の中に見出す。 
(3) 抗体医薬は既存の多剤併用療法薬に上
乗せする形で用いられ、高い治療効果を示し
ているが、併用する薬剤が最適なものかにつ
いては詳細な検討がなされていない。まず、
濾胞性リンパ腫にて高い治療効果が示され、
抗体医薬との相乗的治療効果が期待される
免疫調節薬レナリドマイドとの併用効果に
ついて種々のB細胞リンパ腫細胞株について
検討した。同時に、患者由来難治性リンパ腫
細胞を用いた検討を可能とするために、患者
由来細胞の in vitro における培養系の構築
に着手した。さらにびまん性大細胞型 B細胞
リンパ腫の病態に関与すると推測された転
写因子 SPIB に着目し、抗体医薬との併用効
果について検討した。 
(4) AIC-47 の合成については 3-decenoic 
chloride (5 mmol) から tetrahydrofuran 
(THF) に溶解し、heptamethylenimine (5 
mmol; H0546; Tokyo Chemical Industry) と
pyridine (400 mg) を含む THF 溶液を加え、



シリカゲルクロマトグラフィー (展開溶媒: 
ク ロ ロ ホ ル ム ) で 精 製 し て
(E)-1-(azocan-1-yl) dec-3-en-1-one 
(AIC-47) を得た。 
 細胞株はヒト慢性骨髄性白血病細胞株
K562 および KCL-22 は Japanese Collection 
Research Bioresources Cell Bank (Osaka, 
Japan) より購入した。10%FBS含有 RPMI-1640 
medium (189-02025; Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA)、KCL-22 は 20%FBS 含有 RPMI-1640
中で 5% CO2、37°Cの条件下で培養した。生
細胞数は、トリパンブルー色素排除試験法に
より評価した。 
 蛋白の発現はウエスタンブロット解析、
mRNA および miRNA の発現量は real-time PCR
法により決定した。分子相互反応はCHIP法、
電子スピン共鳴法などを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞株で FLT3 に対する選択性を確認し
た新規 FLT3 阻害剤について、AML-PDX モデル
において抗腫瘍効果を検討した。ヒト白血病
細胞に対して、従来の FLT3 阻害剤と同等以
上の抗腫瘍活性を示し、耐性変異 FLT3 に対
しても阻害活性を示す化合部をスクリーニ
ングした。 
野生型、ITD 変異、D835 あるいは Y842 点

変異、さらに ITD プラス Quizartinib 耐性変
異にも有効、かつ不可逆的な FLT3 阻害剤と
して FF-10101 を同定した。細胞株や PDX で
は Quizartinib同等あるいはそれ以上に有効
であった。阻害剤処理検体では ex vivo、in 
vivo ともに FLT3 ならびに STAT5 のリン酸化
が抑制されていた。 
新たな FLT3 阻害剤耐性機序として、野生

型 FLT3 を介した FLT3 リガンド（FL）刺激を
同定した。野生型 FLT3 とその下流シグナル
MAPK の抑制が不十分であることが原因と考
えられた。以上より、変異型のみならず野生
型 FLT3 の抑制が FLT3 阻害剤開発に重要であ
ると考えられた。 
(2) MOLM13 細 胞 培 養 液 中 に 100nM の
sunitinib を添加すると STAT3/5 リン酸化低
下が起きて細胞死が誘導されるが、ここに FL 
100ng/mlを添加するとSTAT3のリン酸化が起
こり、細胞死が抑制される（治療耐性化モデ
ル：図 1,2）。これに対して OPB-31121 100 nM
を添加したものでは FL を添加しても STAT3
の活性化は起こらず治療耐性化は起こらな
い（図 1,3）。 
Ph+ALL 3例、 CML-BC T315I変異陽性 1例、

FLT3/ITD 陽性 AML 1 例の PDX モデルを作成し
た。PDX モデルにおいては腫瘍細胞の微小環
境依存性、heterogeneity、細胞株より遅い
腫瘍増殖など細胞株では失われているプラ
イマリ腫瘍細胞の形質が維持されている。こ
のモデルでは従来の抗がん剤のような細胞
周期依存性の作用機序を持ち、増殖速度が早
い細胞を標的にした薬剤は効きにくい可能
性がある。このモデルに対し経口的に

OPB-31121(200〜300mg)を 10〜28日間投与し
著明な腫瘍退縮効果(T/C: 4〜58%)を確認し
た。さらに正常ヒト臍帯血を移植したモデル
も作成し、これに対しても本剤を投与を行い、
正常造血細胞に対する殺細胞効果は軽度で
あることを確認した（表１）。 
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表１ 

 
PDX マウスから採取されるヒト腫瘍細胞（PDX
細胞）は上記のような細胞株では失われたプ
ライマリ細胞の形質を維持しつつ、必要時に
凍結保存ではないフレッシュな細胞を繰り
返し得られる利便性を兼ね備えた細胞であ
る。Ph 陽性 ALL の PDX 細胞を用いて、これを
マウスの骨髄間質細胞細胞株S17と共培養す
ることで体外培養を可能にし、この細胞に対
し薬剤を添加したのちの細胞死を PI 染色陽
性細胞をイメージアナライザーで計測する
ことで殺細胞効果を評価するハイスループ
ットな薬剤スクリーニング系を構築した。こ
のシステムを用いて、東京大学創薬機構から
提供していただいた承認済み薬剤、および薬
理活性既知の薬剤を含む 3440 コンパウンド
からなるライブラリをスクリーニングした。
その結果、細胞株には弱い殺細胞効果しか示
さないがPDX細胞に対し強い殺細胞効果を示
す薬剤として verteporfin を選別した。本剤
は加齢性黄斑変性症に対する治療薬として
保険承認を得ている薬剤である。本剤の作用
機序を調べ本剤が、活性酸素（ROS）の産生
による酸化ストレス増大によりアポトーシ
スを誘導していることを明らかにした。 
(3) 種々のB細胞リンパ腫細胞株を用いた抗
CD20 抗体医薬と免疫調節薬レナリドマイド



との併用効果については、補体依存性細胞傷
害活性、直接細胞死作用ともに抗 CD20 抗体
医薬との併用効果を認めず、CD20 の発現、
CD20 の内在化についても変化を認めなかっ
た。同時に患者由来腫瘍細胞の in vitro に
おける培養系の構築のために、患者由来リン
パ節検体より複数の線維芽細胞株を樹立し、
一部の患者由来腫瘍細胞については、線維芽
細胞株との共培養により、腫瘍細胞を in 
vitro において生存させることが可能であっ
た。既存の薬剤ライブラリーからこれらの共
培養系を用いて有効な薬剤をスクリーニン
グにて抽出し、現在その治療効果、分子機序
について検討している。今後難治性リンパ腫
患者由来腫瘍細胞と抗体医薬との併用効果
の検討についても応用が可能である。さらに
転写因子 SPIB に関しては、びまん性大細胞
型B細胞リンパ腫での発現を免疫染色にて検
討し、SPIB 高発現が独立した予後不良因子と
なり、PI3K-AKT 経路を介して抗アポトーシス
に関与していることを明らかにした。 
(4) 中鎖脂肪酸誘導体（脂質アナログ）によ
る抗がん活性の評価と作用メカニズムの解
明を行った。AIC-47 はヒト CML 細胞株に対し
て1 μM以下の濃度で有意な増殖抑制作用を
示し、その細胞死の形態がオートファジー細
胞死であることを明らかにした。中鎖脂肪酸
誘導体は、抗がん作用の報告がある短鎖・長
鎖脂肪酸と比較してより強い抗がん活性を
示すことが明らかとなった。パルミチン酸は
STAT3 に結合することでオートファジーを誘
導することも報告されているが、AIC-47 は
STAT3 との結合親和性が低く、パルミチン酸
とは標的分子が異なっていることが示唆さ
れた。AIC-47 の標的分子としては PPARγが
最も可能性の高い分子の1つであることが示
唆された。さらにオートファジー細胞死に至
るメカニズムとして、CML のドライバー遺伝
子である BCR-ABL の転写抑制と、がん細胞特
異的なエネルギー代謝機構であるWarburg効
果の破綻が関与していることを見出した。
AIC-47 はこれらのがん細胞特異的に発現し
ている機構を作用点とすることで、がん細胞
のみを選択的に傷害していると考えられた。
また、AIC-47 は BCR-ABL の発現を転写レベル
で抑制し、ATP binding site の構造に依存し
ない作用機序を有することから、点突然変異
によるTKI耐性の克服にも期待できる薬剤で
あると推察された。 
 続いて、AIC-47 と既存薬であるイマチニブ
との作用の違いをエネルギー代謝という観
点から比較した。その結果、両薬剤がともに
Warburg 効果の成立に関与する PTBP1/PKM カ
スケードを破綻させ、がん細胞の主要なエネ
ルギー獲得機構である解糖系を阻害する作
用があることを見出した。この Warburg 効果
の破綻の度合いは、PTBP1 を標的とする
miR-124 の発現の変化量と相関しており、CML
細胞においても Warburg 効果の獲得と
miR-124 の発現に関連性があると考えられた。

また、イマチニブによる強力な殺細胞効果の
一因としてWarburg効果の破綻が関与してい
る可能性が示唆された。さらに、イマチニブ
によるWarburg効果の破綻が代償的な脂肪酸
酸化の活性化を誘導するのに対し、AIC-47 は
Warburg 効果と独立した機構で脂肪酸酸化の
活性化を抑制することを明らかにした。 
 これまでに細胞周期の静止によりTKI非感
受性を示すことが知られていた白血病幹細
胞において、脂肪酸酸化の活性化も耐性獲得
に寄与していることが明らかになり、解糖系
と共に脂肪酸酸化を阻害する治療法が有効
である可能性が示唆された。脂肪酸酸化はエ
ネルギー産生のみならずNADPHの供給源とし
ても機能する。白血病細胞において脂肪酸酸
化から生じたNADPHが細胞の生存維持に働く
ことが報告されている。AIC-47 は過度の ROS
を発生させることで細胞死を誘導すること
を明らかにしたが、その原因の 1つとして解
糖系と共に脂肪酸酸化を阻害することで細
胞内の NADPH が減少し、TCA サイクルから発
生するROSの除去が不十分になっていること
が考えられた。 
新たに見出した AIC-47 の抗がん活性は、

CML のドライバー遺伝子 BCR-ABL の転写抑制
とエネルギー代謝機構の破綻に起因するも
のであり、既存薬である TKI とは全く異なる
作用点を有していることが明らかとなった 
(下図)。これらの作用点からのアプローチに
より、現在の CML 治療で問題となっている耐
性の獲得や白血病幹細胞による再発を克服
できる可能性を有しており、中鎖脂肪酸誘導
体がCMLに対する新規治療薬の有用な創薬シ
ーズとなることを実証した。 
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