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研究成果の概要（和文）：急性白血病の進展には骨髄内での白血病細胞の増殖と骨髄外への細胞浸潤が必要であ
る。
この中で、中枢神経への浸潤は患者予後に悪影響を及ぼすが、その分子機構は充分解明されていない。しかし、
ケモカインに対する異常な遊走反応がその原因の一つであることは報告されている。本研究では、急性骨髄性白
血病患者の予後不良因子として知られるFLT3/ITD変異が、血球細胞をケモカインCXCL12に対して過剰反応させ、
細胞遊走を促進する分子機構を明らかにし、その機構に対する標的治療応用の可能性を解析した。

研究成果の概要（英文）：One of the major indicators of poor prognosis in leukemia patients is 
extramedullary infiltration or dissemination of leukemia cells. In particular, leukemia cell 
infiltration into the central nervous system is one of the major complications negatively 
influencing prognosis. However, little is known about the mechanisms responsible for extramedullary 
dissemination of leukemia cells compared to those responsible for solid tumor metastasis. In the 
present study, we have identified molecular mechanism responsible for the enhanced chemotaxis 
towards chemokine CXCL12 that is induced by the Internal Tandem Duplication mutation of FLT3 gene 
(FLT3/ITD) associated with extremely poor prognosis. We subsequently investigated if antagonizing 
this particular molecular mechanism can be utilized for the treatment to block the unnecessary 
migration of the hematopoietic cells with FLT3/ITD.

研究分野：小児科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
小児、成人に関わらず予後不良である中枢
神経白血病に対しては、脊髄内への抗がん剤
投与や全脳照射が行われる。しかし、これは
侵入した細胞に対する非特異的治療であり、
2 次癌の危険を伴う上に、効果は必ずしも芳
しくない 1。小児に多い T-ALL の CNS 浸潤に
ケモカイン受容体 CCR7 が関わることが唯一
明らかにされた以外は、いずれの白血病でも
CNS への浸潤メカニズムは不明である。した
がって、難治白血病の克服のためには、「白
血病が脳や脊髄などの中枢神経へ浸潤する」
という大変悩ましい課題を克服しなければ
ならない。 
白血病細胞の多くは、CNS 内でも発現するケ
モカイン CXCL12 に対する受容体 CXCR4 を持
ち、CXCL12 に対して遊走する。この点に関し
て私たちは、MLL 白血病や急性骨髄性白血病
にも存在する活性型 Flt3 変異 (FLT3/ITD) 
が、造血細胞の遊走異常と腹部臓器への集積
亢進を引き起こすことを報告した 2。HSC の増
殖や分化に重要なチロシンキナーゼ受容体
「Flt3 遺伝子」に DNA の繰り返し配列が挿入
さ れ る Internal Tandem Duplication
（Flt3/ITD）変異は、小児で 10-15%、成人で
30%と高頻度に見られる 2。 
そ し て FLT3/ITD + 細 胞 内 で は
CXCL12/CXCR4 によって生ずる細胞内情報伝
達経路が正常細胞とは質的に異なることを
見出した。FLT3/ITD が、CXCL12/CXCR4 機能
を修飾し遊走機能を亢進するという事実は、
白血病細胞のCNS浸潤は偶発的なものではな
く、白血病関連分子と CXCL12/CXCR4 シグナ
ルの相互作用を介するプロセスであること
を示唆する。これは固形癌の転移に
CXCL12/CXCR4 が関与し、乳がんでエストロゲ
ン経路が CXCR4 機能に働き、その遊走を制御
する事実と一致する。これらの結果から、私
たちは白血病細胞のCNSへの浸潤は偶発的で
はなく、白血病遺伝子により生ずる能動的プ
ロセスであると推測される。したがって、
CXCL12/CXCR4 に対して細胞が遊走浸潤する
プロセスを阻害することは中枢神経などへ
の白血病細胞浸潤を阻害することに結び付
く。しかし、その分子機構を解明する必要が
ある。 
 
２．研究の目的 
(1)FLT3/ITD + 細胞がケモカイン CXCL12 に反
応した際に特異的に変動するシグナル経路
を同定する。 
(2)その経路の中で FLT3/ITD + 細胞がケモカ
イン CXCL12 に遊走亢進をもたらす責任分子
を同定する 
(3) 上記で同定された分子が過剰な細胞遊
走を阻害できるか検討する 
(4) 逆に CXCL12 が FLT3/ITD シグナルへ及ぼ
す影響を明らかにする 
 
３．研究の方法 

ヒト患者由来の FLT3/ITD 変異または正常
FLT3 を持つプラスミドを強制発現させた造
血細胞株 Ba/F3 をケモカイン CXCL12 で刺激
し、細胞内の遺伝子発現の変化を刺激前後で
mRNA ﾏｲｸﾛアレイを用いて比較した。変化した
遺伝子を機能的に分類し、どのような細胞内
シグナル経路が変動するのかを明らかにし
た。そして、同定された細胞機能の中で過剰
遊走の原因となる分子を同定し、治療応用が
可能かどうかに関して in vitro で検討した。 
 
４．研究成果 
FLT3/ITD 陽性細胞と陰性細胞の CXCL12 に対
する試験管内での遊走を比較すると、
FLT3/ITD 陽性細胞で有意に細胞遊走が上昇
した（図１）。 次に FLT3/ITD によって生ず
る CXCL12 に対する過剰な細胞遊走の原因を
明らかにした。 
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図1 FLT3/ITD陽性細胞のCXCL12に対する細胞遊走
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図2： FLT3/ITD陽性細胞と陰性細胞で
CXCL12刺激後に変動する遺伝子群の機能的分類

leukocyte 
transendothelial

migration

MAPK
pathway

p53 pathway

ubiquitin
mediated 
proteolysis

hypertrophic 
cardiomyopathay

focal 
adhesion

GnRH
signaling 
pathway

purine
metabolism

pyrimidine
metabolism

ARVC

dilated cardiomyopathy

tight 
junctioncircadian 

rhythm

図3： FLT3/ITD陽性細胞特異的に
CXCL12刺激後に変動する遺伝子群の機能的分類



によって変化する遺伝子群を比較するとお
共通して変動する分子と FLT3/ITD 特異的に
変化する分子群、と非存在下特異的に変化す
る分子群に分類できた。これら分子を機能的
に分類すると機能的に異なるグループに分
けられることが明らかになった（図2、図3）。
一方、CXCL12 の細胞上の受容体である CXCR4
の発現は FLT3/ITD 陽性細胞で蛋白量、mRNA
ともに有意に低下していた（図４）。さらに

CXCL12 刺激直後に生ずる細胞内へのカルシ
ウム流入量も FLT3/ITD 陽性細胞では有意に
低下していた。また、通常 CXCL12 刺激直後
から、細胞内の Map-kinase p42/p44 や Creb
分子がリン酸化されるがこれら分子に対す
るリン酸化の程度は FLTT3/ITD 存在下、非存
在下でも変わりなかった（図５）。この結果
は、FLT3/ITD 陽性細胞において CXCL12 によ
って生ずる過剰な細胞遊走反応は CXCL12 シ
グナルの量的な増大によるものではなく、質
的な変化が原因であることを示す。 

 
 CXCL12の刺激を受けた際にFLT3/ITD陽性細
胞に特異的に変動する分子群の一つが Focal 
adhesion 経路であった。この中を構成する分
子の一つが Rho-kinase 1 であり、FLT3/ITD
陰性細胞では CXCL12 刺激によって減少した
のに対して FLT3/ITD 陽性細胞では減少しな
かった（図６）。そこで FLT3/ITD 陽性細胞に
おいて Rho-kinase 1 発現を shRNA によって
発現低下させると、CXCL12 に対する過剰な細
胞遊走が抑制された（図７）。これらの結果
は FLT3/ITD によって生ずる Rho-kinase 1 発
現上昇の結果、CXCL12 に対する細胞遊走が亢
進することを示す。 
 
更に、FLT3/ITD によって生ずる CXCL12 への
過剰な細胞遊走が中枢神経や他の臓器への
細胞浸潤にかかわるとするならば、その過剰

遊走を抑制することが治療方法として用い
ることができるのではないかと考え、 
Rho-kinase 抑制剤を用いて細胞遊走を阻害
できるかどうか検討した。その結果、
Rho-kinase 抑制剤は FLT3/ITD 陽性細胞の
CXCL12 への過剰な細胞遊走を有意に抑制す
ることができた（図８）。これらの結果は、
現在市販され、臨床で血管拡張薬として用い
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図6： FLT3/ITD陽性細胞と陰性細胞で
CXCL12刺激後のRho-kinase-1の発現
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られている Rho-kinase 抑制剤が FLT3/ITD 陽
性白血病の浸潤を抑制する効果があること
を示唆する。 
 
ここまで述べた研究結果は、FLT3/ITD によっ
て生ずるシグナルが CXCL12/CXCR4 シグナル
へ及ぼす影響の解析であった。そこで次に
CXCL12/CXCR4 シグナルが FLT3/ITD シグナル
へ及ぼす影響を解析した。これまでの研究で 
CXCL12 は白血病細胞を細胞死から保護する
役割があると報告されているが、一方で急性
骨髄性白血病細胞の細胞死を誘導するとい
う全く相反する機能も示されている。そこで、
FLT3/ITD 陽性細胞を CXCL12 存在下で 1 週間
培養した。その結果 CXCL12 存在下では
FLT3/ITD 陽性細胞が有意に減少したが、
FLT3/ITD 陰性細胞では変化なかった。さらに
FLT3/ITD によって変化する分子群の一部は
CXCL12 によって発現量が逆転または正常化
した。すなわち、FLT3/ITD によって生ずる遺
伝子発現の異常の一部は CXCL12 刺激によっ
て正常化または逆転することを示す。これは
FLT3/ITD によって生ずる細胞増殖が、CXCL12
に よ っ て 減 少 す る こ と と 一 致 し 、
CXCL12/CXCR4 シグナルの一部は FLT3/ITD シ
グナルを負に制御することを示す。 
 
したがって、これらの研究結果は FLT3/ITD
シグナルと CXCL12/CXCR4 シグナルは相互に
影響を及ぼしあうことを示す。そして、
FLT3/ITD に よって生ずるシグナルは
Rho-kinase を介して CXCL12/CXCR4 シグナル
を活性化し、その抑制は過剰な細胞遊走を阻
害する。したがって、Rho-kinase の阻害剤は
FLT3/ITD 陽性白血病の CXCL12 に対する過剰
遊走を阻害することを通して中枢神経や腹
部臓器への浸潤を解消する可能性がある。ま
た、Rho-kinase は FLT3/ITD 陽性細胞の増殖
も制御しており、その阻害が FLT3/ITD 陽性
細胞の遊走だけでなく、増殖も阻害すること
ができるという点において、有用性がより期
待できる。その阻害薬は肺高血圧症に対して
用いられており、FLT3/ITD 陽性白血病に用い
る有用性を証明したい。 
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