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研究成果の要旨 

 本研究においては、白血病の発症・進展・耐性化における分子・細胞学的な病態を解明するとと

もに、治療標的となりうる分子（群）および標的方法の探索・開発に関する研究を行うことを目的

とした。治療標的分子としては、急性骨髄性白血病（AML）で最も変異頻度の高い FLT3 分子、

t(6;12)(q21;p13)転座より同定した新規融合遺伝子産物 ETV6/FRK、白血病細胞に発現するオーファ

ン G 蛋白質共役型受容体(G-protein coupled receptor; GPCR)、白血病で高発現するテロメラーゼ

などで、これらを標的とした治療法の基礎研究ならびに造血器特異的腫瘍抑制遺伝子 SHIP の発現解

析を行った。一方、臨床研究として日本成人白血病研究グループ（JALSG）との共同で、AML におけ

る予後因子の解析を行うとともに、フィラデルフィア（Ph）染色体陽性急性リンパ性白血病に対す

る、Abl キナーゼ阻害剤併用化学療法の有効性と安全性を検討した。 
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総括研究報告 

 

１ 研究目的 

 化学療法や造血幹細胞移植の進歩によって、60歳未満

の成人急性白血病における5年生存率は30％を達成した

が、わが国あるいは欧米での大規模臨床研究によればこ

の 10年以上、その成績は改善していない。また、増加し

つつある高齢者白血病の成績は未だに不良である。一方、

この 20 年間に白血病の分子病態と多様性が明らかにな

ってきた。さらに急性前骨髄球性白血病に対するオール 

                           

 

分担研究課題 

白血病シグナル伝達を標的とした治療法の開発と研究の総括

の研究 

造血器特異的腫瘍抑制遺伝子 SHIP の発現制御 

 

白血病の分子機構の解明と診断・治療への応用の研究 

白血病予後因子におけるミエロペルオキシダーゼの意義 

造血器腫瘍におけるオーファン G蛋白質共役型受容体の検討 

テロメラーゼを標的とした難治性白血病の分子標的療法の開発 

imatinib 投与中の慢性骨髄性白血病における BCR-ABL の発現

量の推移と薬剤耐性の発症に関する解析 

 

 

 

 

トランスレチノイン酸あるいは慢性骨髄性白血病に対す

る Abl キナーゼ阻害剤はいずれも白血病の原因分子を標

的とした治療法であり、臨床成績を飛躍的に向上させる

こともわかってきた。これらのことは、白血病の分子病

態に基づく新しい薬剤開発が、白血病治療のブレイクス

ルーを生むであろうことを示唆する。本研究においては、

白血病の発症・進展・耐性化における分子・細胞学的な
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病態を解明するとともに、治療標的となりうる分子（群）

および標的方法の探索・開発に関する前臨床研究を行う

ことを第一の目的とした。また日本成人白血病研究グル

ープ（JALSG）との共同で、分子病態の臨床的意義の研究

ならびに白血病の治療に関する臨床研究（とりわけ第 II

相試験）を推進することを第二の目的とした。 

 

２ 研究成果 

１）受容体型チロシンキナーゼ FLT3 に関する研究 

ヒト急性骨髄性白血病（AML）において高頻度にドミナン

ト型変異が認められる受容体型チロシンキナーゼ FLT3

を標的分子として、活性化メカニズム、腫瘍の発生・進

展への関与機構を分子レベルで解明すると同時に、これ

らの機能を阻害する小化合物の探索を探索した。 

 FLT3 遺伝子変異により、FLT3 分子は恒常的に活性化し、

その下流の MAPK、STAT5、PI3K などのシグナル伝達分子

を恒常的に活性化していた。抗アポトーシス機構につい

て解析し、変異 FLT3 により特異的に活性化される抗アポ

トーシス分子を検討したところ、STAT5 下流の BCL-XL が

同定された。BCL-XL に対するアンチセンスオリゴヌクレ

オチド処理により変異 FLT3 発現細胞の増殖が抑制され

たことから、変異 FLT3 の抗アポトーシス機構には STAT5

から BCL-XL へのシグナル伝達が重要と考えられ、これら

の分子も治療上の標的候補であることが示された。 

 従来、FLT3 キナーゼ阻害剤の開発は活性化している変

異 FLT3 キナーゼを標的として進められてきた。しかし、

最近一部の白血病細胞において FLT3 遺伝子の発現亢進

が確認された。そこで、AML における FLT3 遺伝子発現量

の意義と阻害剤の適応の可能性について明らかにするた

めに、181 例の AML 細胞における FLT3 遺伝子発現量を

real time PCR 法を用いて定量化した。AML 細胞における

FLT3 遺伝子発現量は正常細胞に比較して有意に高く、特

に FLT3 遺伝子変異を有する細胞に高い傾向を認めた。ま

た、FLT3遺伝子変異を持たないAML細胞においても、FLT3

遺伝子を強発現する症例が存在し、その産物は恒常的に

活性化を示すとともに、FLT3 阻害剤への感受性を示すこ

とを確認し、FLT3 遺伝子の高発現は FLT3 遺伝子異常を

伴わない AML 例における予後不良因子であることを明ら

かにした。したがって、FLT3 阻害剤の適応疾患は必ずし

も FLT3 遺伝子変異を伴う症例に限られるものではなく、

FLT3 遺伝子の高発現例や FLT3 分子の活性化を示す症例

にも拡大可能であることを示した。 

 活性型 FLT3 を有する細胞株を用いて、FLT3 阻害剤の

ハイスループットスクリーニングを行い、複数の阻害剤

を得ることができた。これらの化合物について、構造と

しての新規性、キナーゼ阻害剤としてのスペクトラム、

点突然変異 FLT3 に対する感受性、AGP 結合性によって、

数種の化合物に限定して、マウス FLT3 白血病モデルでの

有効性・毒性試験を行い、これらの化合物がこれまで発

表された阻害剤よりも有望であることが示された。 

２)白血病に認められた t(6;12)(q21;p13)転座が形成す

る ETV6/FRK 融合蛋白の機能解析 

ETV6/FRK は t(6;12)(q21;p13)転座を有する急性白血

病細胞から我々が同定したETV6とFRKとの新規融合遺伝

子である。これは、Src ファミリーのチロシンキナーゼ

をコードする FRK がヒト悪性腫瘍で構造変化を受ける異

常として初めての報告例であるが、今回、融合蛋白

ETV6/FRK の機能解析を行った。ETV6/FRK においては、

ETV6 の PNT ドメイン、FRK の SH2 ドメインの一部, キナ

ーゼドメインが in-frame に融合している。まず、

ETV6/FRK のキナーゼ活性の異常について検討した。HeLa

細胞で強制発現させた蛋白を用いて、in vitro kinase 

assay、4G10 Blot 法により、チロシンリン酸化の程度を

調べたところ、wild type の FRK に比べ、ETV6/FRK は極

めて強い自己リン酸化を受けていた。さらに、外来基質

として Histone H2B, H4 を加えて in vitro kinase assay

を行ったところ、ETV6/FRK は wild type の FRK に比べ両

者をより強くリン酸化した。ETV6/FRK は、NIH3T3 細胞の

コロニー形成能を促進するとともに、Ba/F3 細胞の IL-3

非依存的な増殖を支持した。これに対し、ATP 結合部位

の Lysine を Arginine に置換し、キナーゼ活性を欠如し

た ETV6/FRK(K262R) 変異体では、NIH3T3 細胞のコロニー

形成の促進、および、Ba/F3 細胞における IL-3 非依存性

増殖を認めなかった。これらのことから、ETV6/FRK によ

る形質転換にはキナーゼ活性が必須であることが示され

た。一方、ETV6/FRK が ETV6 の転写抑制能に及ぼす影響

について、HeLa 細胞を用いて EBS(Ets binding site)を

含むプロモーターをレポーターとするルシフェラーゼア

ッセイにより検討したところ、ETV6/FRK は容量依存性に

ETV6のEBSプロモーターに対する転写抑制能を阻害する

ことが示された。以上より、ETV6/FRK は、(1)チロシン

キナーゼ活性の異常、(2)癌抑制機能を有するとされてい

る ETV6 の機能の dominant negative な制御、という dual

なメカニズムから白血病発症に関わっている可能性が示

唆された。 

３）造血器特異的腫瘍抑制遺伝子 SHIP の発現制御 

 SHIP は各種サイトカインによる PI3K/AKT シグナル伝

達経路の制御に関わり一部の白血病において機能欠失変
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異が認められ、腫瘍抑制遺伝子として位置付けられる。

抗癌剤感受性にも関与する SHIP は白血病治療の分子標

的として有望であり、その発現制御機構を解析した。 

 まず 5’RACE 法により転写開始点の同定を行った。Gene 

Specific Primer で RT-PCR/TA-cloning の後 5’末の塩

基配列を決定した。２箇所の転写開始領域があり、各々

複数の転写開始点があった。これは骨髄系細胞の分化抗

原遺伝子に比較的よくみられる特徴であった。 

 次に内在性 SHIP を発現している U937 細胞で遺伝子発

現に必要なシスエレメントを調べたところ近位

promoterの転写開始点上流250bp以内に強い活性がみら

れた。非造血細胞においては活性がまったくみられず、

組織特異的なシスエレメントであることが分かった。

Promoter 領域の 5’ deletion と Linker Scanning によ

って、主要な下流転写開始点に対して-60/-50 および

-10/+0 の２箇所に特異的なシスエレメントを同定した。

塩基配列上 ets family 転写因子である PU.1 のコンセン

サス配列が認められたため、それぞれ EMSA を行い

CompetitionとSupershiftによって結合の特異性を確認

した。U937 におけるレポーターアッセイでは、２箇所の

変異導入によってプロモーター活性が全く失われた。 

 白血病細胞パネルを用いた PU.1 と SHIP の発現プロフ

ァイルには強い相関があった。特に内在性 PU.1 の発現の

ないHL-60亜株は野生型HL-60に比べてSHIP発現量は著

明に低下していた一方、外来性 PU.1 の強制発現により

SHIP 発現の回復が認められた。さらに U937 に

dominant-negative PU.1 を強制発現させると、内在性

SHIP の発現は著明に低下した。以上のことから、SHIP

の発現制御には PU.1 が重要であることが示された。PU.1

は白血病において変異あるいは量的な減少が認められる

例があり発症と同時にSHIP発現低下を介したAkt経路の

活性化とそれに引き続く抗がん剤耐性に関与する可能性

がある。 

４）オーファン G蛋白質共役型受容体の検討 

 細胞情報伝達機構において、G 蛋白質共役型受容体

(G-protein coupled receptor; GPCR)は、ホルモン等の

多くの生理活性物質の細胞内情報伝達に関与しており、

多くの医薬品も GPCR を標的とし、その対象疾患も多岐に

わたっている。GPCR は細胞膜を７回繰り返して貫通する、

特徴的な疎水性アミノ酸クラスターという共通構造を持

つため、ゲノム DNA 等の配列解析から直接 GPCR 遺伝子を

見つけだす事が可能である。また、これらの多くはリガ

ンドが不明なオーファン GPCR であり、その細胞情報伝達

における役割も不明である。従って、オーファン GPCR

の研究は様々な生理現象の調節機構の解明に重要である

と考えられる。 

 我々はゲノム情報に基づき、ヒト第３番染色体短腕

(3p21.3)にクラスターを形成し、GPCR に属している CC-

ケモカインレセプター(CCR1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, CCBP2, 

CCRL2)に注目した。その中で、CCBP2(chemokine (C-C 

motif) binding protein 2)及び CCRL2(chemokine (C-C 

motif)receptor-like 2)についてのリガンドは不明であ

り、その機能についてもよく解明されていない。本研究

では造血器腫瘍におけるオーファン GPCR である CCBP2

と CCRL2 の細胞情報伝達における役割を検討した。 

これまでの研究経過において、CCBP2 及び CCRL2 遺伝子

のクローニングを行い、ヒト腎芽細胞株 293 細胞と白血

病細胞株 K562、U937、CEM 細胞へ遺伝子導入を行った。

遺伝子導入のみにおいて各種遺伝子導入細胞には細胞毒

性や形態学的変化は認められなかった。CCBP2 及び CCRL2

遺伝について、プラスミド内に siRNA を組み込んだベク

ターを作製し、K562、U937、CEM 細胞に遺伝子導入を行

い、各々の遺伝子発現を抑制した結果、細胞情報伝達分

子の ERK1/2 及び MEK1/2 蛋白の脱リン酸化が認めら

れ,CCBP2 と CCRL2 が白血病において ERK1/2、MEK1/2 を

介する signal pathway の存在が予想された。 

 以上のことから、CCBP2 と CCRL2 は新たな分子標的治

療薬につながる可能性があると考えられる。今後、CCBP2

或いは CCRL2 からのシグナル伝達経路を明らかにし、内

因性のものを含めたリガンド探索も同時におこなってい

く予定である。 

５）テロメラーゼを標的とした治療法の開発 

テロメラーゼはほとんどの正常体細胞では活性が極め

て低く、多くの造血器腫瘍で活性が報告されている。従

って、テロメラーゼは造血器腫瘍を含めた悪性腫瘍に対

する治療を行う上で標的分子の可能性がある。

Telomestatin はテロメラーゼ阻害活性を有する放線菌

Streptomyces anulatus が産生する天然活性物質である

が、培養細胞株や新鮮白血病細胞に対して、アポトーシ

ス誘導細胞の増加とテロメア長の短縮を起こした。U937

細胞株のヌードマウス移植モデルに対して、

telomestatin 15mg/kg、週２回腹腔内投与にて投与後、

day15 にて抗腫瘍効果が認められた。Primary leukemia 

cell を用いた場合、サブテロメア領域を含めた TRF がわ

ずか 10 日間で 7 kb も短縮することから telomestatin

によるテロメア短縮にはただ単にテロメラーゼ阻害効果

以外にサブテロメア切断によるテロメア短縮機構が関与

していることが推察された。これまでテロメラーゼ活性
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の阻害後、腫瘍細胞が最終的にテロメア機能を失うまで

には長い期間がかかることが予想され、またテロメラー

ゼに依存しないテロメアの維持機構の存在が証明されて

いるため、テロメラーゼを阻害しても完全に癌細胞がテ

ロメア機能を失うかは不明であった。しかし、

telomestatin は即効性を有するテロメラーゼ阻害剤と

して期待できることが明らかとなった。 

６）AML における予後因子の解析 

JALSG AML87,89,92 プロトコールに登録された症例で

病型中央診断がなされ、MPO 陽性率が確定し、さらに FLT3 

ITD の有無が判明している症例を用いて両者の予後因子

としての関連を検討した。さらに、染色体群も確定して

いる症例を対象に生存率を用いた予後因子多変量解析を

行った。いずれの解析も全生存率をエンドポイントとし

て解析した。AML87,89,92 プロトコール登録症例のうち

170 例で FLT3 ITD の有無について検討されており、これ

らの症例に対して ITD(+)症例と ITD(-)症例での生存曲

線を図 1に示す。Log-Rank test にて p=0.041 で有意差

を持って FLT3 ITD(-)例の予後が勝っていた。白血病芽

球の 50％以上で MPO 陽性の例を MPO 陽性高率群 

(MPO-high)とした。50％未満の低率群(MPO-low)と生存率

を比較した。両者には Log-Rank test にて p=0.002 で有

意差がみられ、高率群が有意に予後良好であった。FLT3 

ITF の有無と MPO によるグループの、予後に対する関係

を検討するためにその両者が調べられている 158 例を用

いて解析を行った。この解析では ITD(-)/MPO-high のみ

が生存率がよく、他のグループはいずれも低下した。

ITD(+)/MPO-high の症例は、ITD(-)/MPO-high より明らか

に生存率は悪く、ITD の影響があると考えられた。

MPO-low のグループでは ITD の有無によって生存期間に

相違は認められなかった予後因子としての独立性を検討

するために、上記症例の中から（1）染色体核型による予

後群、（2）FLT3 ITD、（3）MPO の全てが調べられている

69例を対象に多変量解析を行った。その結果、MPOとFLT3 

ITD を用いたグループ、染色体群、初診時 PSが独立した

因子として挙がってきた。 

７）Ph陽性 ALL に対するイマチニブ併用試験 

フィラデルフィア染色体（Ph）陽性急性リンパ性白血

病（ALL）は、成人 ALL の 30％を占め、極めて強い予後

不良因子となることが知られている。完全寛解率は

50-80％に得られるが、寛解持続期間は短く、第一寛解期

に同種移植を行った症例でのみ、長期生存が得られてい

る。Abl 阻害剤イマチニブの未治療 Ph陽性 ALL に対する

化学療法との併用報告はまだ少なく、その安全性・有効

性を調べる目的で ALL202 研究を JALSG 施設にて行った。

患者は未治療成人 ALL で、登録後 Multiplex real-time 

PCR にて、キメラ遺伝子のスクリーニングを行い、

BCR-ABL 陽性であれば、化学療法にイマチニブをを併用

した。2003 年 8 月までに登録された 24 例での観察期間

中央値は 5.5 ヶ月であった。24 例中 23 例が 1 コースの

寛解導入療法で寛解となり、寛解率は 96%に達した。こ

れは先だって発表された ALL93 試験の 51%を大きく上回

っている。寛解となった 23例のうち再発が 2例に認めら

れた。寛解導入が成功しなかった 1例は治療開始 10日目

に肺出血が原因で死亡した。寛解導入療法開始 28日目、

63 日目の時点においてそれぞれ 18例、20例の骨髄検体

を用いて BCR-ABL 遺伝子の定量が行われたが、BCR-ABL

が検出されない分子学的寛解が 5例（28%）、10 例（50%）

に認められた。観察期間中に 18例（78%）もの症例にお

いて分子学的寛解が得られた。観察期間中 9例に同種造

血幹細胞移植（HSCT）が施行され、うち 8例は第一寛解

期に移植が行われた。化学療法とイマチニブの併用によ

る寛解導入療法中の重篤な副作用は化学療法単独の治療

とほとんど変わりなかった。 

 

３ 倫理面への配慮 

 臨床試験計画は、すべて倫理的、科学的および医学的

妥当性の観点から、参加施設それぞれの IRB によって審

査され、その承認を得ることを条件とした。臨床検体を

用いた研究については、インフォームドコンセントを得

たうえで連結可能匿名化を行い、特に遺伝子解析研究に

ついては「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指

針」を遵守し、各施設の倫理委員会の承認を得て行った。 
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