
 

2018年度 

 

博士学位論文 

 

 

BCL2阻害剤 (ABT-199) と JNK阻害剤 (SP600125) が 

イマチニブ耐性 Ph+ ALL細胞に対して示す 

相乗的な殺細胞効果 

 

 

 

 

中部大学大学院 

生命健康科学研究科 生命医科学専攻 

 

井上 千聖 



1 

 

目次 

第一章 緒言        2 

第二章 実験方法       4 

第一節 細胞株 

第二節 試薬 

第三節 生細胞数測定 

第四節 ウェスタンブロット 

第五節 Isobologram 解析 

第六節 統計解析 

第三章 実験結果       9 

  第一節 NphA2/STIR 細胞の特性解析 

  第二節 細胞内シグナル経路の解析 

  第三節 BCL2 ファミリー阻害剤の効果 

  第四節 ABT-199、IMT および SP600125 の併用効果 

第四章 考察        42 

参考文献        47 

謝辞         57 

 



2 

 

第一章 緒言 

急性リンパ性白血病 (acute lymphoblastic leukemia: ALL) は、骨髄、末梢血および 

その他の臓器における未熟なリンパ系細胞の増殖に起因する疾患である  [1] 。ALL は 

小児に多く発症し、小児白血病の約 80%を占めるが、成人白血病において ALL の   

割合は 20%程度である。また、小児 ALL は約 80%に長期の生存が認められる一方で、

成人 ALL は治癒率が 30～40%と低く、予後不良である  [1, 2] 。t(9; 22) の染色体       

相互転座 (フィラデルフィア染色体  [Philadelphia: Ph] ）による BCR-ABL 融合     

遺伝子を有する ALL は、すべての ALL の中で最も予後が悪い [3] 。Ph の異常は小児

ALL では 3%とまれだが、成人 ALL は 25%以上であり、高齢者においては 50%に     

達する [4] 。これら白血病細胞の大部分は当初は通常の化学療法薬に感受性を示すが、

完全寛解は長期間持続できない  [2, 4] 。分子標的薬が導入される以前は、強力な化学    

療法を行っても寛解状態が続くのは Ph+ ALL 患者の 30%以下だった [5] 。さらに、    

同種幹細胞移植は Ph+ ALL の治療に有効だが、長期の全生存率はいまだ満足すべき 

ものではない [6] 。 

BCR-ABL 融合遺伝子は、Ph+ ALL と慢性骨髄性白血病 (chronic myeloid leukemia: 

CML) において、重要な発がん因子として働くチロシンキナーゼをコードする。この

BCR-ABL に特異的なチロシンキナーゼ阻害剤 (tyrosine kinase inhibitors: TKIs) の 

登場は、これら疾患の治療法を劇的に変えた [7, 8] 。第 1 世代の TKI 治療薬である   



3 

 

イマチニブ（imatinib: IMT）は、安全で疾患関連死がなく、血液学的完全寛解ならびに

細胞遺伝学的基準でも有効である。したがって、TKIs はこれら疾患（Ph+ ALL、    

CML）の第一選択薬になった。 

 このように有効な TKIs による治療にも関わらず、これら疾患はよく再発して   

くる [9] 。再発の原因の 1 つには、BCR-ABL の point mutation (T315I を含む) または

compound mutation が挙げられる。IMT よりも、さらに効能のある新規 TKIs (第 2  

世代、第 3 世代と続く TKIs) が治療に導入されつつある。しかしながら、第 3 世代の

TKIs に対して耐性を獲得したという症例がすでに報告されている  [10] 。また、       

このような耐性の報告に加えて、第 3 世代の TKI は少なからぬ頻度で深刻な血管     

障害も引き起こすことが分かってきている [11] 。 

 本研究は、Ph+ ALL 細胞株である NphA2 細胞 [12] と Ph+ bi-phenotypic AL       

細 胞 株 である MR87 細 胞  [13] な ら び に 、親株より樹立した IMT 耐性である

NphA2/STIR 細胞および MR87/STIR 細胞を使用してその IMT 耐性について調べた。

NphA2/STIR 細胞株は、BCR-ABL のキナーゼドメインに変異を持たず、phosphorylated 

ABL の増加を示さないことがすでに論文で示されている [12] 。本研究では、これらの

細胞株を用いて、いくつかの重要な細胞内シグナル経路およびアポトーシス経路に  

焦点をあてて、BCR-ABL 非依存的な IMT 耐性のメカニズムについての解析を行った。 

  



4 

 

第二章 実験方法 

第一節 細胞株 

 本研究には表-1 に示す細胞株を使用した。IMT 耐性である MR87/STIR 細胞は、

MR87 細胞 [13] の培養液に IMT を添加し、その濃度を徐々に上げていくことにより 

樹立した。 

表-1 使用した細胞株 

 

 

第二節 試薬 

 Imatinib (IMT) 、nirotinib (NRT) 、dasatinib (DST) は、富士フィルム和光純薬  

株式会社より購入した。細胞内シグナル経路阻害剤である U0126、LY294002、SB203580、

SP600125 は、Calbiochem より購入した。BCL2 阻害剤の ABT-199 (venetoclax) 、  

汎 BCL2 フ ァ ミ リ ー 阻 害 剤 の ABT-263 (navitoclax) お よ び MCL-1 阻 害 剤 の    

A-1210477 は 、 Abcam よ り 購 入 し た 。 MCL-1 阻 害 剤 の marinopyrrole A   

(maritoclax) は ChemScene より購入した。JNK 阻害剤の JNK-IN-8 および抗がん剤の
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daunorubicin (DNR) 、cisplatin (Cisp) 、cytarabine (AraC) 、etoposide (ETOP) 、

paclitaxel (PTX) 、vincristine (VCR) 、camptothecin (CPT) は Sigma より購入した。 

 

第三節 生細胞数測定 

 ほ と ん ど の 場 合 、 24 穴 プ レ ー ト  (Thermo Fisher Scientific) に 1 穴 あ た り  

2105/mL になるように細胞数を調製後、結果で示した各濃度の試薬を培養液に添加し、

5% CO2、37℃環境のインキュベーター (CO2 INCUBATOR、SANYO) 内で培養した。    

生細胞数の計測は、トリパンブルー染色により行った。 

 

第四節 ウェスタンブロット 

各種細胞を回収後、超音波により細胞を破砕した。95℃、5 分間の heat denature   

後に、15,000rpm、10 分間の遠心をして上清をサンプルとした。このサンプルを、  

BCA 法によりタンパク濃度を測定し、サンプルバッファーで 2g/L になるように  

調整した。ここに、BPB および 2-メルカプトエタノールを追加してウェスタン    

ブロット用のサンプルとした。 

電気泳動には、スーパーセップ TM エース、5-20% 17 well gel plate (富士フィルム  

和光純薬株式会社) を使用した。1 ウェルあたり、5L のプロテインマーカー (Bio- 

Rad) と 10L (20g) のサンプルをアプライした。パワーサプライ (PowerPac 300、   
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Bio-Rad) を 50ｍA (constant A) 、300V に設定し、60 分間の電気泳動を行った。PVDF     

メンブレンを 100% メタノールで 5 分間の振とう後、トランスファーバッファーで  

平衡化した。電気泳動の終了後にゲルを取り出して、濾紙およびメンブレンではさんで

ブロッティング装置 (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell、Bio-Rad) にセットした。

パワーサプライを 16V (constant V) 、300ｍA に設定し、40 分間のブロッティングを

行った。ブロッティング後、3% スキムミルクまたは 0.1% BSA 中にメンブレンを浸し、

室温で 60 分間のブロッキングを行った。ブロッキング後、1 次抗体を反応させた。   

本研究に使用した 1 次抗体は表-2 に示した。1 次抗体の反応後、PBS-T で洗浄を   

行 っ た 後 に 2 次 抗 体  (HRP-linked Antibody 、 Cell Signaling Technology) を     

反応させた。2 次抗体の反応後、PBS-T で洗浄した。メンブレンを ECL Select Western 

Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) の基質に浸した後、検出に ATTO Cooled 

CCD Camera System Light-Capture (アトー株式会社) を使用した。 
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表-2 使用した 1 次抗体 
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第五節 Isobologram 

 Isobologram は、薬物の併用効果を評価する方法である。併用効果を評価したい   

各薬剤単独の IC50 をつなぐ直線を作成する (Fig. 1) 。種々の濃度の 2 つの薬剤の  

併用による IC50 を測定し、グラフにプロットしてつないだ曲線が、この直線上に   

あれば相加効果、直線より左へシフトすれば相乗効果、逆に右へシフトすれば拮抗  

効果と評価する [16] 。 

 

Fig. 1 Isobologram による薬物併用効果の評価 

 

第六節 統計解析 

 統計解析は、Student’s t-test または one-way ANOVA with Tukey’s test for multiple 

comparisons を行った。すべての統計解析は GraphPad Prism 6 (MDF) を使用した。 
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第三章 実験結果 

第一節 NphA2/STIR 細胞の特性解析 

 共同研究者の先行研究において、NphA2/STIR の IMT 耐性は BCR-ABL 非依存的で

あること、そして RAS/MAPK 経路に依存していることが示された [12] 。そこで、

NphA2/STIR 細胞が IMT 以外の BCR-ABL 特異的 TKI にも耐性を示すのか検討した。

生細胞数の測定により、BCR-ABL 特異的 TKIs (IMT、NRT、DST) はすべて、    

親株である NphA2 細胞の増殖を阻害する効果があることを確認した (Fig. 2A) 。  

一方で、NphA2/STIR 細胞は IMT と同様に NRT、DST にも耐性を示した (Fig. 2B) 。

次に、NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞への IMT 添加によるアポトーシス関連  

タンパク質、および細胞周期関連タンパク質の発現をウェスタンブロットにより   

解析した。NphA2 細胞では IMT 添加後の 2 日から 4 日にかけて PCNA の発現が   

減少し、cleaved PARP と cleaved Caspase3 が増加した (Fig. 3) 。これは、IMT が培養

2 日から 4 日の間で徐々にアポトーシスを誘導していることを示す。細胞周期調節  

因子である p15 および p27 の発現は、NphA2 細胞において IMT 添加により増加した。

NphA2/STIR 細胞ではいずれのタンパク質でも発現量に経時的な変化は見られ   

なかった。したがって、NphA2 細胞において、IMT 添加による p15 および p27 の   

関与が示唆され、TKI により細胞周期の進行が阻止され、細胞生存性が減少したと考え

られる。細胞周期調節因子の p16 はいずれの細胞においても検出されなかった。 
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 次に、NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞への従来の抗がん剤の効果についても 

検討を行った。これら 2 つの細胞株はともに同じような感受性パターンを示したが、

NphA2 細胞に比べて NphA2/STIR 細胞は daunorubicin (DNR) 、paclitaxel (PTX) 、

camptothecin (CPT) においてわずかに抵抗性が強かった (Fig. 4) 。NphA2/STIR  

細胞の TKI 耐性がおおむね BCR-ABL TKIs 特異的であることが示唆された。 

 MR87 細胞 [13] および培養液中の IMT 濃度を徐々に上げていくことにより樹立した

MR87/STIR 細胞における TKIs の効果を生細胞数の測定により確認したところ、予想

通り MR87/STIR 細胞は IMT、NRT、DST のすべてに耐性を示した (Fig. 5A) 。   

さらに、CML 由来赤白血病細胞株である K562 細胞と、daunorubicin (DNR) 耐性の

K562/DNR 細胞についても同様に検討した。K562 細胞と K562/DNR 細胞は 3 つの

TKIs すべてに対して感受性であった (Fig. 5B) 。これらの結果は、NphA2/STIR 細胞

または MR87/STIR 細胞の IMT 耐性メカニズムと、K562/DNR 細胞の DNR 耐性の 

メカニズムが異なっていることを示唆する。 
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Fig. 2 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞における TKIs の効果 

 BCR-ABL 特異的 TKIs (IMT、NRT、DST) をグラフに示す各濃度  (M) で    

培養液に添加し、NphA2 細胞と NphA2/STIR 細胞の生細胞数を測定した。細胞は

2105/mL でプレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。 

実験は 3 重測定で実施した。NphA2 細胞では、すべての TKIs に感受性を示し、細胞の

増殖が抑えられた  (A) 。一方で、NphA2/STIR 細胞では IMT と同様に NRT、   

DST にも耐性を示した (B) 。 
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Fig. 3 IMT 添加によるアポトーシスおよび細胞周期関連タンパク質の 

発現解析 

 NphA2 細胞と NphA2/STIR 細胞の培養液に 10M の IMT を添加し、1 日後 (D1) 、

2 日後 (D2) 、4 日後 (D4) に細胞を回収した。ウェスタンブロットにより PCNA、

cleaved Caspase3、cleaved PARP、p15、p21、p27 の発現解析を行った。NphA2     

細胞では、D1 から D4 にかけて PCNA の発現が減少し、cleaved Caspase3 と cleaved 

PARP が増加した。また、p15 および p27 も増加した。一方で、NphA2/STIR 細胞では

発現量に顕著な経時的変化は見られなかった。 
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Fig. 4 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞における抗がん剤の効果 

 各種抗がん剤をグラフに示す各濃度  (M) で培養液に添加し、NphA2 細胞と

NphA2/STIR 細胞の生細胞数を測定した。細胞は 3105/mL でプレートにまき、    

2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重測定で実施した。

NphA2 細 胞 と NphA2/STIR 細 胞 は 同 じ よ う な 感 受 性 パ タ ー ン を 示 し た が 、

NphA2/STIR 細 胞 は daunorubicin (DNR) 、 paclitaxel (PTX) 、 camptothecin   

(CPT) で NphA2 細胞よりもわずかに抵抗性が強かった。  
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Fig. 5 MR87 細胞系および K562 細胞系における TKIs の効果 

 IMT、NRT、DST をグラフに示す各濃度 (M) で培養液に添加し、MR87 細胞、

MR87/STIR 細胞および K562 細胞、K562/DNR 細胞の生細胞数を測定した。細胞は

2105/mL でプレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した  (mean±SD) 。

実験は 3 重測定で実施した。MR87/STIR 細胞はすべての TKIs に耐性を示した (A) 。

K562 細胞および K562/DNR 細胞は、すべての TKIs に対して感受性を示した (B) 。 
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第二節 細胞内シグナル経路の解析 

 細胞内シグナル経路についての検討を行った。まず、NphA2 細胞、NphA2/STIR  

細胞および K562 細胞、K562/DNR 細胞における細胞内シグナル経路タンパク質の  

発現をウェスタンブロットにより解析した。ERK は NphA2/STIR 細胞において   

より強く活性化することが共同研究者の M. Suzuki らにより示されている [12] 。   

本実験においても、NphA2 細胞と比べて NphA2/STIR 細胞で phosphorylated ERK  

(p-ERK) の発現が強かった  (Fig. 6) 。さらに、phosphorylated JNK (p-JNK) も

NphA2/STIR 細胞で発現が強かった。p-AKT は NphA2/STIR 細胞と比べて NphA2 

細胞でわずかに強い発現が見られるが、AKT の活性化はこれら細胞の生存に影響を 

与えないことが分かっている [12] 。NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞への細胞内 

シグナル経路阻害剤の効果を生細胞数の測定により確認したところ、ERK 阻害剤の

U0126 は、NphA2 細胞よりも NphA2/STIR 細胞の増殖を阻害した  (Fig. 7) 。    

興味深いことに、JNK 阻害剤の SP600125 は細胞の増殖を阻害するだけではなく、

NphA2 細胞、NphA2/STIR 細胞および K562 細胞、K562/DNR 細胞の生細胞数を   

初期の播種濃度より減少させた。すなわち、SP600125 の添加によりこれら細胞の   

細胞死が誘導された (Fig. 7、Fig. 8) 。続いて、NphA2 細胞および NphA2/STIR    

細胞への SP600125 添加によるアポトーシス関連タンパク質の発現をウェスタン  

ブロットにより解析した。SP600125 (20M) による、JNK のターゲットである    
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c-Jun のリン酸化の減少は、NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞で認められた   

(Fig. 9) 。同じく、SP600125 添加により cleaved PARP と cleaved Caspase3 の発現  

増加が見られた。これらの結果より、アポトーシスの誘導が示唆された。さらに、   

より特異性が高い新規 JNK 阻害剤である JNK-IN-8 [18] の効果を生細胞数の測定に  

より確認したところ、NphA2/STIR 細胞に対して SP600125 と同じような細胞毒性が

あることが分かった (Fig. 10) 。 

次に、JNK が BCR-ABL の下流に位置しているかについて検討した。NphA2    

細胞への IMT 添加により、時間依存的に活性化 JNK である p-JNK の発現が     

抑えられることをウェスタンブロットにより示した (Fig. 11) 。続いて、MR87 細胞、

MR87/STIR 細胞および K562 細胞、K562/DNR 細胞における細胞内シグナル経路  

タ ン パ ク 質 の 発 現をウ ェ ス タ ン ブ ロ ットに よ り 解 析 し た 。 MR87 細 胞お よ び

MR87/STIR 細胞の発現パターンはおおむね よく似ているが、 MR87 細胞では    

p-ERK の発現が高く、MR87/STIR 細胞では低かった (Fig. 12) 。さらに、MR87 細胞

お よ び MR87/STIR 細 胞 へ の 細 胞 内 シ グ ナ ル 経 路 阻 害 剤 の 効 果 を 生 細 胞 数の    

測定により確認したところ、両細胞とも SP600125 に感受性を示した (Fig. 13) 。 
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Fig. 6 NphA2 細胞系および K562 細胞系における 

細胞内シグナル経路タンパク質の発現解析 

 NphA2 細胞、NphA2/STIR 細胞および K562 細胞、K562/DNR 細胞における細胞内

シグナル経路タンパク質の発現をウェスタンブロットにより解析した。NphA2 細胞と

比べて、NphA2/STIR 細胞において P-ERK および P-JNK の強い発現が見られた   

(白点) 。 
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Fig. 7 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞における 

細胞内シグナル経路阻害剤の効果 

 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞の培養液に、U0126 (ERK 阻害剤、10M) 、

LY294002 (AKT 阻害剤、10M) 、SB203580 (p38 阻害剤、25M) 、SP600125 (JNK

阻害剤、10M または 20M) を添加し、生細胞数を測定した。細胞は 2105/mL で  

プレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した(mean±SD)。実験は 3 重   

測定で実施した。U0126 は、NphA2 細胞よりも NphA2/STIR 細胞の増殖を抑制した。

SP600125 は、単に NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞の増殖を抑制するだけでは 

なく、生細胞数を濃度依存的に減少させた。 
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Fig. 8 K562 細胞および K562/DNR 細胞における 

細胞内シグナル経路阻害剤の効果 

 K562 細胞および K562/DNR 細胞の培養液に、U0126 (10M) 、LY294002 (10M) 、

SB203580 (25M) 、SP600125 (10M または 20M) を添加し、生細胞数を測定した。

細胞は 2105/mL でプレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±

SD) 。SP600125 は K562 細胞および K562/DNR 細胞の増殖を抑制するだけではなく、

Fig. 7 と同様に細胞死を誘導した。他の阻害剤である U0126、LY294002、SB203580 は

K562 細胞および K562/DNR 細胞において同じような感受性パターンを示した。  
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Fig. 9 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞における 

SP600125 によるアポトーシス関連タンパク質の発現解析 

 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞の培養液に SP600125 (20M) を添加し、1 日

後 (D1) 、2 日後 (D2) に細胞を回収した。ウェスタンブロットにより、phosphorylated 

c-jun (p-c-jun) 、cleaved PARP、cleaved Caspase3 の発現解析を行った。SP600125 に

より、NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞において p-c-jun の発現が減少した。   

そして、cleaved PARP と cleaved Caspase3 の発現が増強した。 
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Fig. 10 NphA2/STIR 細胞における JNK-IN-8 および ABT-199 の効果 

 JNK 阻害剤である JNK-IN-8 (M) と ABT-199 (nM) を単独あるいは併用の添加で

NphA2/STIR 細胞の培養液に添加し、生細胞数を測定した。細胞は 2105/mL で   

プレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。JNK-IN-8 の 

単独使用に比べ、ABT-199 との併用で細胞数が減少した。さらに、ABT-199 が    

高濃度であるほどその効果が強かった。 
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Fig. 11 NphA2 細胞における IMT による phosphorylated JNK の発現解析 

 NphA2 細胞の培養液に IMT (10M) を添加し、6 時間後 (6h) および 24 時間後 

(24h) に細胞を回収した。ウェスタンブロットにより、phosphorylated JNK (p-JNK)と

total JNK (JNK) の発現解析を行った。NphA2 細胞は、IMT により時間経過により  

p-JNK の発現が抑えられた。 
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Fig. 12 MR87 細胞系および K562 細胞系における 

細胞内シグナル経路タンパク質の発現解析 

 MR87 細胞、MR87/STIR 細胞および K562 細胞、K562/DNR 細胞における細胞内 

シグナル経路タンパク質および BCL2 ファミリータンパク質の発現をウェスタン  

ブロットにより解析した。MR87 細胞と比べて MR87/STIR 細胞は、phosphorylated 

ERK (p-ERK) の発現が弱かった。P-ERK 以外は同じような発現パターンを示した。 
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Fig. 13 MR87 細胞および MR87/STIR 細胞における 

細胞内シグナル経路阻害剤の効果 

 MR87 細胞および MR87/STIR 細胞の培養液に、U0126 (10M) 、LY294002 (10M) 、

SB203580 (25M) 、SP600125 (10M または 20M) を添加し、生細胞数を測定した。

細胞は 2105/mL でプレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±

SD) 。SP600125 は MR87 細胞および MR87/STIR 細胞の増殖を抑制するだけでは  

なく、初期の播種濃度より細胞数を減少させた。 
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第三節 BCL2 ファミリー阻害剤の効果 

 BCL2 ファミリータンパク質の発現をウェスタンブロットにより解析した。BCL2 の

発現は、NphA2 細胞に比べて NphA2/STIR 細胞で強かった (Fig. 14) 。K562 細胞と

K562/DNR 細胞では BCL2 の発現が見られなかった。興味深いことに、K562 細胞   

お よ び K562/DNR 細胞 は 、 BCL-XL と MCL-1 の 発 現 が NphA2 細 胞 お よ び

NphA2/STIR 細胞よりもかなり強かった (Fig. 12) 。今回の実験条件下では survivin は

いずれの細胞においても検出されなかった。MR87 細胞および MR87/STIR 細胞に  

おいて、アポトーシス関連タンパク質の BCL2、BCL-XL、MCL-1 は、NphA2 細胞   

および NphA2/STIR 細胞と同じような発現パターンを示した (Fig. 12) 。 

 次に、NphA2 細胞と NphA2/STIR 細胞、K562 細胞と K562/DNR 細胞および MR87

細胞と MR87/STIR 細胞への BCL2 阻害剤である ABT-199 (venetoclax) の効果に  

ついて検討した。ABT-199 は濃度依存的に NphA2 細胞と NphA2/STIR 細胞の増殖を

阻害した (Fig. 15) 。そのうえ、高濃度ほど細胞死の誘導がはやかった。対照的に、K562

細胞と K562/DNR 細胞は ABT-199 には感受性がないが、BCL2 と BCL-XL の両方を

阻害する ABT-263 (navitoclax) に軽度な感受性があった (Fig. 16) 。K562 細胞および

K562/DNR 細胞への ABT-263 の軽度な効果は、MCL-1 を介するような他の細胞生存

メカニズムへの関与が示唆された。MCL-1 は ABT-263 と ABT-199 に直接阻害され 

ないことが知られている [19, 20] 。MR87 細胞および MR87/STIR 細胞は、ABT-199 と
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ABT-263 の両方に対して高い感受性を示した  (Fig. 17) 。さらに、他の白血病    

細胞株である NALM16 細胞、Jurkat 細胞、U937 細胞においても、ABT-199 および

ABT-263 の効果を検討した。NALM16 細胞は ABT-199 に感受性があるが、Jurkat   

細胞および U937 細胞は ABT-199 と ABT-263 の両方に耐性があった (Fig. 18) 。  

さらに、BCL2 阻害剤に耐性を示した Jurkat 細胞および U937 細胞へ MCL-1     

阻害剤である marynopyrrole A (maritoclax) を添加したところ、高い感受性を示した 

(Fig. 19) 。この結果は、Jurkat 細胞と U937 細胞の細胞内シグナル経路が MCL-1 に 

依存的な細胞生存経路であることを示唆する。他の MCL-1 阻害剤の A1210477 でも 

検討したところ、K562 細胞、K562/DNR 細胞、Jurkat 細胞、U937 細胞、MEGA2    

細胞に対しても、細胞の生存を阻害する効果があることが分かった。 
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Fig. 14 NphA2 細胞系および K562 細胞系における 

BCL2 ファミリータンパク質の発現解析 

 NphA2 細胞、NphA2/STIR 細胞および K562 細胞、K562/DNR 細胞における BCL2

ファミリータンパク質の発現をウェスタンブロットにより解析した。BCL2 の発現は

NphA2 細胞 に比べて NphA2/STIR 細胞で強く、 K562 細胞および K562/DNR    

細胞では BCL2 の発現が見られなかった。また、NphA2 細胞および NphA2/STIR   

細胞と比べて、K562 細胞および K562/DNR 細胞は BCL-XL と MCL-1 の発現が   

強かった。  
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Fig. 15 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞における ABT-199 の効果 

 BCL2 特異的阻害剤である ABT-199 を各濃度 (1、2、5、10、20 および 50nM) で 

培養液に添加し、NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞の生細胞数を測定した。細胞は

2105/mL でプレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。 

実験は 3 重測定で実施した。ABT-199 は濃度依存的に NphA2 細胞および NphA2/STIR

細胞の増殖を阻害した。 
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Fig. 16 K562 細胞および K562/DNR 細胞における 

ABT-199 と ABT-263 の効果 

 ABT-199 と汎 BCL2 阻害剤である ABT-263 をグラフに示す濃度 (nM) で培養液に

添加し、K562 細胞および K562/DNR 細胞の生細胞数を測定した。細胞は 2105/mL で

プレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重  

測定で実施した。K562 細胞および K562/DNR 細胞はともに ABT-199 への感受性は 

示さなかったが、ABT-263 にはわずかに感受性を示した。  
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Fig. 17 MR87 細胞および MR87/STIR 細胞における 

ABT-199 と ABT-263 の効果 

 ABT-199 と ABT-263 をグラフに示す濃度 (nM) で培養液に添加し、MR87 細胞  

および MR87/STIR 細胞の生細胞数を測定した。細胞は 2105/mL でプレートにまき、

2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重測定で実施した。

MR87 細胞および MR87/STIR 細胞はともに、ABT-199 と ABT-263 の両方に高い  

感受性を示した。  
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Fig. 18 各種白血病細胞株における ABT-199 および ABT-263 の効果 

 ABT-199 および ABT-263 をグラフに示す濃度 (nM) で培養液に添加し、NALM16

細胞、Jurkat 細胞および U937 細胞の生細胞数を測定した。細胞は 1105/mL で    

プレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重  

測定で実施した。NALM16 細胞は ABT-199 に感受性を示したが、Jurkat 細胞および

U937 細胞は ABT-199 と ABT-263 の両方に耐性があった。 
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Fig. 19 Jurkat 細胞および U937 細胞における 

marinopyrrole A (maritoclax) の効果 

 MCL-1 の阻害剤である marinopyrrole A (maritoclax) をグラフに示す濃度 (M) で

培養液に添加し、Jurkat 細胞および U937 細胞の生細胞数を測定した。細胞は 1105/mL

でプレートにまき、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重

測定で実施した。Jurkat 細胞および U937 細胞はともに、maritoclax に高い感受性を  

示した。 
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第四節 ABT-199、IMT および SP600125 の併用効果 

 ABT-199、IMT および SP600125 における併用の効果を NphA2 細胞および

NphA2/STIR 細胞の生細胞数の測定により検討した。NphA2 細胞において、いずれの

薬剤も単独使用時に比べて併用で著しく細胞の生存率が低下した  (Fig. 20) 。

SP600125 (10M) と ABT-199 の組み合わせによる併用は NphA2 細胞と NphA2/STIR

細胞の両方で増殖を阻害し、さらに細胞死を誘導する効果があった。ABT-199  

(20nM) の単独使用では、NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞でともに細胞増殖能が

強く抑えられた。同様の結果が NphA2/STIR 細胞への JNK-IN-8 と ABT-199 の併用で

得られた (Fig. 10) 。 

 次に、ABT-199 と SP600125 の組み合わせによる併用が相乗的 (synergistic) 効果か、

相加的 (additive) 効果かを Isobologram 解析により検討した。ABT-199+SP600125 の

Isobologram は、SP600125 (13M) と ABT-199 (8.5nM)の IC50 をつなぐ直線に   

対して左方へシフトし  (Fig. 21) 、ABT-199+SP600125 の相乗効果を示した。

IMT+ABT-199 も相乗効果を示すが、IMT+SP600125 では相乗効果を示さなかった。

しかしながら、IMT は NphA2/STIR 細胞で IC50 を算定するには非常に高濃度 

(100M) の添加が必要である。これらの結果は、NphA2/STIR 細胞内でさまざまな  

シグナル経路が関連しあっていることを示唆する。 

 生細胞数測定の結果を確かめるために、ABT-199、IMT および SP600125 による  



34 

 

ア ポ トー シ ス関 連タン パ ク 質 の 発現 をウェ ス タン ブ ロッ トによ り 解析 し た。

NphA2/STIR 細胞において、各種阻害剤の単独使用または併用により、 cleaved   

PARP と cleaved Caspase3 の発現が増強した (Fig. 22) 。この結果は、アポトーシスの

強い誘導を示唆する。 

 次に、K562 細胞および K562/DNR 細胞への IMT、SP600125、marinopyrrole A 

(maritoclax) の効果について検討した。K562 細胞および K562/DNR 細胞は、   

ABT-199 と ABT-263 には高い感受性を示さないが、maritoclax は K562 細胞と

K562/DNR 細胞の細胞増殖を阻害し、初期の播種濃度より生細胞数を減少させた  

(Fig. 23) 。この結果は、Jurkat 細胞と U937 細胞において観察されたのと同様に、   

これら細胞株が MCL-1 依存状態であることを示唆する。SP600125 と maritoclax の 

併用は、K562 細胞と K562/DNR 細胞の両方にすぐれた細胞毒性を示した。 

 最後に、T315I 変異をもつ高い TKI 耐性の Ph+ ALL 細胞である TccY/Sr 細胞への

IMT、SP600125、ABT-199 の効果について、生細胞数の測定により確認したところ、

SP600125 と ABT-199 の強い殺細胞効果を観察した (Fig. 24) 。 
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Fig. 20 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞における 

IMT、ABT-199、SP600125 の単独使用または併用の効果 

 NphA2 細胞および NphA2/STIR 細胞への IMT (10M) 、SP600125 (10M または

20M) お よ び ABT-199 (10nM ま た は 20nM) の 単 独 使 用 ま た は 併 用 に よ る    
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生細胞数を測定した。細胞は 2105/mL でプレートにまき、各濃度の薬剤を培地に  

添加して、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重測定で  

実施した。単独使用時に比べて、各種薬剤の併用の方が細胞増殖の阻害効果が強かった。

SP600125 と ABT-199 の併用は、NphA2 細胞と NphA2/STIR 細胞の両方で初期の  

播種濃度より生細胞数が著しく減少した。統計解析は one-way ANOVA with Tukey’s 

test for multiple comparison で行った  (***, P< 0.01、****, P< 0.0001、NS: not 

significant) 。 
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Fig. 21 NphA2/STIR 細胞における Isobologram 解析 

 NphA2/STIR 細胞への ABT-199、SP600125 および IMT の併用の効果について

Isobologram による解析を行った。ABT-199 と SP600125 の組み合わせおよび     

ABT-199 と IMT の組み合わせでは、それぞれの IC50 を結んだ点線より曲線が左方へ   

シフトすることから、両者が相乗効果を示すことが分かった。 
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Fig. 22 NphA2/STIR 細胞における IMT、SP600125、ABT-199 による 

アポトーシス関連タンパク質の発現解析 

 IMT (10M) 、SP600125 (10M または 20M) 、ABT-199 (10nM または 20nM) 

を NphA2/STIR 細胞の培養液に添加し、24 時間後に細胞を回収した。Cleaced PARP、

cleaved Caspase3、-actin の発現をウェスタンブロットにより解析した。各種薬剤の 

併用により、cleaved PARP および cleaved Caspase3 の発現が増強した。 
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Fig. 23 K562 細胞および K562/DNR 細胞における 

IMT、SP600125、marinopyrrole A (maritoclax) の単独使用または併用の効果 

 K562 細胞および K562/DNR 細胞への IMT (10M) 、SP600125 (10M または

20M) および marinopyrrole A (maritoclax) (10M または 20M) の単独使用または

併用による生細胞数を測定した。細胞は 2105/mL でプレートにまき、各濃度の薬剤を
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培地に添加して、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重  

測定で実施した。K562 細胞および K562/DNR 細胞は maritoclax に対して高い       

感受性を示した。Maritoclax と SP600125 の併用は、細胞をほぼ完全に消滅させた。  

統計解析は one-way ANOVA with Tukey’s test for multiple comparison で行った (****, 

P< 0.0001、NS: not significant) 。 
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Fig. 24 TccY/sr 細胞における IMT、ABT-199、SP600125 の 

単独使用または併用の効果 

 TccY/sr (T315I (+) Ph+ ALL) 細胞への IMT (10M) 、SP600125 (10M または

20M) お よ び ABT-199 (10nM ま た は 20nM) の 単 独 使 用 ま た は 併 用 に よ る        

生細胞数を測定した。細胞は 2105/mL でプレートにまき、各濃度の薬剤を培地に    

添加して、2 日間の培養後に生細胞数を計測した (mean±SD) 。実験は 3 重測定で   

実施した。SP600125 および ABT-199 の単独使用に感受性があり初期の播種濃度より

細胞数を減少させたが、SP600125 と ABT-199 の併用ではさらに強い効果を示した。 
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第四章 考察 

 BCR-ABL は、 t(9; 22) の染色体相互転座に由来し、ABL キナーゼの恒常的         

活性化により CML と Ph+ ALL を発症させる。BCR-ABL 特異的 TKIs が、広く臨床 

応用されたことで BCR-ABL 関連疾患の治療法は劇的に変わった。しかしながら、    

これら TKI への耐性が頻繁に報告され、TKI 耐性をもつ患者の予後は悪いままである。

ほとんどの TKI 耐性は BCR-ABL に依存しているが、いくつかの研究では BCR-ABL

非依存性の TKI 耐性が報告されている [21] 。 

 ERK の阻害剤が NphA2/STIR 細胞の増殖阻害を誘導した結果  (Fig. 7) は、     

2009 年の M. Suzuki らの報告 [12] と一致している。さらに、同じ論文で NphA2/STIR

細胞における EphB4 と Ras の活性化が示されている。これは、BCR-ABL による MEK-

MAPK 経路の活性化の促進が RAS 経路の下流にあることを示唆する。最近、EphB4 は

乳がん細胞株の MCF7 において RAS/MEK/ERK 経路を促進するという報告が       

あった [22] 。また、先の M. Suzuki らの報告によると、JAK/STAT などの他の重要な

シ グ ナ ル 経 路 に 関 し て 、 phosphorylated STAT3 は 増 加 す る が phosphorylated    

STAT5 は減少し、さらに AKT 経路と JAK/STAT 経路の阻害は、NphA2 細胞および

NphA2/STIR 細胞の細胞生存に著しい変化は生じなかった [12] 。報告された結果は、

この 2 つの細胞株ではこれらの経路が主要な役割を担っていないことを示唆する。 

 今までに、IMT 耐性 Ph+ ALL 細胞の JNK 阻害剤である SP600125 の効果について
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報告がない。本研究では、Ph+ ALL 細胞および IMT 耐性の Ph+ ALL 細胞における

JNK 阻 害 剤  (SP600125) の 殺 細 胞 効 果 に つ い て 示 し た 。 JNK の 活 性 化 は 、      

アポトーシスの誘導、あるいは細胞の生存および増殖の促進など、多様な効果を   

及ぼす [23] 。BCR-ABL は、JNK の活性化と transformation に必要な Jun を活性化する

ことが知られている。そして、BCR-ABL により悪性転化させた細胞での c-jun    

遺伝子の発現は、JNK 活性の増加に一致する [25] 。さらに、in vitro において BCR- 

ABL による B リンパ芽球の transformation に JNK1 が重要であるという報告が    

ある [26] 。実際に、BCR-ABL は JNK 依存的に BCL2 タンパク質の発現増加を引き  

起こす。最近の研究でも、イマチニブ感受性を抑制する JNK の効果が報告された [27] 。

本研究において IMT は、IMT 感受性の NphA2 細胞において時間依存的に JNK 活性を

抑えた (Fig. 11) 。したがって、NphA2 細胞において JNK は BCR-ABL の下流に   

あると考えられた。一方で、JNK の阻害は、複数のがん細胞において、細胞周期の   

ブロックとアポトーシスを誘導するという報告がある [28, 29] 。また、SP600125 は  

複数のがん細胞でアポトーシスを促進すると報告された  [30, 31] 。これらの報告に   

対して、本研究では SP600125 の殺細胞効果の検討に加えて、JNK に高い特異性を持ち

SP600125 とは異なるメカニズムを有する JNK-IN-8 (JNK 阻害剤) も NphA2/STIR 

細胞に対する殺細胞効果を持つことを証明した (Fig. 10) 。SP600125 に関しては、  

このように細胞のモデル系ごとに細胞の増殖や生存に相反する効果が報告されて  
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い る  [32, 33]  。 し た が っ て 、 NphA2 細 胞 お よ び NphA2/STIR 細 胞 に お け る   

SP600125 のターゲットの同定に関して更なる研究が必要である。 

 BCL2 フ ァ ミ リ ー は 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路  [34] の 重 要 な 制 御 因 子 で あ り 、      

アポトーシスを抑制するメンバー  (anti-apoptotic members) とアポトーシスを   

促進するメンバー (pro-apoptotic members) からなる [35] 。BCL2 と BCL-XL の   

両方に親和性が高く、経口による生体利用が可能な navitoclax (ABT-263) は、主に  

リンパ球系悪性腫瘍にすぐれた抗がん効果を示すことが明らかとなっている [36] 。  

しかしながら、この navitoclax は血小板減少症の投与限界毒性(dose-limiting toxicity)が

あることから、BCL2 選択的阻害剤の ABT-199 (venetoclax) が注目されてきて   

いる [37] 。この ABT-199 の臨床応用はリンパ系腫瘍で報告された  [38-40] 。また  

ABT-199 は CML progenitors において IMT による細胞死の誘導を促進する [41] 。  

米国食品医薬品局  (Food and Drug Administration; FDA) は最近、慢性リンパ性   

白血病のいくつかのサブタイプに ABT-199 を承認した。しかしながら、Ph+ ALL に 

おける ABT-199 の効果はまだ十分には研究されておらず、さらに IMT 耐性細胞への

効果は報告がない [42] 。2014 年に T. K. Ko らは、ABT-199 は 20nM の IC50 で正常な

骨髄系前駆細胞の数を著しく減少したことを示した [41] 。したがって、白血病細胞への

殺 細 胞 効 果 の 解 析 の た め に は 、 こ の 20nM よ り 低 い 濃 度 の 現 実 的 な 範 囲 の        

ABT-199 による検討が重要である。本研究で最も興味深い点は、IMT の感受性に     
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関わらず、Ph+ ALL 細胞が 20nM の ABT-199 に著しく高感受性を示したことにある。 

 対照的に、CML 由来の K562 細胞は、ABT-199 に耐性で ABT-263 に軽度の    

感受性を示した (Fig.16) 。Marinopyrrole A (maritoclax) を含む MCL-1 阻害剤は、

MCL-1 以外の BCL2 ファミリーもターゲットとなりうるが [43] 、maritoclax は K562

細胞および K562/DNR 細胞と同じように Jurkat 細胞と U937 細胞でも阻害効果を  

示した (Fig. 17、Fig. 19) 。さらに、他の MCL-1 特異的阻害剤 (A1210477) の検討に

おいても、CML 由来の細胞株 (K562 細胞、K562/DNR 細胞、MEGA2 細胞) を含む

複数の白血病細胞株においてその MCL-1 依存性が確認された。いくつかの研究に  

おいて、非ホジキンリンパ細胞は BCL2 依存的に生存するとの報告があるが、他方では

MCL-1 または BCL-XL に依存的であるとの報告もある [44] 。それゆえに、個々の   

症例での BCL2 ファミリータンパク質の発現特性ならびに生存への依存性を明らかに

することは、BCL2 ファミリー阻害剤の治療的有用性を後押しし、臨床での悪性腫瘍と 

白血病細胞の新規治療法につながることが期待される。また、アポトーシス促進   

メンバーである BH3 (BCL2 Homology domain 3) の分析が、臨床利用のための薬剤 

選択に有用な方法の 1 つであるとの考えもある [45] 。 

 結論として、BCL2 阻害剤 (ABT-199) と JNK 阻害剤 (SP600125) の併用により、

T315I BCR-ABL 変異細胞 (TccY/sr 細胞) を含む Ph+ ALL 細胞で、それらの TKI  

耐性にも関わらず、相乗的に細胞の生存を阻害してアポトーシスが誘導される。   
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本研究による新たな知見は、白血病の将来的な治療の発展に貢献することができると 

考える。 
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