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研究成果の概要（和文）：FLT3-ITDやKIT D816V変異はAMLに高頻度に認められ、予後不良因子として知られる。本研究
では、膜輸送を阻害するchlorpromazine (CPZ)の抗白血病効果を検討した。
　変異RTKは、細胞内で異所性に、異常なシグナルを伝達しているが、CPZは変異RTKの細胞内輸送を障害し、その活性
や下流分子の活性を阻害することで、AML細胞の増殖、生存を容量依存的に阻害した。異種移植の系において、CPZの投
与はAMLの生着を阻害し、AML幹細胞にも毒性を示した。一方、正常造血細胞への毒性は軽微であった。以上より、CPZ
はAML根絶における有望な薬剤であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：FLT3-ITD and KIT D816V mutation are frequently found in AML and associated with 
poor prognosis. In this study, we evaluated the anti-leukemic effects of an inhibitor of membrane 
trafficking, chlorpromazine (CPZ).
 Recent studies demonstrated that these oncogenic RTKs are mislocalized in the cytoplasm, where they 
transmit aberrant signals to downstream. CPZ disrupted the intracellular trafficking of RTK mutants, and 
significantly suppressed activities of RTK mutants and their downstream molecules. Consequently, CPZ 
inhibited the growth and survival of AML cells with mutant RTK in a dose-dependent manner. In 
xenotransplantation models, administration of CPZ significantly reduced engraftment of AML cells, and 
also showed the cytotoxic effect to AML stem cells, while displaying minimal toxicity to normal 
hematopoietic cells. These results suggest that CPZ would be a promising therapeutic drug to eradicate 
AML cells with an established safety profile.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、造血器腫瘍をはじめ多くの領域で、

分子病態に基づいた薬剤（分子標的薬）が数

多く検討されている。しかしながら急性骨髄

性白血病(AML)においては、未だ画期的な薬

剤は見出されていない。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、クラスリン被覆小胞を介した

物質輸送に関与する分子 CALM の造血細胞

における機能解析を行ってきた。その中で、

変異型サイトカイン受容体を導入した白血

病細胞株においてCALMの発現や機能を抑制

した場合、腫瘍形成能が強く阻害される結果

を得た。本研究では、この機序について詳細

に解析し、サイトカイン受容体の細胞内輸送

を操作することによる抗腫瘍効果について

検討を行うことで、難治性の白血病に対する

新たな治療法の基盤を確立することを目的

とする。 
 
３．研究の方法 
 1) 変異型 c-kit, Flt3の細胞内局在、及びシ

グナル伝達における CALMの機能 

 CALM KO マウス胎仔肝由来の造血幹細胞

（LSK）を FACSにて分離し、c-kit V814, Flt3 

ITD （変異受容体型チロシンキナーゼ, RTK）

を遺伝子導入した。変異 RTKの局在を蛍光免

疫染色により共焦点レーザー顕微鏡で観察

した。また、RTK、下流分子のリン酸化変化

を western blot法にて解析した。 

 2) クラスリン被覆小胞形成阻害剤による

抗腫瘍効果 

 chlorpromazine(CPZ)存在下で変異型 RTK 

導入 LSK細胞、白血病細胞株を培養し、細胞

増殖、細胞周期に及ぼす影響について検討し

た。また、AML 患者骨髄より単離した変異

RTK(+)の白血病細胞を放射線照射したNOG

マウスに移植し、白血病発症を確認後、CPZ

を有効血中濃度範囲内で 8-10 週間腹腔内投

与した。 
 

４．研究成果 

 これまでの報告から、恒常的活性化型 c-kit, 

Flt3（c-kit V814変異, Flt3 ITD変異）はそれぞ

れゴルジ体、小胞体に局在し、異所性のシグ

ナルを細胞内に伝えることが報告されてい

る。CALM KOマウスのLSKに、c-kit V814, Flt3 

ITDを導入した結果、KOマウス LSKにおけ

る変異 RTKは、細胞質に散在し、エンドソー

ム、ゴルジ体、リソソーム、小胞体いずれと

の共局在も示さなかった。c-kit V814 変異, 

Flt3 ITD変異の下流に位置するシグナル伝達

分子 Akt, STAT5の活性を解析した結果、KO

マウス LSKでは各々の活性が、野生型（WT）

マウス LSK細胞に変異型 RTKを導入した場

合と比較して、著明に抑制されていた。 

 次に、CPZ存在下で変異 RTK 導入 LSK細

胞、白血病細胞株を培養した結果、変異 RTK

を有する細胞特異的に、CPZ処理により細胞

増殖が著明に抑制され、G1 期での細胞周期

停止、細胞死が誘導された。これらの細胞で

は、CALM KO細胞と同様に、変異 RTKから

の異所性シグナルが強く抑制されていた。一

方、変異 RTK導入 CALM KO LSK細胞に、全

長ならびに分子内の機能ドメインを欠いた

CALM を導入し、変異 RTK の局在変化を解

析した結果、クラスリン結合ドメインを欠い

ている場合には、変異 RTKの局在、および下

流へのシグナル伝達の回復は認められなか

った。 

 in vivoでの解析の結果、変異 RTK(+)白血

病細胞を移植したマウスでは CPZ 投与によ

り、白血病細胞の著明な減少を認め、生存期

間の有意な延長を認めた。また、CPZ投与に

より、骨に接着する CD34+38-の AML 幹細

胞の著明な減少を認めた。一方、臍帯血由来

の正常 CD34+細胞を移植したマウスに CPZ

を投与した場合、造血抑制は認められず、骨

髄キメリズムは維持されていた。以上の結果

より、CPZは変異 RTK の細胞内局在を操作

することで、既存の TKI と異なる新たな機



序で変異 RTK の活性を制御できること、一

方正常造血に影響しないことから、AML 根

絶のための有用な治療薬となる可能性が示

唆された。 
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