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1. 研究概要 

 

 近年、急性骨髄性白血病の中の一病型である急性前骨髄性白血病

(acute promyelocytic leukemia; APL)は、全トランスレチノイン酸

（all-trans retinoic acid; ATRA）や亜ヒ酸（arsenic trioxide; ATO）

の臨床応用により、治療成績の向上が著しい。APL に特異的に有効で

ある ATRA や ATO の作用メカニズムの解明は、代表的な APL 細胞株で

ある NB4 が主に用いられているが、治療反応性の違いを研究する上

では、基礎研究に応用できる細胞株が殆ど無いことが問題である。

NB4 以外の APL 細胞株としては AP-1060 と UF-1 があるが、いずれも

ATRA 及び ATO に耐性である。この研究では岸らによって樹立された

HT93A を用い、この研究において HT93A が ATRA のみならず ATO で分

化が誘導されることを初めて示し、かつ顆粒球刺激因子

(granulocyte colony-stimulating factor; G-CSF)を加えた場合の

分化誘導の増強と ATO の取り込みの増加を明らかにした。また NB4

と HT93A を用い、ATO のトランスポーターである aquaporin 9(AQP9)

の発現強度が NB4 と HT93A で大きく異なり、患者 APL 細胞間でも異

なることをはじめて示した。さらに、患者 APL 細胞における ATO の
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感受性が、AQP9 発現強度と関連し、AQP9 発現強度が ATO の感受性に

関連する因子であることを示した。 

HT93A は ATO に感受性を示す数少ない APL 細胞株の一つであり、か

つ NB4 と対照的な性格をもつ。NB4 は ATRA に対して感受性を有する

が ATRA 耐性の患者から樹立された細胞である。対して HT93A は ATRA

の曝露を受けていない患者から樹立された唯一のAPL細胞株である。

CD11b、CD11c、及びCD15の発現が分化マーカーとして有用であった。

また、NB4 には発現していない CD34 や CD56 を発現しており、分化誘

導によりCD34発現が低下するという表面抗原の変化を示した。HT93A

は ATO の作用メカニズムを研究する上で NB4 と対比させて考えるこ

とが可能な唯一の細胞株であることが示され、今後、基礎研究にお

いて APL をより深く理解するために重要な位置づけとなることが期

待される。 

 加えて、APL 細胞における AQP9 の発現強度が、APL 患者における

ATO 治療の有力なバイオマーカーとなることがはじめて基礎実験で

示された。ATO 治療における予後因子は ATRA 時代のそれとは同一で

はないことが指摘されており、フローサイトメトリー法における

AQP9 発現の評価はすみやかに臨床応用が可能であるため、ATO 治療
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における臨床研究に容易に導入可能である。結論として、この研究

は、APL における将来の基礎研究の幅を拡張するにとどまらず、新し

い併用療法やAQP9のバイオマーカーとしての臨床研究の可能性を明

らかにした。 
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2. 緒言 

 

急性前骨髄性白血病(acute promyelocytic leukemia; APL)は、15

番と 17番染色体の均衡型転座t(15;17)により生じるpromyelocytic 

leukemia(PML)遺伝子とレチノイン酸受容体遺伝子(retinoic acid 

receptor alpha; RARα)の融合遺伝子の形成が特徴であり(Figure 1)、

その遺伝子の転写・翻訳の結果として生じる PML/RARα 蛋白が腫瘍

発生に重要な役割を持つ特異的な急性骨髄性白血病(acute myeloid 

leukemia; AML)の一病型である[1-3]。PML/RARα蛋白は histone 

deacetylase(HDAC)と複合体を形成し、様々な標的遺伝子の転写を抑

制する[4]。その結果、細胞の分化停止と自己複製をきたし腫瘍化に

導くことが明らかとなっている [1-4] (Figure 2)。 

全トランスレチノイン酸(all-trans retinoic acid; ATRA)が APL

細胞の分化を誘導することが明らかとなり臨床応用されるようにな

ってからは、化学療法との組み合わせによっておよそ 70％の患者が

治癒を得られるという良好な成績が報告されている[5,6]。しかし約

30％の患者は再発をきたすか、治療抵抗性であり、再発・治療抵抗

性の患者の予後は一般的に不良であった。近年、亜ヒ酸（arsenic 

trioxide; ATO）が APL の再発症例に有効であることが報告され、再
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発後に ATO 単独で治療した場合、90％程度の再寛解が得られたとい

う卓越した効果の報告がある[7,8]。 

APL における薬剤の作用メカニズムを解明するために、基礎研究に

おいてはt(15;17)を有するAPL細胞株であるNB4が汎用されている。

NB4 は ATRA 治療後に再発した APL 患者の骨髄細胞から樹立された細

胞株であり[9]、ATRA 及び ATO に感受性を有する[10-15]。 

NB4 を用いた基礎実験では、ATRA は薬理学的濃度(10-6～10-7 M)の

濃度で PML/RARα蛋白から co-repressor を解離させ、co-activator

をリクルートさせることで下流の転写因子を発現させ、APL 細胞の分

化を誘導することが知られている[16-18]。また、患者細胞と NB4 を

用いた基礎研究によって、ATO は濃度依存的に異なる薬理効果を発揮

することが示されている。すなわち、低濃度(0.1～0.5μM)の ATO で

は顆粒球系細胞に分化を誘導し、高濃度(1～2μM)ではアポトーシス

誘導をきたす[14,15]。ATO の APL 細胞に対する主たる作用メカニズ

ムは、ATOが PML及び PML/RARα蛋白のシステイン残基に直接結合し、

プロテアソーム依存性に PML 及び PML/RARα蛋白を分解することに

ある[19,20]。 

また、ATO の細胞内取り込みに重要な役割を果たすトランスポータ



    

 

6 

 

ーとして Aquaporin(AQP) 9 がある。AQP9 は膜貫通型の低分子輸送経

路であり、尿素や重金属を通過させる[21]。AQP9 mRNA の発現は末梢

血の白血球で高く、肝細胞にもみられる。一方、造血組織である胸

腺や脾臓では発現がほとんどみられない[21]。現在までに AQP3, 

AQP7およびAQP9がATOの細胞内取り込みに関与するという報告があ

るが、これらのうち AQP9 の関与が最も大きい[22]。一方、ATO の細

胞外への排出には multidrug resistance-associated protein 2 が

関与すると報告されている[23,24]。近年では、マウス肝細胞やヒト

卵膜由来細胞におけるAQP9の発現強度がATOの感受性と関連してい

ることが示されている[24,25]。また、AML 細胞株においては AQP9

発現強度と ATO の感受性が関連し[13]、K562 細胞株において AQP9

遺伝子を導入すると ATO の感受性が亢進することが知られている

[13,26]。AQP9 を sorbitol で競合拮抗すると、apoptosis 誘導が低

下することも示されている[24,25]。さらに、AQP9 発現強度は白血病

の分化と関係しており、ATRA 処理での分化誘導に伴い発現が亢進す

ることが知られている[13]。臨床的にも、ATRA と ATO の併用療法は、

化学療法を用いずとも 60-70％の初発 APL 患者を治癒に導き[27,28]、

また化学療法の併用でより高い長期生存率を実現することから、
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AQP9 の発現を高めることが ATO の効果を増強させ、より高い有効性

をもたらすと考えられている[28]。さらに、顆粒球コロニー刺激因

子(granulocyte colony-stimulating factor; G-CSF)は ATRA での分

化誘導を増強する効果が示されている[29,30]。G-CSF 単独で APL 細

胞の分化を誘導するかは疑問ではあるが、G-CSF を中和抗体で抑制す

ると ATRAや ATOによる APL細胞の分化が抑制されることから、G-CSF

は分化誘導に関係することが示されている[10]。これらの研究は、

ATRA と ATO を併用することで、AQP9 発現誘導を介した ATO の細胞内

取り込みを増加させ、ATO の薬理効果を増強させることを示唆してい

る。しかし APL 細胞を用い ATRA 処理後に ATO の細胞内取り込みの増

加を直接示した報告は無い。さらに、G-CSF 併用により ATO の分化誘

導が増強するか、また G-CSF 併用による ATRA の分化誘導の増強が

AQP9 発現や ATO の取り込みに影響を与えるかどうかは明らかにはさ

れていない。 

過去の研究では APL に対する種々の薬剤の作用メカニズムの解析

は主として NB4 を用いて行われている。これは、NB4 以外の APL 細胞

株である UF-1 と AP-1060 は ATRA や ATO に対し耐性をもつ為である

[31,32]。HT93Aは樹立前にATRA及びATOの曝露を受けておらず、ATRA
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に感受性をもち、G-CSF の併用で ATRA による分化誘導が増強される

[33]。しかし、ATO に対する感受性の有無は検討されていない。NB4

と HT93A の対比を Table 1 に示す。この研究において、HT93A 細胞に

おける ATO、ATRA および G-CSF の併用の効果を観察しその併用の意

義を検討した。また、NB4 と HT93A における AQP9 発現強度の違いと

ATO 取り込み及び ATO の感受性の違いを検討した。さらに、APL 患者

検体を用いて、APL 細胞の AQP9 発現強度と ATO によるアポトーシス

誘導との関連性を検討した。 
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3. 対象と方法 

 

①  使用試薬 

ATRA 及び ATO は Sigma 社 (St. Louis, MO, USA)から購入し、ATO

は 1 M の水酸化ナトリウム水溶液に溶解した後、0.22μmのフィルタ

ーで濾過させ、リン酸緩衝液（PBS）で希釈し、1 mM の濃度に調整し

た。ATRA は無水エタノールに溶解し、2 mM の濃度に調整し−20 °C

で保存した。G-CSF(Filgrastim)は協和発酵キリン社(Tokyo, Japan)

から提供され、PBS に溶解し 50 μg/ml の濃度に調整した。 

Phycoerythrin(PE)で標識されたマウス抗ヒト CD11b IgG2a 抗体、

CD34 IgG1抗体及び fluorescein isothiocyanate (FITC)で標識され

たマウス抗ヒトCD15 IgM抗体はBeckton Dickinson社(San Jose, CA, 

USA)から購入し、FITC で標識されたマウス抗ヒト CD11c IgG1抗体は

eBiosciences 社(San Diego, CA, USA)から購入した。ウサギ抗ラッ

トAQP9抗体はAlpha Diagnostic International社(San Antonio, TX, 

USA)から購入した。抗 AQP9 抗体の二次抗体として、ヤギ抗ウサギ IgG

抗体は KPL 社(Gaitherburg, MD, USA)から購入した。陰性コントロ

ール用の PE 及び FITC で標識された同一 isotype のマウス IgG 抗体
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と FITC で標識された同一 isotype のマウス IgM 抗体は Beckton 

Dickinson 社から購入した。アポトーシス解析の試薬キットである

Apoptosis Detection Kit I は、Beckton Dickinson 社から購入し、

これには FITC で標識された annexin V と、propidium iodide (PI)、

及び annexin V binding buffer が含まれている。 

 

②  細胞培養 

株化ヒト APL 細胞である HT93A は、細胞を樹立した岸らから提供

された。HT93A 及び NB4 は、RPMI 1640 に 56 ℃ 30 分間の不活化処

理を行ったウシ胎児血清(FBS)を 10%加え、さらにペニシリンとスト

レプトマイシンをそれぞれ 100 U/ml、100 μg/ml の濃度になるよう

に加えた培地で、37 ℃、5% CO2インキュベーターで培養した。RPMI 

1640、FBS、ペニシリン及びストレプトマイシンは Gibco-BRL(Grand 

Island, NY, USA)から購入した。 

 

③  細胞増殖と Wright-Giemsa 染色による形態評価 

HT93A の細胞増殖は 1×105/ml の濃度で培養を開始し、2、4、8 日

間で評価した。Trypan blue exclusion method によって死細胞を除

外し、生存細胞数を計算板を用いて評価した。Wright-Giemsa 染色は、
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回収した細胞を 600 rpm、10 分間サイトスピンし、スライドガラス

へ散布させた。乾燥後、Wright 染色液で 5 分間染色し、流水で洗浄

した後、Giemsa 染色液で 20 分間染色し、光学顕微鏡下で観察した。 

 

④  フローサイトメトリー法による表面抗原及び AQP9 発現の解析 

HT93A は 1×105/ml の濃度で培養を開始し、8 日間培養した後、表

面抗原の発現を評価した。AQP9 発現は 2、4、7、10 日間の培養後に

評価した。細胞を回収し、2.5% FBS と 0.5% アジ化ナトリウムを加

えた PBS(PBSF)で 3回洗浄し、目的の抗体及び同一 isotype の抗体を

10 μg/ml の濃度で加え、細胞を 4℃、30 分間、暗所で静置させ抗体

と反応させた。抗 AQP9 抗体は同様の条件で反応させ、PBSF で洗浄後、

さらに二次抗体を同様の条件で反応させた。抗原抗体反応後、PBSF

で 3回洗浄し、フローサイトメーター(Cyto ACE 150, Jasco, Tokyo, 

Japan)で測定した。表面抗原である CD11b、CD11c、CD15、及び CD34

は同一 isotype 抗体によって規定された境界領域を用いた陽性細胞

割合で評価し、AQP9 発現強度は抗 AQP9 抗体で染色した細胞の mean 

fluorescence intensity (MFI)値で評価し、各細胞株や患者検体で

の比較にはそれぞれ得られた MFI 値から自家蛍光の MFI 値を引くこ

とで定量的に評価した。細胞数は 10,000 個以上の細胞を解析した。 
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⑤  アポトーシス解析 

アポトーシス解析は Beckton Dickinson 社のプロトコールに準じ

て行われた。回収された細胞を PBS で 2回洗浄し、Annexin V binding 

buffer 100 μl に 1×105個の細胞が含まれるように調整し、Annexin 

V と PI を各々5 μlずつ加え、室温で 15分間静置した。未染色の細

胞を陰性コントロールとし、フローサイトメーター(Cyto-ACE 150)

を用いて測定した。過去の報告に従い、Annexin V 陽性、PI 陰性分

画を早期アポトーシス、Annexin V、PI 共に陽性の分画を後期アポト

ーシスとして評価した[34]。APL 患者サンプルを用いたアポトーシス

解析は、APL 患者の骨髄または末梢血から Lymphoprep™ (Cosmo Bio, 

Tokyo, Japan)を用いて APL 細胞を分離し Cell banker®(Mitsubishi 

Chemical Medience, Tokyo, Japan)を用いて凍結保存した検体を用

いた。解凍後に 90%以上の芽球比率と 80%以上の細胞生存率を有する

検体が使用された。患者細胞を用いたアポトーシス解析では、2,000

個以上の細胞を解析した。この患者検体を用いた臨床研究は、日本

大学医学部附属板橋病院の倫理委員会の承認を受けた上で施行され

た。 

 

javascript:void(0)
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⑥  細胞内ヒ素濃度の測定 

非アポトーシス濃度である 0.5 μM の濃度の ATO を加え、細胞を

30分、60 分、120 分間培養し、細胞をすみやかに回収、遠心分離し、

PBS で 3回洗浄した。総細胞数を数えた上、測定まで－20℃で凍結保

存した。測定は、細胞ペレットに 68% 硝酸を 100 μl加えて溶解し、

15 ml のポリプロピレン遠心分離管に移し、ホットプレートで 80 ℃、

90 分間の処理を行った。その後、超純水で 3 ml に希釈し、誘導結合

プラズマ質量分析(ICP-MS) (ELAN DRC-e, PerkinElmer SCIEX, ON, 

Canada)を用いて我々が行った過去の報告と同様の条件でヒ素濃度

を測定した[35,36]。 

 

⑦  統計処理 

以上の実験で得たデータは平均値±標準偏差で示した。有意差検

定には、Student's t-test もしくは Mann-Whitney U-test を用い、p

値が 0.05 未満のものを統計学的に有意とみなした。また、2 つの因

子 の 関 連 に つ い て は Pearson product-moment correlation 

coefficient を用いた。 
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4. 結果 

 

4-1. HT93A の ATO に対する感受性と分化誘導のプロファイル 

 

① ATO の HT93A に対する増殖抑制効果とアポトーシス誘導能 

 最初に、HT93A が亜ヒ酸に感受性を示すか、増殖抑制とアポトーシ

ス誘導に焦点を置き検討した。増殖抑制の結果を Figure 3 に示す。

HT93A は ATO により濃度依存性の増殖抑制作用を示した。2μMの濃

度で 8日間培養すると、生存細胞はほぼみられなくなった。 

アポトーシス誘導能を Figure 4 に示す。1μM以上の濃度で有意に

アポトーシスを誘導した。また濃度が高いほど、後期アポトーシス

に入る傾向がみられた。 

 

② HT93A における分化マーカーの決定 

HT93A を用いた基礎実験は少なく、分化マーカーの詳細なデータは

殆ど示されていない。この研究では最初に、ATRA で処理された HT93A

を顆粒球分化の陽性コントロールとして、表面抗原の変化のプロフ

ァイルを検討した。1μM の ATRA で 8 日間処理し、23 種類の表面抗
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原を検査した結果を Table 2 に示す。CD11b、CD11c、及び CD15 は分

化に伴い発現が増強されるが、一方、HT93A は未分化なマーカーであ

る CD34 が発現しており、分化誘導によって発現が低下することが示

された。この結果より、HT93A の分化マーカーが決定された。 

 

③ ATRA、ATO、G-CSF 及び併用による HT93A の分化誘導 

HT93A は ATRA 1μM、ATO 0.125μM、G-CSF 50 ng/ml 及びそれらの

併用にて 8 日間処理された。Wright-Giemsa 染色の結果を Figure 5

に、分化マーカーの変化を Figure 6 に示す。HT93A は ATRA により、

形態的に核の凝縮と分葉をきたし、分化マーカーである CD11b、CD11c、

及び CD15 の発現を増加させ、CD34 の発現を低下させた。G-CSF の併

用により、形態的に核の分葉はより顕著になり、ATRA 単独に比して

有意に CD11ｂ、CD11c の発現を増強させ、CD34 の発現を低下させた。

ATO は形態的に核のくびれをきたすが分葉まではみられず、表面抗原

は CD11c と CD15 の発現を亢進させたが CD11b 発現の亢進や CD34 発

現の低下をきたさなかった。しかし、G-CSF の併用により、核の分葉

が促進され、CD11ｂの発現が増強した。この結果から、HT93A におい

て、G-CSF は ATRA 及び ATO の分化誘導を共に増強することが示され
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た。 

HT93A においては、ATRA と ATO の併用は形態的に核の分葉が ATRA

単独よりも顕著となるものの、分化マーカーの変化は ATRA 単独の処

理とほぼ同様であった。ATRA と G-CSF に ATO を加えた場合は、ATRA

と G-CSF のみよりも形態的な変化が乏しくなり、CD11b 発現に対して

も抑制的に働いた。分化マーカーの変化を Table 3 に要約した。 

 分化に関しては、ATRA と G-CSF の併用が最も高い分化誘導をきた

しており、ATO の併用は ATRA もしくは ATRA+G-CSF の分化誘導に対し

増強効果を示さなかった。尚、HT93A は G-CSF 単独で分化しなかった。 

 

4-2. HT93Aの分化誘導療法による AQP9発現と ATOの取り込みへの影

響 

 

① HT93A に対する ATRA、ATO、G-CSF 及び併用における AQP9 発現誘

導効果 

Figure 7A＆7Bに示されるように、HT93Aを1 μMのATRA及び0.125

μM の ATO で 7 日間培養処理した場合、時間依存的に細胞膜表面の

AQP9 の発現が亢進した。ATO 処理においては AQP9 発現が有意に亢進
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したが、ATRA に比してその程度は少なかった（Figure 7A）。これは

ATRA と ATO の分化誘導の程度の差を反映していると考えられる。し

かし、ATRA 及び ATO に G-CSF を加えた場合は、AQP9 の発現はそれぞ

れ ATRA 及び ATO 単独と同程度であった（Figure 7B）。また、G-CSF

単独は AQP9 の発現を亢進させなかった。(data not shown) 

Figure 8A では ATRAによる AQP9発現の Time-course が示されてい

る。2 日目までは AQP9 の発現がコントロールと同等であるが、4 日

目から 7日目にかけて AQP9 の発現が増強した。10日目は 7日目とほ

ぼ同等の発現強度であった。また、ATRA の濃度を 1 ｎM～1 μMまで

10 倍毎に振り分け、7 日間培養処理し、AQP9 発現強度を測定したと

ころ、濃度依存的にAQP9の発現がみられた（Figure 8B）。これはCD11b

と CD15 の発現程度と関連しており(Figure 8C)、AML 患者細胞におい

て分化傾向をもつ病型においてAQP9発現が高いとする過去の報告を

支持するものである。 

 

② ATO の細胞内濃度の解析 

 ATRA の分化誘導作用により AQP9 発現が亢進したため、ATO の取り

込みは亢進すると予想された。その仮説の検証のため、10 nM 及び 1
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μM の ATRA で 7 日間処理した HT93A と未処理の HT93A の培養液中に

ATO を 0.5μMの濃度になるように加え、30分、60 分、120 分で細胞

を回収し、細胞数を測定の上、細胞内のヒ素濃度を測定した（Figure 

9）。予想に反し ATRA 処理により ATO の細胞内濃度は低下した。

ATRA+G-CSF で処理した細胞は ATRA 単独の場合と比較して AQP9 発現

の程度は変わらなかったが、細胞内のヒ素濃度が ATRA 単独処理より

も有意に高かった。G-CSF 単独では細胞内のヒ素濃度はコントロール

と同程度であった。尚、ATO で未処理の細胞の ATO 濃度は検出感度未

満であった。 

 

4-3. ATRA と G-CSF の HT93A の細胞増殖に与える影響 

 

 ATRA は濃度依存的に HT93A の細胞増殖を抑制した(Figure 10)。

G-CSF は単独では細胞増殖に寄与しなかったが、ATRA と G-CSF を併

用すると ATRA による細胞増殖抑制効果は有意に減弱した(Figure 

11)。 
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4-4. NB4 と HT93A および患者細胞株における AQP9発現と ATO感受性

の関係 

 

① APL細胞株NB4と HT93AにおけるATOの感受性とAQP9発現強度の

関係 

 この研究において、HT93A が ATO に感受性を示すことから、HT93A

を APL の代表細胞株である NB4 と比較した。ATO を 1μM、2μM の濃

度とした培養液中で NB4 と HT93A を 48 時間培養したところ、NB4 は

HT93A よりも有意にアポトーシス誘導がみられた（Figure 12）。HT93A

と同様にNB4でATOの細胞内取り込みを測定したところ、NB4はHT93A

に較べて 4～7倍高い ATO の取り込みを示した（Figure 13）。そのた

め、ATO の取り込みに影響を及ぼすとされる AQP9 の発現を評価した。

ここでは過去に報告されている白血病細胞株の AQP9 発現と、新たに

HT93A の AQP9 発現を評価し比較した。この研究では AQP9 発現をフロ

ーサイトメーターで測定し、発現強度は NB4 > K562 > Jurkat > HL-60

の順であった。特筆すべきことに、HT93A は NB4 と同じ APL の細胞株

であるにもかかわらず、AQP9 の発現が低く、この 5 種類の中では最

も発現が低かった(Figure 14)。 
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② 患者検体を用いたAPL細胞のAQP9発現とATOによるアポトーシス

誘導能の関連性の検討 

APL の細胞株である NB4 と HT93A において、AQP9 発現が著しく異

なることから、ATO 治療の薬剤感受性のバイオマーカーとなる可能性

があると考え、患者サンプルを用いて AQP9 発現と生存細胞割合の関

連を検討した。Figure 15 に示されるように、6人の APL 患者から分

離された腫瘍細胞と 2種類のAPL細胞株を用いて検討した結果、AQP9

の発現が高いほど生存細胞が少なくなるという有意な負の関係を示

した。（R2=0.7592, P=0.0049） 

 また、どのような APL 細胞が AQP9 の発現が高いか、また ATO 感受

性が高いかを推定するために、診断時における APL 細胞の表面抗原

のプロファイルや、t(15;17)以外の付加的染色体異常の有無が AQP9

発現や ATO 感受性に関連するかを検討した(Table 4)。しかし、AQP9

発現と表面抗原の発現パターン及び付加染色体異常の有無との関連

はみられず、また ATO のアポトーシスの程度も関連しなかった。こ

の結果から、AQP9 の発現強度が ATO の感受性に関連する因子である

ことが示された。 
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5. 考察 

 

 この研究において、ATO が HT93A の増殖抑制、分化誘導、及びア

ポトーシスを引き起こすことを初めて実証した。また、ATRA と ATO

の分化誘導が、G-CSF を加えることで増強され、ATRA 処理後の ATO

の取り込み低下を G-CSF が回復させることを示した。さらに、NB4

と HT93A を用い、ATOのトランスポーターである AQP9発現強度と ATO

の取り込みが NB4 と HT93A で大きく異なり、患者 APL 細胞間でも異

なることをはじめて示した。さらに臨床検体を用い、APL 細胞の AQP9

発現が ATO の感受性に関連することを明らかにした。 

APL に特異的に有効である ATRA や ATO の作用メカニズムは、APL

細胞株である NB4 が主に用いられているが、APL 細胞の治療反応性の

違いを研究する上では、基礎研究で利用可能な他の細胞株が殆ど存

在しないことが問題であった。APL の細胞株は NB4 の他に AP-1060

と UF-1 があるが、共に ATRA 及び ATO に耐性である[31,32]。HT93A

は ATO に感受性を示す数少ない APL 細胞株の一つであり、かつ NB4

と対照的な性格をもつ。NB4 は ATRA に対して感受性を有するが、ATRA

耐性の患者から樹立された細胞である。対して HT93A は ATRA の曝露
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を受けていない患者から樹立された唯一の APL 細胞株である。分化

マーカーとして CD11b、CD11c、及び CD15 は有用であったが、NB4 に

みられない CD34 や CD56 を発現しており、分化誘導により CD34 が低

下するという興味深い表面抗原の変化を示す。実際に、CD34 陽性の

APL は存在し、分化誘導療法によって CD34 の発現が低下する例が報

告されている[36]。また t(15;17)以外に t(1;12)を有し ets variant 

gene 6 (ETV6)/Abelson-related gene(ARG)の融合遺伝子を形成し、

その結果、ARG の過剰活性化をきたし腫瘍の自律性増殖に寄与されて

いると報告されている[37]。HT93A は ATO による分化誘導の作用メカ

ニズムを研究する上で NB4 と対比させて考えることが可能な唯一の

細胞株であることが示され、今後、基礎研究において APL の発症メ

カニズムや薬剤の作用をより深く理解するために重要な位置づけと

なることが期待される。 

 過去には AQP9 が ATO の取り込みの主要経路であること、APL や

AML(M2)のような分化傾向を示す AML が AQP9 を高発現していること

が報告されている[13,22,24,25,38]。さらに ATRA による分化誘導で

AQP9 mRNA 及び蛋白が共に発現誘導されることから[13,27]、細胞分

化と AQP9 発現が関連していると考えられる。しかし一方で、この研
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究では ATRA+G-CSF や ATO+G-CSF は、それぞれ ATRA 単独や ATO 単独

に比して分化誘導が増強されたにも関わらず、AQP9 発現強度は同等

である結果を得た。また症例数は少ないが、患者検体及び APL 細胞

株におけるAQP9発現強度は表面抗原の発現の程度と有意な関連が認

められなかった。この結果は、ATRA 感受性を有する細胞においては

ATRA の作用として分化誘導とは異なる AQP9 発現誘導効果をもつ可

能性を示唆している。この仮説の検証のためには、ATRA 耐性株を含

めたより多くの細胞株における解析や、APL 症例を集積し検討する必

要がある。 

APL においては他の病型の AML と比較して AQP9 発現が高いことが

ATO の感受性が高い理由の一つと考えられているが[13]、さらにこの

研究では APL 細胞における AQP9 の発現が個々の患者で異なり、APL

患者における ATO 治療の有力なバイオマーカーとなることをはじめ

て基礎実験で示した。種々の細胞株の AQP9 発現をウエスタン・ブロ

ット法で評価した報告によると、NB4 > K562 > Jurkat > HL-60 の

順で AQP9 の発現が強いとされている[13]。この研究におけるフロー

サイトメトリー法によるAQP9発現の評価は過去の報告と一致してお

り、その有用性が示された。 



    

 

24 

 

ATO 治療における予後因子は ATRA 時代のそれとは同一ではないこ

とが指摘されており、フローサイトメトリー法における AQP9 発現の

評価はすみやかに臨床応用が可能であるため、ATO 治療における臨床

研究に容易に導入可能であると考えられる。 

 近年の臨床研究において、ATO、ATRA の併用療法は化学療法を行わ

ずとも 60～70%の初発 APL 患者を治癒に導くことが可能であり、さら

に化学療法の併用によりさらに治療成績が向上する可能性が示され

[27,28]、ATRA による AQP9 の upregulation が ATO の作用を増強する

ためと考えられていた[28]。しかし、この研究では ATRA は AQP9 発

現を増強するが、ATRA がよく機能した場合は ATO の細胞内濃度を低

下させてしまうことが示された。実際に、ATRA 感受性である NB4 は

ATRA と ATO を併用した場合には ATO のアポトーシス作用を増強しな

い[39]。この研究の中ではその機序を示すことは出来ておらず、そ

の機序の解明が研究課題として残された。薬剤の細胞内濃度に影響

を与える因子としては、細胞内取り込みだけではなく排出機構も重

要である。ATO の細胞内取り込みに AQP9 が関連することは明らかに

されている一方で、ATO の排出機構は十分解明されていない。近年、

ATO の排出には multidrug resistance-associated protein 2 が関与
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することが示されており[23,24]、ATO 排出機構の解明とともに ATRA

によって排出機構の発現が影響を受けるか検討する必要があると考

えられた。 

近年にはATO単独治療でも60～70%の初発APL患者を治癒させるこ

とが可能であると示されたため[40,41]、臨床的に ATRA と ATO の併

用効果があるかは疑問が残る。G-CSF の併用により分化誘導が促進さ

れるのみならず、低下した ATO の取り込みを増強することが可能で

あることは、この 3剤併用により、APL 患者により高い有効性をもた

らす可能性を示唆する。ATO は細胞周期阻害因子である p21 及び p27

の発現を増加させるため[42]、G-CSF 併用により静止期細胞を S期へ

導入し、より薬剤感受性を高めることが期待される。また、G-CSF

は一時的に腫瘍増殖をきたすが、その効果は長期的には維持されな

いと考えられている[29]。さらに、in vivo 及び in vitro において

G-CSF レセプターを介して ATRA の感受性を増強する可能性が報告さ

れている[10,43-46]。この研究においては、HT93A は G-CSF 単独では

細胞増殖、分化誘導、AQP9 発現および ATO 取り込み増強をきたさな

かったが、ATRA や ATO との併用で分化誘導の増強のみならず ATO の

取り込みの増加をきたすことが示された。その G-CSF に対する反応
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性の違いから、分化誘導薬剤により G-CSF レセプターが発現し G-CSF

に対する感受性が亢進する可能性が推測された。さらに、ATRA に

G-CSF を併用した場合の ATO 取り込みの増加は、AQP9 発現強度とは

関係せず、AQP9 発現とは異なる ATO 取り込みに影響を及ぼす機序が

存在することが推測された。 

 結論として、この研究は分化誘導療法における将来の基礎研究

の基盤を拡張するにとどまらず、APL の新しい併用療法や AQP9 のバ

イオマーカーとしての臨床研究の可能性を明らかにした。 
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6. まとめ 

 

 この研究において、APL に対する分化誘導療法の併用療法において、

G-CSF 併用の意義を明らかにしたのみならず、HT93A が APL の分化誘

導療法の研究や、分子メカニズムを解明する上での重要な研究資料

となることを示した。また、AQP9 が APL における ATO 治療のバイオ

マーカーとなる可能性をはじめて示した。これらの知見は既存薬剤

の併用により APL 治療に更なる進歩をもたらす可能性を示し、また

今回はじめて行われたAQP9発現をフローサイトメトリー法で定量的

に評価する手法は、AQP9 発現が ATO 治療におけるバイオマーカーと

なるか臨床研究を行う上で非常に簡便であり優れた手法であると考

えられる。この研究は今後の APL の基礎及び臨床研究における礎と

なることが期待される。 
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8. 表 

 

Table 1  NB4 と HT93A における分化誘導および AQP9 発現 

 

 NB4 HT93A 

分化マーカー CD11b, CD15 CD11b, CD15, CD34 

細胞株樹立前の治療 
ATRA・化学療法 

（再発時に樹立） 

化学療法のみ 

（再発時に樹立） 

ATRAによる 

分化誘導 

10-6 M-10-7 Mで CD11b

の発現を増強 

10-6 Mで CD11b 

の発現を増強 

ATRA＋G-CSFによる 

分化誘導 
ATRA単独より増強 ATRA単独より増強 

ATOによる分化誘導 
0.1-0.5μMで CD11bの発

現が増強 
報告されていない 

ATO+G-CSFによる 

分化誘導 
報告されていない 報告されていない 

ATRAによる AQP9発現 発現が増強する 報告されていない 

ATOによる AQP9発現 発現が増強しない 報告されていない 

ATRA処理後の 

ATO取り込みの変化 
報告されていない 報告されていない 

 

過去の報告から NB4 と HT93A の異同を示した。HT93A に関しては ATO

の薬理作用の研究や、AQP9 発現に関して報告が無い。 
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Table 2  ATRA 処理前後の HT93A の表面抗原発現のプロファイル 

 

Antigens Clones 
Positivity 

of control (%) 

Positivity 

after ATRA 

treatment (%) 

Differentiation 

marker 

expression 

CD2 MT910 0.4 0.7  

CD3 SK7 0.8 1.0  

CD4 SK3 0.1 0.1  

CD5 53-7.3 0.3 1.1  

CD7 M-T701 0.6 0.9  

CD8 SK-1 0.4 0.8  

CD10 HI10a 0.2 0.1  

CD11b D12 0.3 13.6 Upregulated 

CD11c S-HCL-3 0.4 16.9 Upregulated 

CD13 L138 0.3 3.2  

CD14 MφP9 0.1 6.7  

CD15 MMA 19.4 44.5 Upregulated 

CD16 NKP15 0.4 0.4  

CD19 4G7 0.5 0.8  

CD20 L27 0.2 0.1  

CD33 WM53 99.0 99.5  

CD34 8G12 66.2 30.9 Downregulated 

CD41 HIP8 0.6 7.6  

CD56 MY31 99.5 99.8  

CD117 YB5.B8 0.4 0  

KORSA KOR-SA3544 0.2 0.5  

HLA-DR L243 0.4 4.6  

MPO MPO-7 2.4 2.3  

HT93A を 1μM の ATRA で 8 日間培養し、フローサイトメーターで表

面抗原の発現を測定した。この測定は Bio Medical Laboratories 社

(Tokyo, Japan)に委託し行われた。 
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Table 3  HT93A の ATRA, ATO, G-CSF 併用における表面抗原の変化 

 

treatment 
CD11b 

expression 

CD11c 

expression 

CD15 

expression 

CD34 

expression 

G-CSF - - - - 

ATRA + + +++ + 

ATO - + ++ - 

ATRA+G-CSF +++ ++ +++ ++ 

ATO+G-CSF + + +++ - 

ATRA+ATO + + +++ + 

ATRA+ATO+G-CSF ++ - +++ + 

 

 

ATRA, ATO, G-CSF 併用における表面抗原発現の変化の程度を要約し

示す。G-CSF は ATRA, ATO の分化誘導を促進するが、ATRA と ATO の

併用は分化誘導を増強せず抑制方向に働いた。 
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Table 4  APL 患者細胞および細胞株のプロファイル 

 

Samples 

AQP9 

Relative 

MFI 

CD11b 

(%) 

CD13 

(%) 

CD15 

(%) 

CD34 

(%) 

CD56 

(%) 

 Additive 

chromosome 

Patient 1 54.8 0.5 12.7 65.2 0.1 0.1 Add(11)q(25) 

Patient 2 48.6 0.5 42.8 52.7 0.1 0.6 (-) 

Patient 3 39.5 0.3 43.1 19.9 0.1 1.8 (-) 

Patient 4 36.9 1.9 90.0 13.0 0.3 0.1 (-) 

Patient 5 33.1 1.6 97.5 78.8 8.2 86.2 -10, -12 

Patient 6 94.3 23.7 97.5 19.1 0.1 27.8 (-) 

NB4 95.7 48.2 97.8 61.7 0.5 8.2 complex 

HT93A 7.3 1.2 6.4 24.3 88.1 99.5 t(1;21) 

Clones: CD11b, D12; CD13, L138; CD15, MMA; CD34, 8G12; CD56, MY31 

 

APL 患者細胞および細胞株のプロファイルを示す。APL 細胞の AQP9

発現強度と表面抗原の発現もしくは染色体の付加異常の間に明らか

な関連性は認められなかった。APL 患者細胞の表面抗原の測定は、APL

診断時の骨髄液を Bio Medical Laboratories 社(Tokyo, Japan)に委

託し行われた。染色体分析は当院で施行された。 
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9. 図および図説 

 

Figure 1 APL 細胞形態と染色体転座 

 

(A)          (B) 

 

 

患者 APL 細胞の Wright-Giemsa 染色標本と、15 番および 17 番染色体

の模式図を示す。典型的な APL 細胞は形態的に auer body が束にな

った faggot body を形成し、faggot cell と呼ばれる(A)。染色体転

座 t(15;17)により 15q22 に位置する PML 遺伝子と 17q12 に位置する

RARα遺伝子が融合し PML/RARα遺伝子を形成する(B)。 
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Figure 2  PML/RARα蛋白と APL 発生の模式図（文献 47 から引用） 

 

 

 

PML/RARα蛋白は様々な蛋白と複合体を形成し、DNA と結合すること

で下流の転写因子発現を抑制し分化停止をきたす。さらに自己複製

能を獲得し腫瘍として成立する。ATRA と ATO はこの APL 発生に重要

な PML/RARαを標的とした分子標的治療薬であり、corepressor の解

離や PML/RARα蛋白の分解により腫瘍としての機能を喪失させ分化

に導く。 
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Figure 3 ATO による HT93A の増殖抑制 

 

 

 

細胞数のカウントは Trypan blue exclusion method を用い、計算板

にて生存細胞数を計算した。グラフは 3 回反復して行った結果の平

均値±標準偏差で示した。有意差検定は Student’s t-test を用い

た。ATO は濃度依存性に HT93A 増殖を抑制し、2μM の濃度で 8 日間

培養すると生存細胞はほぼ 0となった。 
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Figure 4  ATO による HT93A のアポトーシス誘導 

 

*P<0.05 vs. control 

 

HT93A はグラフに示す濃度(μM)の ATO で 4日間培養され、Annexin V

と PI の二重染色を行いフローサイトメーターで測定した。グラフは

3回反復して行った結果の平均値±標準偏差で示した。有意差検定は

Student’s t-test を用いた。 
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Figure 5  HT93A の形態変化 

 

 

 

HT93A の細胞形態の変化を示す。HT93A を ATRA 1μM、ATO 0.125μM、

G-CSF 50 ng/ml 及びそれらの併用にて 8日間培養し、Wright-Giemsa

染色で評価した。 
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Figure 6 HT93A の分化マーカーの変化 

 

*P<0.05 vs. control; †P<0.05 vs. ATRA; §P<0.05 vs. ATO; #P<0.05 vs. ATRA+ATO 

 

HT93A は ATRA 1μM、ATO 0.125μM、G-CSF 50 ng/ml 及びそれらの併

用にて 8 日間培養し、フローサイトメーターで陽性率を評価した。

グラフは 3 回反復して行った結果の平均値±標準偏差で示した。有

意差検定は Student’s t-test を用いた。 
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Figure 7 HT93A の AQP9 発現誘導 

（A） 

 

（B） 

 
   *P<0.05 vs. control; †P<0.05 vs. control 
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HT93A 細胞を ATRA(1μM)および ATO(0.125μM)で 7日間培養し、フ

ローサイトメーターにて AQP9 発現を評価した。ヒストグラムを示す

（A）。ATRA は顕著に AQP9 発現を誘導し、また、ATO はコントロール

に比し有意に AQP9 を誘導するが、ATRA よりも AQP9 発現の増加は少

なかった（A & B）。ATO、ATRA 共に G-CSF の添加により AQP9 発現は

増強されなかった（B）。グラフは 3 回反復して行った結果の平均値

±標準偏差で示した。有意差検定は Student’s t-test を用いた。 
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Figure 8 ATRA による HT93A の時間・濃度依存性の AQP9 発現誘導 

 

（A） 

 

（B） 

 

 

 

day 

ATRA concentration 
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（C） 

 

 

HT93A における AQP9 発現の誘導を示す。1μM の濃度の ATRA の処

理により、時間依存的に AQP9 が誘導された（A）。また、濃度を 1 nM-1

μM とし 7 日間培養した場合の AQP9 発現（B）と CD11b 及び CD15 の

発現（C）を示す。濃度依存的に AQP9 発現は誘導され、CD15 と CD11b

の発現に示されるように分化程度と関連していた。グラフは 3 回反

復して行った結果の平均値±標準偏差で示した。有意差検定は

Student’s t-test を用いた(A,B)。また、CD15 と CD11b の陽性率は

3回行いほぼ同様の結果であり、代表的なヒストグラムを示した(C)。 
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Figure 9 細胞内ヒ素濃度の解析 

 
*P<0.05 vs. control; †P<0.05 vs. ATRA (10 nM); §P<0.05 vs. ATRA (1μM) 

コントロールと ATRA、G-CSF 及びそれらの併用にて 7 日間培養し

た HT93A の培養液中に ATO 0.5μMを添加し、30 分、60 分、120 分で

細胞を回収し ICP-MS を用いて細胞内ヒ素濃度を測定した。グラフは

3回反復して行った結果の平均値±標準偏差で示した。有意差検定は

Student’s t-test を用いた。ATRA を加えて培養した HT93A はコン

トロールと比較し ATO の取り込みが有意に低下した。しかし、G-CSF

併用により、ATRA 単独より有意に ATO の取り込みを増加した。 
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Figure 10 ATRA による濃度依存性の細胞増殖抑制効果 

 

 

ATRA 未治療のコントロールと、ATRA の濃度を 1 nM-1μMとし 8日

間培養した HT93A の生存細胞数を比較した。生存細胞数は Trypan 

blue exclusion method で測定した。グラフは 3回反復して行い、コ

ントロールと比較した割合を算出し、平均値±標準偏差で示した。

結果、HT93A の生存細胞数は ATRA の濃度依存性に低下し、ATRA が

HT93A の増殖を濃度依存的に抑制することが示された。 
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Figure 11 G-CSF の細胞増殖に対する影響 

 
# P<0.01 vs. control; $ P<0.05 vs. ATRA 

 

 コントロール、ATRA 1μM、G-CSF 50ng/ml 及び ATRA に G-CSF を併

用し生存細胞数を Trypan blue exclusion method で測定した。グラ

フは 3 回反復して行った結果の平均値±標準偏差で示した。有意差

検定は Mann-Whitney U-test を用いた。ATRA による増殖抑制効果は

G-CSF 併用により有意に減弱した。 
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Figure 12 ATO による NB4 と HT93A のアポトーシス誘導の比較 

 

 

 

 

 NB4とHT93AにおけるATOのアポトーシス誘導能の違いが示されて

いる。ATO 1μMと 2μMでそれぞれ 48 時間培養し、Annexin V 及び PI

で二重染色し、フローサイトメーターで測定した。HT93A は NB4 よ

り低感受性であることが示された。グラフは 3 回反復して行った結

果の平均値±標準偏差で示した。有意差検定は Student’s t-test

を用いた。 

 

*§ 

* 
* 

*§ 

ATO 

*, p<0.01 vs. control; §, p<0.05 vs. HT93A  



    

 

47 

 

Figure 13 NB4 と HT93A における ATO の細胞内取り込みの比較 

 

 

 

 

 

 NB4 と HT93A の ATO の細胞内取り込みの違いを示した。NB4 及び

HT93A の培養液中に ATO 0.5μMを添加し、30 分、60 分、120 分、240

分で細胞を回収し、ICP-MS を用いて細胞内ヒ素濃度を測定した。グ

ラフは 3 回反復して行った結果の平均値±標準偏差で示し、有意差

検定は Student’s t-test を用いた。NB4 は HT93A よりも ATO の取り

込みが 4～7倍高い結果であった。 

 

* * 
* 

* 

*, p<0.01 NB4 vs. HT93A 
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Figure 14 白血病細胞におけるフローサイトメトリー法による 

AQP9 発現の比較 

 

 

 

 フローサイトメーターによる AQP9 発現のヒストグラムを示す。

AQP9 発現はフローサイトメーターで評価可能であることが示され、5

種類の白血病細胞のうち、NB4 は AQP9 の発現強度が最も高く、HT93A

は AQP9 の発現強度が最も低かった。2 回行い、ほぼ同様の結果を得

たため、代表的なヒストグラムを示した。 
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Figure 15 AQP9 発現強度と ATO 感受性の関連 

 

 

 

 

 AQP9 発現と ATO による生存細胞割合への関連を示す。患者サンプ

ルと細胞株を、コントロールと 1μM の ATO を加えたペアとして 48

時間培養し、前述と同様の方法でフローサイトメーターを用い生存

細胞を測定し、コントロールと ATO 治療の細胞の生存比率を算出し

た。細胞の生存比率と AQP9 発現強度の関連の解析は、Pearson 

product-moment correlation coefficient を用いた。結果、AQP9 発

現強度と細胞の生存比率は有意に負の関係にあり（P=0.0049）、AQP9

発現が ATO の感受性に影響することが示された。 

NB4 

HT93A Pt1 

Pt2 

Pt3 

Pt4 

Pt5 

Pt6 
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