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要 旨 
 
【背景と目的】急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia, AML) は分化・成熟能

が障害された幼若骨髄系細胞のクローナルな自律性増殖を特徴とする造血器

腫瘍である。FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) -ITD (internal tandem duplication, 遺
伝子内縦列重複) は傍膜貫通領域のタンパク伸長を来す変異であり、AML で最

も多く認めるドライバー変異である。FLT3-ITD 陽性 AML は FLT3 阻害剤によ

り予後の改善が期待されるものの依然として再発率が高い。また、1 症例に長

さや変異アレル頻度 (variant frequency, VAF) の異なる複数の FLT3-ITD クローン

がオリゴクローナルに存在し、一部の ITDクローンのみが再発に関与する。こ

れまでに FLT3-ITD の生成機構は解明されておらず、新規 ITD クローン生成の

抑制を期待できる薬剤は存在しない。FLT3 exon 14 には FLT3-ITD のクラスタ

ー領域が存在することが知られており、同部位の塩基配列には回文様配列を

認める。我々は FLT3 exon 14 は回文様配列を有することで DNA 損傷を受けや

すく、その修復過程で FLT3-ITD が生成されるのではないかと仮説を立てた。

FLT3-ITD の生成機構を解明するために、FLT3-ITD 陽性 AML20 症例の FLT3 
exon 14-15 領域のディープシーケンシングおよび複数の細胞株において人工的

に FLT3-ITD を生成し、DNA 損傷形態の違いや DNA 損傷修復経路の阻害によ

り ITD の生成効率が変化するかどうかを検証した。 
【対象と方法】2017年 1月から 2021年 2月までに「急性白血病における遺伝子

変異と治療反応性・白血病発症機序の解明」に登録された症例のうち、アガ

ロースゲル電気泳動法で FLT3-ITD 陽性と診断された AML20 症例を無作為に

抽出し、NGS (Next-generation sequencing) によるディープシーケンシングにて

FLT3 変異を解析した。また、ヒト上皮細胞、ヒト白血病細胞およびマウス血

液細胞においてトランスポゾン法を用いてドキシサイクリン誘導性 Cas9 発現

細胞株を樹立し、ヒト FLT3 exon 14 の回文様配列、またはマウス Flt3 exon 14
の回文様配列の隣接領域を標的とする guide RNAをトランスフェクションし、

標的部位のゲノム損傷による FLT3-ITD生成システムを構築した。DNA損傷形

態による変異生成効率を比較するために、通常の Cas9-nuclease に加え、

Nickase 改変型 Cas9-D10A、Cas9-H840A を用いて一箇所の二重鎖切断 (double 
strand break, DSB)、二箇所の二重鎖切断、一箇所の単鎖切断 (single strand break, 
SSB)、二箇所の単鎖切断を施した。また、単鎖切断修復経路を阻害するため

に olaparib、二重鎖切断修復経路を阻害するために peposertibを投与した上で人

工的に DNA 損傷を与え、ITD 生成効率が変化するかどうかを検証した。 
【結果】FLT3-ITD 陽性 AML20 症例の FLT3 exon 14-15 領域を NGS にてディー

プシーケンシングを行った結果、FLT3-ITD 陽性 AML には 1 症例に VAF や長

さの異なる多様な ITD および欠失変異、挿入変異を FLT3 exon14-15 領域の回

文様配列の近傍に認めた。FLT3-ITD の重複結合部分の塩基配列を解析し、1) 
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重複結合部に塩基挿入 (filler) や微小相同配列 (microhomology) を有さない

FLT3-ITD、2) 重複結合部に filler を有する FLT3-ITD、3) 重複結合部に

microhomology を有する FLT3-ITD に分類した。CRISPR/Cas9 システムを用い

て、HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 に作出した FLT3-ITD は、FLT3 exon 14 の

回文様構造近傍で対側鎖における二箇所の単鎖切断を施すことにより、一箇

所の二重鎖切断よりも高率に生成された。人工的 FLT3-ITD は臨床検体の ITD
と類似し、断端結合部分に microhomology を有さないクローンが多くを占めた。

人工的 FLT3-ITD 配列の開始位置と終了位置は切断部位に完全に一致するので

はなく、切断点間の内側で形成された。さらに、HEK293T、K562 において、

olaparib の投与下でも FLT3-ITD は高率に生成されたが、peposertib の投与下で

は変異頻度および FLT3-ITD の変異比率が統計学的に有意に低下した。また、

K562 において DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) をノッ
クアウトした結果、peposertibの投与時と同様、変異頻度および FLT3-ITDの比

率が統計学的に有意に低下した。 
【考察】FLT3-ITD陽性AML20症例の解析にて、回文様配列近傍にFLT3-ITDと

欠失変異を認めたが、これはクラスター領域である FLT3 exon 14 の DNA 損傷

により変異生成が行われていることを示唆した。これまで、tandem duplication
は、対側鎖に位置する DNA 断端が microhomology を手掛かりに結合し、ずれ

た状態で修復される、DNA 複製スリッピングにより形成されると考えられて

きた。しかし、FLT3-ITD 陽性 AML20 症例の解析及び人工的 FLT3-ITD の解析

により重複結合部分の配列には microhomology を有しない ITD が大多数であり、

ごく一部だけが ITD の重複結合部位で微小相同性を持つことから、DNA 複製

スリッピングよる生成機構の関与は乏しいと考えられた。対側鎖での二箇所

の単鎖切断で効率よく FLT3-ITD が生成されたこと、ITD 配列の開始位置と終

了位置は切断部位に一致するのではなく、切断点間の内側で生成されたこと、

ITD の生成には二重鎖切断修復経路が単鎖切断修復経路よりも重要であったこ

とを考慮すると、対側鎖での二箇所の単鎖切断により形成された突出した

DNA 断端では、リーディング鎖の伸長に加え、DNA 断端の削り込みが同時に

生じ、DNA断端の削り込みの速度を DNA複製の速度が上回ることで、複製フ

ォークがすれ違い、NHEJ (non-homologous end joining) にて断端結合することで

FLT3-ITD が生成されると考えられた。peposertib を使用することで、新たな

FLT3-ITD クローンの生成を抑制可能であることは、 FLT3-ITD を生じやすい

AML、既に FLT3-ITD を認めている AML において予後の改善に寄与する可能

性が考えられた。 
【結論】我々は、ヒト白血病細胞において、FLT3-ITD は対側鎖の二箇所の単鎖

切断が生じた際に NHEJ による二重鎖切断修復により高率に生成されることを

初めて明らかとした。また、DNA損傷修復経路を標的とする peposertibによる

FLT3-ITD の生成抑制が可能であることを初めて証明した。FLT3-ITD 生成には、
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これまで予想されていた DNA 複製スリッピングによる tandem duplication形成

モデルでは焦点が当てられていなかった、断端結合の最終ステップにおいて 
NHEJ が重要であることを明らかにした。
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【略語表】 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
AML  acute myeloid leukemia 
AS                       antisense strand 
CRISPR/Cas9     clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR  

associated proteins9 
DNA-PKcs         DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 
Del                      Deletion 
Dox                     Doxycycline 
DSB                    double strand break 
ELN                    European LeukemiaNet 
FLT3       fms-like tyrosine kinase 3 
gRNA                 guide RNA 
HEK293T           Human embryonic kidney 293 T 
HR                      homologous recombination 
Ins                       Insertion 
ITD      internal tandem duplication 
JM                       juxtamembrane domain 
MMEJ                 microhomology-mediated end joining 
NGS                    next-generation sequencing 
NHEJ                  non-homologous end joining 
Opti-MEM          Opti-minimal essential medium 
PAM     protospacer adjacent motif 
PCR      polymerase chain reaction 
RT-PCR               reverse transcription polymerase chain reaction 
S                          sense strand 
SSB                     single strand break 
TdT                     terminal deoxynucleotidyl transferase 
TKD     tyrosine kinase domain 
TK1                     tyrosine kinase 1 
TK2                     tyrosine kinase 2 
VAF                     variant allele frequency 
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【緒言】 
  急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia, AML) は分化・成熟能が障害された

幼若骨髄系細胞のクローナルな自律性増殖を特徴とする造血器腫瘍の一つであ

る。骨髄における白血病細胞の異常増殖の結果、正常な造血機能が著しく阻害

され、適切な治療がなされない場合は感染症や出血により短期間で死に至る。

AML の発症機序として、染色体転座や逆位に加えて多くの遺伝子変異が同定さ

れてきた (Abdel-Wahab et al, 2013；Dohner et al, 2015；Cancer Genome Atlas 
Research et al, 2013)。The Cancer Genome Atlas では、200 例の AML 症例のゲノム

あるいはエクソーム解析を行い、複数例で認められる 23種類の遺伝子変異を同

定するとともに、1 症例あたり 13種の遺伝子変異が蓄積していることを明らか

にしている (Cancer Genome Atlas Research et al, 2013)。 
Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) 遺伝子変異には、FLT3 遺伝子内縦列重複

(internal tandem duplication, ITD) と FLT3-チロシンキナーゼドメイン (tyrosine 
kinase domain, TKD) 変異があり、FLT3-ITD は AML の 25％、FLT3-TKD 変異は

7～10％に認められる(Daver et al, 2019)。FLT3-TKD 変異は予後不良因子とされ

ていないが、FLT3-ITD は AML で最も多く認めるドライバー変異であり、FLT3
阻害剤が導入されるまで、FLT3-ITD の存在は予後不良のバイオマーカーとされ

てきた (Grimwade et al, 2016；Papaemmanuil et al, 2016)。AML において、FLT3-
ITD を伴いやすい他の遺伝子変異として、NPM1 変異、NUP98::NSD1、
DEK::NUP214、UBTF-ITD が知られている (Sandahl et al, 2014；Hollink et al, 
2011；Kronke et al, 2013；Kaburagi et al, 2023)。近年、FLT3 阻害剤の上市により

FLT3-ITD を伴う AML は、European LeukemiaNet (ELN) 2022 リスク分類におい

て予後中間群として分類された (Dohner et al, 2022)。しかし、FLT3 阻害剤の効

果は一時的であり、治癒は期待できない。FLT3-ITD を伴う AML は再発率が高

いことから、予後のさらなる改善が望まれる (Rebechi et al, 2017；Kiyoi et al, 
1999；Kottaridis et al, 2001)。 

FLT3 遺伝子は染色体の 13q12 に位置しており 24 の exon からなる(Kottaridis et 
al, 2003)。FLT3 は受容体型チロシンキナーゼの 1 つであるクラスⅢ受容体型チ

ロシンキナーゼに属し、5 つの免疫グロブリン様ドメインを含む細胞外ドメイ

ン、膜貫通ドメイン (juxtamembrane domain, JM)、傍膜貫通ドメイン、2 つのチ

ロシンキナーゼドメイン (TKD) とその間にあるキナーゼ挿入ドメインと C末端
ドメインからなる (Kiyoi et al, 1998；Litzow, 2005) (図 1)。FLT3-ITD は多くが

FLT3 遺伝子の exon 14 と exon 15 に生じ、FLT3 受容体の傍膜貫通ドメインかチ

ロシンキナーゼ 1 ドメインに位置する (Kiyoi et al, 1997；Kayser et al, 2009；
Schnittger et al, 2012)。この結果、恒常的な FLT3 キナーゼ活性を引き起こし、

AML 細胞の増殖、生存を導くとされている(Daver et al, 2019)。FLT3-ITD の生じ
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る場所と FLT3-ITDの重複する塩基の長さは症例により異なるが、常に 3の倍数 
(3N) bp であり、インフレーム変異であることが報告されている (Kiyoi et al, 
1997；Kiyoi et al, 1998；Nakao et al, 1996)。FLT3-ITD の長さは 3 bp から 400 bp
と様々である (図 1) (Thiede et al, 2002；Ma et al, 2011；Litzow, 2005)。その伸長

により、FLT3 の自己リン酸化を抑制する自己制御領域としての機能を失い、

FLT3 は恒常的に活性化された状態となり、リガンド非依存性のシグナル伝達と

STAT5 リン酸化を介した細胞増殖が引き起こされる(Grundler et al, 2005)。FLT3 
exon 14 には図 2A に示すような FLT3-ITD 発生のクラスター領域が知られてお

り、クラスター領域の塩基配列は図 2B に示すような回文様配列を呈する (Kiyoi 
et al, 1998；Borrow et al, 2019)。また、放射線誘発性 AML および CALM-AF10 ト

ランスジェニックマウスを含むマウス AMLモデルにおいて、Flt3-ITDが自然発

生したことが報告されている (Finnon et al, 2012；Novak et al, 2012)。マウスの

Flt3 exon 14 にもヒトと同じような回文様配列が認められる (図 2C)。回文様配列

は短い逆向きの反復配列のことを指し、パリンドローム様配列とも呼ばれる 
(Lu et al, 2015；Finnon et al, 2012；Kiyoi et al, 1998)。回文様配列によって誘導さ

れるヘアピン構造は、遺伝的に不安定で、DNA 損傷を受けやすく、遺伝子変異

を生じやすいことが報告されている (Lu et al, 2007；Lu et al, 2015)。ヒトの FLT3
とマウスの Flt3 の回文様配列には 80%の相同性がある (図 2D)。 

          
図 1. FLT3 受容体チロシンキナーゼと FLT3-ITD、FLT3-TKD 変異の模式図 
Litzow et al., 2005 より引用、一部改変。FLT3 受容体は 5つの免疫グロブリ 
ン様ドメインを含む細胞外ドメイン (Immunoglobulinlike loops)、膜貫通ドメ 
イン (Transmembrane domain)、傍膜貫通ドメイン (Juxtamembrane domain)、 
2つのチロシンキナーゼドメイン (Kinase 1、2) とその間にあるキナーゼ挿入 
ドメインと C末端ドメイン (C-terminus) から構成される。図の Tandem 
duplication が FLT3-ITD、図の Point mutations が TKD 変異を示す。 
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図 2. ヒトおよびマウス FLT3 exon 14 における FLT3-ITD クラスター領域 

と回文様配列 
A. Kiyoi et al., 1998 より引用、一部改変。上段はヒト FLT3 受容体チロシ 

ンキナーゼの構造を示す。下段は Juxtamembrane domain におけるア 
ミノ酸配列の一部を示す。FLT3-ITD のクラスター領域は矢印で示す。  
JM: juxtamembrane domain、TK 1: tyrosine kinase 1、TK 2: tyrosine kinase 2 

B. 図 2A のヒト FLT3-ITD クラスター領域の回文様塩基配列とその近傍の 
配列を示す。赤字で示す「ATTTCAGAGAATATGAATATGATCTCAAAT」
の回文様配列 30 塩基中、22 塩基 (73.3%) が相補的な配列を有する。 

C. マウスの Flt3 exon 14 の回文様塩基配列とその近傍の配列を示す。 
赤字で示す 「ACTTCAGGGACTATGAATATGACCTTAAGT」の回文 
様配列 30 塩基中、18 塩基 (60%) で相補的な配列を有する。  

D. 上段にヒト FLT3 exon 14、下段にマウス Flt3 exon 14 の配列を示して 
いる。赤字で示した 30 塩基は回文様配列を示している。ヒトとマウス 
で回文様配列は 30 塩基中 24 塩基 (80％) で相同である。 
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FLT3-ITD はオリゴクローナルに存在し、1 症例に複数の長さや変異アレル頻

度 (variant frequency, VAF) の異なる FLT3-ITD クローンが存在することが報告さ

れている (Yokoyama et al, 2023；Rebechi et al, 2017)。一部の症例では診断時に

FLT3-ITD が陰性と判断されたにもかかわらず、再発時に FLT3-ITD を獲得する

ことがある (Shih et al, 2002；Wakita et al, 2013；McCormick et al, 2010)。我々は、

VAF が低く、臨床的に FLT3-ITD 陰性とされる症例にも、次世代シーケンシン

グ (Next Generation Sequencing, NGS) にて解析すると、微小 FLT3-ITD クローン

が存在し、再発時の FLT3-ITD 陽性化に関与することを明らかにした (図 3A) 
(Yokoyama et al, 2023)。日常診療で施行している電気泳動法では、VAF が 1-5%
以上の FLT3-ITD を検出可能である。しかしながら、電気泳動法では検出され

ないものの、NGSにて検出可能な VAFの低い ITDが存在することを明らかにし

た。正常核型AML111例のうち、37症例は診断時にFLT3-ITD陽性であったが、

陰性と判断された 74 例中、19 例 (初発時陰性症例の 25.7%) で微小 FLT3-ITD を

認めた。また、初発時に微小 FLT3-ITD を認め、経時的に FLT3-ITD クローンの

VAFを解析できた症例において、再発時に VAFが増加する ITDクローンの他、

VAF が低下する ITD クローンも存在した (図 3B) (Yokoyama et al, 2023)。FLT3-
ITD クローンを複数有する症例において、一部の ITD クローンのみ増殖するこ

とが判明した。このことから、FLT3-ITD の生成機構と特定の FLT3-ITD クロー

ンの選択的増殖機構には、別の機序が存在することが示唆された。 
これまでに、FLT3-ITD 陽性 AML の予後や FLT3 阻害剤の治療効果などは詳

細に研究されてきているが、FLT3-ITD 生成の根底にある分子機構は解明されて

いない。そこで、我々は FLT3-ITD の生成機構を解明するために、FLT3-ITD を

有する AML20 症例を NGS におけるディープシーケンシングを行い、FLT3-ITD
の長さや位置、VAF、重複結合部分の塩基配列の特徴を詳細に解析することと

した。また、clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) / Cas9 
システム (Jinek et al, 2012)を用いて、ヒト上皮細胞株、白血病細胞株およびマウ

ス血液細胞株において人工的に FLT3-ITD を生成するシステムを構築し、DNA 
損傷形態の違いにより変異生成効率が変わるか、DNA 損傷修復経路を阻害する

ことで FLT3-ITD の生成を抑制可能かどうかを検証することとした。 
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図 3. 臨床検体における微小 FLT3-ITD の定義と初発時と再発時の ITD 

クローンの動態 
A. Yokoyama et al., 2023 より引用、一部改変。ゲル電気泳動法で FLT3- 

ITD陰性とされる症例にも、次世代シーケンシング (NGS) にて解析する

と、微小な ITD クローンが存在し、再発時の ITD 陽性化に関与した。 
NGS: Generation Sequencing, VAF: Variant Allele Frequency 

B. Yokoyama S, et al., 2023 より引用。初発時に微小 FLT3-ITD を認め、 
再発時に電気泳動法にて FLT3-ITD 陽性を確認し得た 3 症例の各 ITD 
クローンの VAF の動態を示す。一部の ITD クローンのみが増殖した。 
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【方法】 
1. 倫理・コンプライアンス 
ヒト白血病検体を用いた検討においては、「ヘルシンキ宣言」及び「人を対

象とした医学系研究に関する倫理指針」に則り、臨床試験「急性白血病におけ

る遺伝子変異と治療反応性・白血病発症機序の解明」において同意のもとで採

取された検体を使用した。研究担当者は、審査委員会で承認の得られた同意説

明文書を研究対象者に渡し、文書及び口頭による十分な説明を行い、研究対象

者の自由意思による同意を文書で取得した。本研究は北海道大学病院の自主臨

床研究審査委員会の承認を得ている (自 015-0334)。 
 
2. 患者検体 

2017年 1月から 2021年 2月までに北海道白血病ネット (HLN)、「急性白血病

における遺伝子変異と治療反応性・白血病発症機序の解明」に登録された症例

のうち、アガロースゲル電気泳動法で FLT3-ITD 陽性と診断された AML20 症例 
(初発検体)を無作為に抽出し、NGSによるディープシーケンシングにて FLT3変
異を解析した。 HLN は、北海道全土を対象とする北日本血液学研究会 (NJHSG) 
の関連病院から急性白血病サンプルを収集する多施設前向き観察コホート研究

である (UMIN000048611)(Yoshida et al, 2023)。 
 
3. 細胞培養・試薬 

Human embryonic kidney 293 T (HEK293T、ヒト胎児腎臓細胞) および K562 (慢
性骨髄性白血病細胞) は、JCRB (Osaka、Japan) から購入した。TF-1 (ヒト骨髄

赤白血病細胞) および Ba/F3 ( マウス B 細胞由来細胞) は ATCC (Manassas、VA) 
から購入した。HEK293T は 10%ウシ胎児血清 (FCS) および 1% ペニシリン・ス

トレプトマイシン (PS) を含むダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM) で培養し

た。K562 は 10%FCS および 1% PS を含む RPMI1640培地で培養した。TF-1 は
10% FCS、1% PS、および 2 ng/mL のヒト組換え顆粒球マクロファージコロニー

刺激因子 (GM-CSF、Wako Pure Chemicals、Osaka、Japan) を含む RPMI1640 培
地で培養した。Ba/F3 は 10％FCS、1％PS、および 10 ng/mL の組換えマウス IL-
3 (BioLegend、San Diego) を含む RPMI1640培地中で培養した。各細胞株は 5% 
CO2 インキュベーター内で 37℃で培養した。 
ドキシサイクリン(Doxycycline、Dox) (Apollo Scientific、Cheshire、UK) をテ

トラサイクリン誘導性発現細胞株に使用した。ポリ (ADP-リボース) ポリメラ

ーゼ (PARP) 阻害剤である olaparib (AZD2281) は Chemexpress (Shanghai、China) 
から購入し、DNA 活性化プロテインキナーゼ (DNA-PK) 阻害剤である

peposertib (M3814) は Selleckchemicals (Houston、TX) から購入した。各薬剤によ
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り DNA 損傷修復経路が阻害されるが、これらの薬剤の存在下・非存在下での

人工的 FLT3-ITD の生成効率の比較を行った。その際、既報を参考に、人工的

に DNA 損傷を与える 48時間前に olaparib を、45 分前に peposertib を投与した 
(Haines et al, 2021；Garcia et al, 2017；Orta et al, 2014)。 
 
4. RT-PCR による各細胞株の内因性 FLT3 の発現の確認 

人工的 FLT3-ITD 生成の実験を開始する前に、HEK293T、K562、TF-1、 
Ba/F3 が内因性に FLT3 を発現しているのかどうかを reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) にて確認した。 
     TRIzol 試薬 (Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、US) を使用して、1×106 

個の細胞から RNA を生成した。SuperScript™ III First-Strand Synthesis System 
(Thermo Fisher Scientific) を使用した cDNA 生成には、1 µg の RNA を使用し

た。生成した cDNA をテンプレートとし、表 1 に示す各プライマーを用いて

98℃、10秒で変性、60℃、15秒でアニーリング、68℃、30秒で伸長反応のサ

イクルを 34サイクル行い増幅させた。なお、陽性コントロールとしてヒト

FLT3 発現細胞株である THP-1 (ヒト急性単球性白血病)、マウス Flt3 発現細胞株

である C1498 (マウス骨髄性白血病細胞) を用いた。 
 

表 1. 内因性 FLT3 のの発現解析に使用したプライマーリスト 
ヒト FLT3、ヒト β-actin、マウス Flt3、マウス β-actin のプライマーの配列 
を示す。 

 
 
 
5. FLT3-ITD 変異陽性 AML20 症例の FLT3 exon 14-15 領域のディープシー 

ケンシング 
FLT3-ITD 陽性 AML 症例 20 例の骨髄または末梢血のゲノム DNA を QIAamp 

DNA Mini Kit (QIAGEN、Hulsterweg、Netherlands) を用いて精製した。このゲノ

OligoPrimer name

CTTGGCACATCTTGTGAGACGhFLT3 exon 12 forward
AGGTTCACAATATTCTCGTGGChFLT3 exon 16 reverse
AGGCCGGCTTCGCGGGCGAChβ-actin forward
CTCGGGAGCCACACGCAGCTChβ-actin reverse

TCCTTCTATGCGACCATTGGmFlt3 exon 13 forward
ATGAACGCCACGGCCTATGmFlt3 exon 15 reverse

GATATCGCTGCGCTGGTCGTCmβ-actin forward
ACGCAGCTCATTGTAGAAGGTGTGGmβ-actin reverse
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ム DNA をテンプレートとし、ヒト FLT3 プライマーセット (Forward: 5'- 
GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC -3'、Reverse: 5'-
CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC -3') を用いて 98℃、10秒で変性、60℃、15
秒でアニーリング、68℃、30秒で伸長反応のサイクルを 34サイクル行い増幅

させた。Thermus aquaticus DNAポリメラーゼとして PrimeSTAR GXL DNA 
Polymerase (TAKARA BIO INC.、Shiga、Japan) を使用した。増幅された PCR産
物を、1.5%のアガロースゲルに泳動して目的のバンドをゲルカットし、

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) を用いて精製した。PCR産物のディープ

シーケンシングは大阪大学微生物病研究所附属遺伝情報実験センターゲノム解

析室での Miseq (Illumina、San Diego、CA) を用いたディープシーケンシングで

行われた。解析深度は 20,000 リード以上になるように設定し、得られた塩基配

列は、Human BLAT Search (http://mgc.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) を用いて、3 bp 以

上の塩基の伸長もしくは短縮を来たした FLT3-ITD・挿入 (Insertion, Ins)・欠失 
(Deletion, del)を抽出した。 
 
6. トランスポゾン法を用いたドキシサイクリン誘導性 Cas9 発現細胞株の樹

立と、ヒト・マウス細胞株における人工的 FLT3-ITD の生成 
PiggyBac Transposon Vector system とは、ヒト、マウス、ラット由来細胞で使

用可能なトランスポゾンベクターを用いることで、10-100 kb の分子量の DNA
配列の導入や複数のベクターを同時に組み込むことを可能とする (Kim et al, 
2011)。細胞株に分子量の大きい Cas9 を発現させ、分子量の小さい gRNA のみ

をトランスフェクションする手法をとることで、人工的 DNA 損傷による変異

形成の効率を向上させられると考え、トランスポゾン法を用いることとした。

トランスフェクション効率の高い HEK293T に加え、骨髄性白血病細胞株であ

る K562、TF-1、マウス血液細胞である Ba/F3 でも検証した。 
Cas9 ヌクレアーゼは 2 つのヌクレアーゼドメイン (RuvC 様ドメインと HNH 
モチーフ) で二本鎖 DNA を切断することができ、その結果、Cas9ヌクレアーゼ

(野生型; Cas9-nuclease) は二重鎖切断 (double strand break、DSB) を生成する 
(Zhang et al, 2014) 。さらに、RuvC 様ドメインの触媒残基に不活化点変異を含

む Cas9-D10A や HNHモチーフに不活化点変異を含む Cas9-H840A も使用し

た。これらはニッカーゼとして機能し、単鎖切断 (single strand break、SSB) を
生成する(Mali et al, 2013)。ドキシサイクリン誘導性 Cas9 発現プラスミド DNA
を以下のように樹立した。 
化膿連鎖球菌由来の野生型 Cas9ヌクレアーゼの cDNA は遺伝子合成サービ

スを利用して取得した。SV40 NLS (PKKKRKV) およびヌクレオプラスミン 
NLS (KRPAATKKAGQAKKKK) をコードする配列を、それぞれ Cas9 cDNA の N 
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末端および C末端に追加した。Western blotting による検出のために、HA エピ
トープをコードする配列も N末端に追加した。D10A 、H840A 変異は、PCR に
よって導入した。得られた Cas9 cDNA (ヌクレアーゼおよび D10A、H840A) を 
piggyBac トランスポゾンベクター、pPB-TRE3G-MCS-CEH-rtTA3-IP にサブクロ

ーニングした (図 4) (Onodera et al, 2018)。これらの Cas9 をコードするトランス

ポゾンベクターは、リポフェクションにて HEK293T に、エレクトロポレーシ

ョンにて K562、TF-1 および Ba/F3 に一時的に発現させるための過活性

piggyBac トランスポザーゼベクター (Onodera et al, 2018)と同時にトランスフェ

クションした。 
 

 
図 4. ドキシサイクリン誘導性 Cas9 発現細胞株の樹立および人工的 FLT3 

-ITD の生成 
ドキシサイクリン誘導性 CRISPR/Cas9 トランスポゾンベクターと piggyBac 
トランスポザーゼベクターを同時にトランスフェクションした。ピューロマ

イシン耐性細胞を回収し、ドキシサイクリンを投与して Cas9 の発現を確認

し、ドキシサイクリン誘導性 Cas9 発現細胞株を樹立した。人工的 FLT3-ITD
の生成実験ではドキシサイクリン投与の 24 時間後に guide RNA (gRNA) を 
トランスフェクションした。 
CEH: CMV enhancer, IRES: internal ribosome entry site, ITR: inverted terminal 
repeat sequences, PAC: puromycin N-acetyltransferase, rtTA3: reverse tetracycline 
transactivator, TRE: tetracycline-responsive elements  

 
リポフェクションには Lipofectamine 2000 (Invitrogen、Carlsbad、CA) を使用

した。トランスフェクション前日に、0.8×106個の HEK293T を 6 well plate に撒
き、培地は抗生剤フリーとした。当日に Opti-minimal essential medium (Opti-
MEM、Thermo Fisher Scientific) 250 µL と Lipofectamine 10 µL の混合物、Opti-
MEM 250 µL と Cas9 (ヌクレアーゼ、D10A または H840A) 1430 ng、過活性 
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piggyBac トランスポザーゼ 570 ng の混合物を室温で 5 分間インキュベートし

た。 
その後両者を混合し、室温で 20 分間インキュベートした後、各 well に滴下

した。一方、エレクトロポレーションには Amaxa Nucleofector 2b (Lonza、
Basel、Switzerland) を使用した。K562、Ba/F3 には Kit V、TF-1 には Kit T を使

用した。2×106個の細胞を回収し、100 μL の Cell Line Nucleofector Solution で懸

濁した。その懸濁液に Cas9 (ヌクレアーゼ、D10A または H840A) 1430 ng と過

活性 piggyBac トランスポザーゼ 570 ng を混合し、エレクトロポレーションを

施行し、12 well の培地へ播種した。エレクトロポレーションのパルス条件は

K562 では T-003、TF-1 では T-001、Ba/F3 では V-001 を用いた。Cas9導入ピュ
ーロマイシン耐性細胞を選択的に回収するために、各 well の細胞に 1 µg/mL の

ピューロマイシン (InvivoGen、Sandiego) を曝露し、生細胞の増殖後、50 ng/mL
のドキシサイクリンを投与することによって Cas9 を発現させた細胞を 24時間
後に回収し、Western blotting で Cas9 が発現しているかどうかを確認した。

HEK293T はトリプシン/ Ethylenediaminetetraacetic acid で剥がして回収した。 
次に、上記手法で樹立した Cas9 発現細胞株に、ヒト FLT3 exon 14 の回文様

配列、または、マウス Flt3 exon 14 の回文様配列の隣接領域を標的とする guide 
RNA (gRNA, Invitrogen) をトランスフェクションした  (図 5A、B)。HEK293T に

は Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を使用した。トランスフェクション 2日前
に、0.5×106個の HEK293T を 6 well plate に撒き、培地は抗生剤フリーとした。

トランスフェクション前日にドキシサイクリン 50 ng/mL を投与し、24時間イ

ンキュベートした。当日に Opti-MEM 250 µL と Lipofectamine 2000 5 µL の混合

物、Opti-MEM 250 µL と gRNA (hFLT3 exon 14S または hFLT3 exon 14AS) 500 ng
の混合物を室温で 5 分間インキュベートした。その後両者を混合し、室温で 20
分間インキュベートした後、各 well に滴下した。一方、K562、TF-1、Ba/F3 に

は Amaxa Nucleofector 2b (Lonza) を使用した。K562、Ba/F3 には Kit V、TF-1 に

は Kit T を使用した。トランスフェクションの 24時間前にドキシサイクリン 50 
ng/mL を投与し、当日に 2×106個の細胞を回収し、100μl の Cell Line 
Nucleofector Solution で懸濁した。その懸濁液に gRNA (hFLT3 exon 14S または

hFLT3 exon 14AS) 500ng を混合し、エレクトロポレーションを施行し、12 well 
plateへ播種した。エレクトロポレーションのパルス条件は K562 が T-003、TF-1
が T-001、Ba/F3 が V-001 を用いた。各 Cas9 (ヌクレアーゼ、D10A、H840A) と
各 gRNA の様々な組み合わせにより一箇所の二重鎖切断、二箇所の二重鎖切

断、一箇所の単鎖切断、二箇所の単鎖切断による DNA 損傷形態を施し、生成

される変異の解析を行なった (図 6)。 
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図 5. ヒトおよびマウス guide RNA の設計 
A. 相補的な DNA二本鎖はヒト FLT3 exon 14 の一部を示す。また、赤字 

で示した配列は回文様配列を示す。回文様配列内をターゲットとする

gRNA (hFLT3 exon 14S) と回文様配列外の gRNA (hFLT3 exon 14AS) を 
それぞれ青線、赤線部の配列とした。また、四角で囲った gRNA (hFLT 
3 exon 14S) 配列近傍の「TGG」、gRNA (hFLT3 exon 14AS) 配列近傍の

「AGG」はプロトスペーサー隣接 (protospacer adjacent motif、PAM) 
配列である。  
S: Sense strand, AS: Antisense strand  

B. 相補的な DNA二本鎖はマウス Flt3 exon 14 の一部を示す。また、赤 
字で示した配列は回文様配列を示す。回文様配列内をターゲットとす 
る gRNA (mFlt3 exon 14S)と回文様配列外の gRNA (mFlt3 exon 14AS) 
をそれぞれ青線、赤線部の配列とした。また、四角で囲った配列は PA 
M 配列である。 
S: Sense strand, AS: Antisense strand  
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図 6. 異なる人工的 DNA 損傷形態 
人工的に DNA 損傷を与える際の異なる DNA 損傷形態の模式図を示す。 
一箇所での二重鎖切断 (single DSB)、二箇所での二重鎖切断 (double DSBs) に 
は Cas9-nuclease および一種類もしくは二種類の gRNA(図 5)を用いた。 
一箇所での単鎖切断では Cas9-D10A および一種類の gRNA を用いた。また、 
二箇所での単鎖切断 (double SSBs) では Cas9-D10A もしくは Cas9-H840A 
および二種類の gRNA を用いた。 

   PAM: protospacer adjacent motif 
 
 
7. CRISPR/Cas9 システムを用いて各細胞株に生成した人工的 FLT3-ITD の

FLT3 exon 14-15 領域のディープシーケンシング 
各細胞株で生成した人工的 FLT3-ITD の解析では、DNA 損傷を与えた 48時
間後に細胞を回収し、ゲノム DNA (> 100 ng) を各細胞株から QIAamp DNA Mini 
Kit (QIAGEN) を用いて精製した。精製したゲノム DNA をテンプレートとし、

ヒト FLT3 プライマーセット (Forward: 5'- GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC -3' 
および Reverse: 5'- CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC -3') または、マウス Flt3
プライマーセット (Forward: 5’- CTCTGCAGCGCTGCTGACC -3’ および Reverse: 
5’- CTCTGAGGGACTTTGCTGAG -3’) を用いて、98℃、10秒で変性、60℃、15
秒でアニーリング、68℃、30秒で伸長反応のサイクルを 34サイクル行い増幅

させた。Thermus aquaticus DNAポリメラーゼとして PrimeSTAR GXL DNA 
Polymerase (TAKARA BIO INC.) を使用した。増幅された PCR産物を、1.5%の

アガロースゲルに泳動し目的のバンドをゲルカットし、QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN) を用いて精製した。PCR産物のディープシーケンシングは大阪大

学微生物病研究所附属遺伝情報実験センターゲノム解析室で Miseq (Illumina、
San Diego、CA) を用いたディープシーケンシングで行われた。解析深度は
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20,000 リード以上になるように設定し、PCR で増幅した。PCR産物の参照配列

は、ヒト FLT3 については 329 bp、マウス Flt3 については 400 bp であった。得

られた塩基配列は、Human BLAT Search を用いて、3 bp 以上の塩基の伸長もし

くは短縮を来たした FLT3-ITD・挿入・欠失を抽出した。2 リード以上を持つク

ローンを解析対象とした。解析では、「変異頻度」を総リード数に対する総変

異クローンのリードの割合として定義し、「変異比率」を総変異クローン中の

各変異カテゴリーのクローンのリードの割合として定義した。 
 
8. ドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 発現 K562 細胞株の DNA-PKcsノック

アウト細胞株の樹立 
K562 で樹立したドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 細胞株にドキシサイク

リンを曝露せずに、Amaxa Nucleofector 4D (LONZA) を使用して gRNA (5’-
GCACGCGCGGGAGCGGGACT-3’および 5’-GCAGCGGTCCGCAGCGGACA-3’) 
各 400 ng および TrueCut™ Cas9 Protein v2 (Invitrogen) 800 ng を同時にエレクト

ロポレーションにてトランスフェクションした (protocol: FF-120)。48時間後、

細胞を 96 well plate で 0.8 細胞/well (100 µL/well) に希釈し、single clone の取得を

試みた。3週間後に増殖した細胞を Western blotting にて分析し、DNA-PKcs 
(DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) の発現を確認し、ノックアウト細

胞株を取得した。さらに、ゲノム DNA を抽出し、サンガーシークエンスを行

って、切断部位間の In-Del の存在を確認した (Forward: 5’- 
TAGGGGCATTTCCGGGTC -3’、Reverse: 5’- AGAACGACTCGGGAAGCCAG -
3’)。 
 
9. RT-PCR による AML 症例 (FLT3-ITD 陽性 20 症例、陰性 20 症例、NPM1

陽性 20 症例、陰性 20 症例) の NHEJ (non-homologous end joining) 関連因
子の発現の比較 
臨床検体において、DNA-PKcs、Ku80、Ku70、LIG4 といった NHEJ (non-

homologous end joining、非相同末端結合) 関連因子の発現が、FLT3-ITD や ITD
を併存しやすい NPM1 変異の有無により差が生じるかどうかを検証した。 

 TRIzol 試薬 (Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA) を使用して、1×106 個の

細胞から RNA を生成した。SuperScript™ III First-Strand Synthesis System 
(Thermo Fisher Scientific) を使用した cDNA 生成には、1 µg の RNA を使用し

た。生成した cDNA をテンプレートとし、表 2 に示す各プライマー を用いて

98℃、10秒で変性、60℃、15秒でアニーリング、68℃、30秒で伸長反応のサ

イクルを 34サイクル行い増幅させた。 
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表 2. NHEJ 関連因子の発現解析に使用したプライマーリスト 
DNA-PKcs、Ku80、Ku70、LIG4 および β-actin のプライマーの配列を示す。 
 

 
 

 
10. Western blotting 
回収した細胞を RIPA緩衝液 (Nacalai Tesque、Kyoto、Japan) およびプロテア

ーゼ阻害剤カクテル (Roche、Basel、Switzerland) に懸濁し、15 分間氷上で静置

した。溶解物を 4～15% Mini-PROTEAN TGX ゲル (Bio-Rad Laboratories, Inc. 
Hercules、CA) 上で分離し、Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Bio-Rad Laboratories,  
Inc.) に転写した。メンブレンに一次抗体 (抗 HA タグモノクローナル抗体 
(MBL、Nagoya、Aichi、Japan)、抗 β-アクチンマウスモノクローナル抗体 
(Sigma-Aldrich、St. Louis、MO)、抗 phospho-H2AX (Ser139) 抗体 (Sigma-
Aldrich)、DNA-PKcsポリクローナル抗体 (Proteintech、IL、USA)、抗 DNA PKcs  
(phosphor 2056) 抗体 (Abcam、Cambridge、UK)、Cleaved Caspase-3 (Asp175) 抗
体 (Cell signaling technology、Danvers、MA) を結合させ、4℃で一晩インキュベ

ートした。PBS / ポリオキシエチレンソルビタン (Sigma-Aldrich) で 3 回洗浄し

た後、メンブレンに二次抗体 (ウサギ抗マウス IgG H&L (HRP) (Abcam) または

抗ウサギ IgG、HRP 結合抗体 (Cell Signaling、Technology、Danvers、MA、

USA) )を結合させ、1時間インキュベートした。その後 Image Lab Touch 
Software (Bio-Rad Laboratories, Inc.) を使用してバンドを検出した。 
 
11. 細胞増殖アッセイ 

olaparib、peposertib による細胞増殖アッセイを施行した。5.0×105細胞/mL で

調製した細胞懸濁液をそれぞれ 90 µL で 96 well plate に播種した。10 µL の

olaparib の投与から 96時間後、10 µL の peposertib の投与から 48時間後に、10 

OligoPrimer name

GCGCCATATCTGTCATCTGCTGDNA-PKcs forward
TTATAGCGGCGCTTCAGGTCGADNA-PKcs reverse

GTTCTAAAGGTCTTTGCAGCAAGAKu80 forward
AAAAGCCACGCCGACTTGAGGAKu80 reverse
GGTTTCAAGCCGTTGGTACTGCKu70 forward
CTCCAGACACTTGATGAGCAGAGKu70 reverse
CAGCAGAGATCGTACCCAGTGALIG4 forward
TGCGAGCTTACCAGATGCCTTCLIG4 reverse
AGGCCGGCTTCGCGGGCGACβ-actin forward
CTCGGGAGCCACACGCAGCTCβ-actin reverse
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µL の Cell Counting Kit-8 (Dojindo、Kumamoto、Japan) を各 well に添加し、 37℃
で 2時間インキュベートした。その後各 well の吸光度を、Promega GloMax-
Multi Detection System (Promega、Madison、WI) を使用して測定した。olaparib
投与後 4日目、peposertib投与後 2 日目に生細胞をカウントした。各薬剤濃度の

検証に独立した 3 well の細胞を使用し、triplicate した。薬剤曝露のない細胞の

生細胞数を基準とした各薬剤濃度の相対的な生細胞割合を平均値 ± SD として

示した。 
 

12. フローサイトメトリーによるアポトーシスアッセイ 
 上述した細胞増殖アッセイにて検証した olaparib 20 µM、peposertib 2 µM の濃

度でアポトーシスが生じているかどうかを、フローサイトメトリーで検証し

た。olaparib 20 µM、peposertib 2 µM を投与したドキシサイクリン誘導性 Cas9-
D10A 発現 HEK293T 細胞株、ドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 発現 K562 細

胞株を各 5 ×105 cells 回収した。各細胞ペレットを 500 µl の AnnexinV binding 
buffer (BD Biosciences, San Jose, CA) で懸濁し、4℃、2000 rpm、2 min で遠心分

離した。上澄みを吸引し、50 µl の AnnexinV binding buffer と 2 µl の Annexin V-
APC (BD Biosciences) を混合し、voltex を行ったのちに室温で 15 分間インキュ

ベートした。その後 250 µl の AnnexinV binding buffer と 1.25µg の Propidium 
iodide (PI、Dojindo、Kumamoto、Japan) を混合した。解析は BD FACSCantoⅡ 
(BD Biosciences) および FlowJo software (BD Biosciences) で施行した。 
 
13. 統計解析 
臨床検体における FLT3-ITD クローンと欠失クローンの VAF の比較や 5末端
突出型 DNA 損傷と 3末端突出型 DNA 損傷による人工的 FLT3-ITD の長さの比

較には Mann-Whiteny U検定を用いた。人工的 DNA損傷形態の違いによる FLT3
変異頻度や変異比率の検証、DNA 損傷修復経路阻害による FLT3-ITD 生成効率

の検証や細胞増殖アッセイにおける生細胞数の検証においては、複数回施行し

た測定値を用いて、t検定により 2群間の平均値を比較した。P値 < 0.05 を有意

とした。これらの統計学的解析は、R (The R Foundation for Statistical Computing、
Vienna、Austria) のグラフィカルユーザーインターフェイスである EZR ver 1.52 
(自治医科大学埼玉医療センター) を使用して施行した (Kanda, 2013)。 
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【結果】 
1. FLT3-ITD 陽性 AML20 症例の FLT3 exon14-15 のディープシーケンシング 
アガロースゲル電気泳動法で FLT3-ITD 変異陽性と診断された AML20 症例の

FLT3 exon 14-15 領域の NGS によるディープシーケンシングの結果を解析し

た。表 3 に 20 症例の患者背景を示す。年齢の中央値は 65歳 (21〜90歳) で、男

性が 11 例、女性が 9 例であり、18 例が正常核型であった。 
 
表 3. FLT3-ITD 陽性 AML 20 症例の患者背景 
左から症例、年齢、性別、核型、芽球割合 (%)、FLT3-ITD クローン数、 
FLT3-ITD クローンの VAF、挿入クローン数、挿入クローンの VAF、欠失 
クローン数、欠失クローンの VAF を示す。 
VAF: Variant Allele Frequency 

 

 

症例 年齢 性別 核型 芽球 (%) FLT3-ITD
クローン数

FLT3-ITDクローン

のVAFの中央値(%)
挿入

クローン数

挿入クローンのVAF
の中央値(%)

欠失

クローン数

欠失クローンの

VAFの中央値(%)

1 83 M 46,XY 98.5 13 0.0043
(0.0014-33.9) 0 0

2 49 M 46,XY 40 6 0.096
(0.0037-38.4) 0 1 0.0037

3 73 F 46,XX 100 1 39 0 1 0.0058

4 58 F 46,XX 86.5 2 22.656
(0.012-45.3) 0 1 0.0029

5 68 F 46,XX 71 3 2.7
(0.026-45.7) 0 0

6 44 F 46,XX,t(6;9)(p23;q34.1) 82 2 15.668
(0.036-31.3) 0 0

7 61 M 46,XY 50.2 7 0.0546
(0.0068-14.7) 0 0

8 73 F 46,XX 90 3 0.066
(0.0022-14.81) 0 1 0.0088

9 60 F 46,XX 74 10 0.0236
(0.0047-18.9) 0 1 0.0023

10 85 M 46,XY 82 2 15.1758
(0.057-30.3) 0 1 0.0031

11 49 M 46,XY 99 7 0.034
(0.0048-33.2) 1 0.0024 0

12 49 M 46,XY 26 10 0.0067
(0.0021-38.4) 0 0

13 90 M 46,XY 86.5 2 17.5837
(0.0803-35.087) 0 0

14 69 M 46,XY 98 2 13.771
(0.012-27.53) 0 1 0.0062

15 80 F 46,XX 97.5 7 0.0201
(0.0075-9.34) 0 0

16 68 M 47,XY,+mar[1]/46,XY[19] 92.4 1 34.9 0 0

17 73 M 46,XY 84 4 2.8595
(0.0206-20.36) 0 0

18 57 M 46,XY 69.5 6 0.0267
(0.01-18.6) 0 0

19 34 F 46,XX 34.5 3 0.032
(0.013-9.71) 0 0

20 21 F 46,XX 89 4 0.0948
(0.0027-44.7) 0 1 0.0013
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FLT3-ITD を伴う AML20 例において、合計 95個の FLT3-ITD クローン、1個
の挿入 (ins) クローンおよび 8個の欠失 (del) クローンが検出された (表 3)。
FLT3-ITD 領域の開始位置と終了位置は、ほぼ全てのクローンが FLT3 exon 14
領域に認められた (図 7A)。FLT3-ITD のクラスター領域の中央部分は、30 bp に
わたる回文様配列近傍に該当した (図 7A)。 

 

 
図 7. 臨床検体 20 症例の FLT3-ITD および欠失クローンの開始位置と終了 
位置の解析および FLT3-ITD と欠失クローンの VAF の関係 
A. 95個の FLT3-ITD の開始位置と終了位置を示す。縦軸が ITD のクローン

の数、横軸が FLT3 の exon 14-15 の位置を示す。青線が ITD の開始 
位置、赤線が ITD の終了位置、(＊)が回文様配列領域を指す。 
ITD は回文様配列近傍に位置していた。 

B. 95個の FLT3-ITD および 8個の欠失クローンの形成された場所を指す。 
縦軸が ITD および欠失クローンの数、横軸が FLT3 の exon 14-15 
の位置を示す。ITD 領域の累積を上段の緑色で示し、欠失変異領域の 
累積を下段の青色で示す。ITD は回文様配列近傍に位置するが、欠失変 
異は回文様配列近傍のみならず広範囲に位置した。 

C. 縦軸は VAF を示す。FLT3-ITD の VAF、欠失クローンの VAF を Mann-
Whitney U検定で比較した (*P<0.001)。ITD は様々な VAF のクローンが 
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存在するが、欠失クローンのは全て 0.01%未満であった。 
VAF: variant frequency 
 

1 症例当たり中央値 3.5個の FLT3-ITD クローンが検出され、最大 13個、最

小 1個であった。各 FLT3-ITD クローンは VAF も長さも異なり、一症例にオリ

ゴクローナルに存在することが明らかとなった。また、ディープシーケンシン

グにより、FLT3-ITD のみならず、FLT3 exon 14-15 領域には欠失クローンも認

めた (図 7B)。欠失変異は少なく、一症例に複数クローンを認めることはなかっ

た。FLT3-ITD クローンの VAF は 0.0014〜45.7%であり、欠失クローンの VAF 
は常に 0.01% 未満であり、ITD クローンよりも有意に少なかった (図 7C)。
FLT3-ITD は一部のクローンが拡大してくるが、欠失クローンには増殖アドバン

テージがないことを示している。  
FLT3-ITD の長さの中央値は 51 bp (6～192 bp) であった (図 8A)。21〜30 bp の

FLT3-ITD を最も多く認めた。FLT3-ITD は、VAF が 0.01%未満の 1つの 3N+1 
bp のクローンを除いて、すべて 3N bp のインフレーム変異であった (図 8B)。
さらに、各 FLT3-ITD クローンの重複結合部の塩基配列を解析し、次の 3つの

配列パターンに分類した :  1) 重複結合部に塩基挿入 (filler) や微小相同配列 
(microhomology) を有さない FLT3-ITD (N=51、53.7%)、2) 重複結合部に filler を
有する FLT3-ITD (N=40、42.1%)、3) 重複結合部に microhomology を有する

FLT3-ITD (N=4、4.2%) (図 9、 10)。 
以上より、臨床検体では FLT3 exon 14 の回文様配列部位に ITD、欠失変異が

存在し、一部の ITD が増殖することが示唆された。また、FLT3-ITD の重複結

合部分の塩基配列の解析から、DNA 損傷修復により ITD が生成されるという

仮説を立てた。 
 

 
図 8. 臨床検体 20 症例の FLT3-ITD の長さの解析 
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A. 95個の FLT3-ITD の長さの分布を示す。縦軸が FLT3-ITD クローンの数、

横軸が 10 bp毎の ITD の長さを示す。 
B. FLT3-ITD の長さが 3 の倍数 (3N) か否かを示す。94 クローンが 3 の倍数 

の長さであった。 
 

 
図 9. FLT3-ITD の重複結合部の配列による 3つの分類の説明 
橙色線は FLT3-ITD の部分を示し、NNN は filler、緑枠字は微小相同配列

(microhomology) を指す。 
NHEJ: 非相同末端結合, non-homologous end joining、MMEJ: マイクロホモロ 
ジー媒介末端結合, microhomology-mediated end joining 
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図 10. 臨床検体 20 症例における FLT3-ITD の重複結合部の配列による 

3つの分類の割合 
95個の FLT3-ITD クローンを図 9 の通りに分類した割合を示す。大部分の 
ITD が NHEJ により生成されていることが示唆された。  

 
 
2. CRISPR/Cas9 システムにより様々な形態で DNA 損傷を与え、生成された

人工的 FLT3-ITD の解析 
ゲノム DNA の二重鎖切断 (DSB) は主に欠失や挿入によって修復されるが、

tandem duplication によって修復されることは稀である (Onozawa et al, 2014)。
我々は、piggyBac トランスポゾンベクターを使用して、CRISPR/Cas9 システム

によるドキシサイクリン誘導性 Cas9-nuclease による二重鎖切断またはドキシサ

イクリン誘導性 Cas9-D10A、H840A による単鎖切断を施すことが可能な細胞株

を樹立した。各細胞株に対しドキシサイクリンを 50 ng/ml投与した 24時間後に

Western blotting にて抗 HA タグモノクローナル抗体によるバンドを検出し、ド

キシサイクリン誘導性に Cas9タンパク質が発現していることを確認した (図 11)。 
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図 11. Western blotting によるドキシサイクリン誘導性 Cas9 発現の確認 
HEK293T、K562 では Cas9-nuclease、D10A および H840A を発現可能な 
細胞株を、TF-1、Ba/F3 では Cas9-nuclease、D10A を発現可能な細胞株を 
樹立した。ドキシサイクリン投与後 24時間で抗 HA タグモノクローナル 
抗体による Cas9 の発現を確認した。内部コントロールとして β-actin を 
使用した。 

 
また、樹立した細胞株がヒト FLT3 またはマウス Flt3 を内因性に発現してい

るかどうかを RT-PCR にて確認したところ、HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 は

いずれもヒト FLT3 またはマウス Flt3 の発現を認めず、既報通りであった (図
12) (Luo et al, 2023)。 
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図 12. HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 の RT-PCR によるヒト FLT3、 
マウス Flt3 の発現の確認 

HEK293T、K562、TF-1 にてヒト FLT3 の発現の有無を確認するために FLT 
3 exon 12F × exon 16R、Ba/F3 のマウス Flt3 の発現の有無を確認するため 
に Flt3 exon 13F × exon 15R で RT-PCR を施行した。ヒト FLT3 の陽性コン 
トロールとして THP-1 (ヒト急性単球性白血病細胞)、マウス Flt3 の陽性コ 
ントロールとして C1498 (マウス急性骨髄性白血病細胞) を使用した。内部 
コントロールとしてヒト β-actin、マウス β-actin を使用した。HEK293T、
K562、TF-1、Ba/F3 では FLT3 の発現は認めなかった。 

 
Cas9、gRNA の組み合わせにより、一箇所の二重鎖切断 (DSB)、 二箇所の二

重鎖切断、一箇所の単鎖切断 (SSB)、二箇所の単鎖切断の 3つの DNA 損傷形態

による変異形成効率を比較した。単一の gRNA (hFLT3 exon 14S または hFLT3 
exon 14AS) をドキシサイクリン誘導性 Cas9-nuclease 発現細胞株にトランスフェ

クションすることで一箇所の二重鎖切断を、二種の gRNA (hFLT3 exon 14S およ

び hFLT3 exon 14AS) をドキシサイクリン誘導性 Cas9-nuclease 発現細胞株にトラ

ンスフェクションすることで二箇所の二重鎖切断を、単一の gRNA (hFLT3 exon 
14S または hFLT3 exon 14AS) をドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 発現細胞株

にトランスフェクションすることで一箇所の単鎖切断を、二種の gRNA (hFLT3 
exon 14S および hFLT3 exon 14AS) をドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 発現細

胞株にトランスフェクションすることで二箇所の単鎖切断を施した (図 6)。そ

の結果、HEK293T、K562 において、対側鎖の二箇所の単鎖切断は、一箇所の
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二重鎖切断や二箇所の二重鎖切断、一箇所の単鎖切断よりも高率に FLT3-ITD 
を生成可能であった (図 13)。一箇所もしくは二箇所での二重鎖切断は、ほとん

どが欠失により修復された。また、二箇所の二重鎖切断は一箇所の二重鎖切断

よりも変異頻度は高かった (図 13)。一箇所での単鎖切断による変異生成は、二

重鎖切断や二箇所の単鎖切断よりも著明に少なく、変異を残さずに効率的に完

全修復されていることが示唆された (図 13)。変異頻度は TF-1、Ba/F3 では低い

結果であった。HEK293T は上皮細胞でかつ接着細胞であり、効率的なトランス

フェクションが可能であり、K562 は血液細胞株であるが、比較的トランスフェ

クション効率がよく、既報においてもトランスフェクションによく使用されて

いる (Karnan et al, 2021) 。TF-1 や Ba/F3 は変異生成効率は低いものの、単回の検

証にて HEK293T、K562 と同様の傾向が認められた (図 13)。 
二箇所の単鎖切断により生成された FLT3-ITD のクラスター領域は、回文様

配列近傍に位置した (図 14)。また、FLT3-ITDは対側鎖に施した二箇所の単鎖切

断部位間距離に一致した形成は認めず、切断部位の内側に位置した (図 14)。各
細胞株に二箇所の単鎖切断を人工的に施すことにより作出した FLT3-ITD の長

さの分布は、臨床検体の FLT3-ITD の長さの分布と類似していた (図 8A、図 15)。
HEK293T の FLT3-ITD の長さは中央値 18 bp (3-84 bp)、K562 の FLT3-ITD の長さ

は中央値 22 bp (3-75 bp)、TF-1 の FLT3-ITD の長さは中央値 24 bp (3-44 bp)、
Ba/F3 の Flt3-ITD の長さは中央値 24 bp (3-74 bp) であった。また、FLT3-ITD の

長さは、3 の倍数の長さ (3N) のインフレーム変異のみならず、3N+1 bp、および 
3N+2 bp の FLT3-ITD も認め、いずれも均等に生成されていた (図 16)。 
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図 13. HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 における異なる DNA 損傷形態に 

よる変異形成効率の比較 
 各細胞の左側の図の縦軸は変異頻度、右側の図の縦軸は変異比率を表す。 
横軸は異なる DNA 損傷形態を示す。HEK293T、K562 の左図の 1 列目は 
Cas9-nuclease および gRNA: hFLT3 exon 14S により一箇所の二重鎖切断を施 
した細胞、2 列目は Cas9-nuclease および gRNA: hFLT3 exon 14AS により一 
箇所の二重鎖切断を施した細胞、3 列目は Cas9-nuclease および gRNA:  
hFLT3 exon 14S および hFLT3 exon 14AS により二箇所の二重鎖切断を施した 
細胞、4 列目は Cas9-D10A および gRNA: hFLT3 exon 14S により一箇所の 
単鎖切断を施した細胞、5 列目は Cas9-D10A および gRNA: hFLT3 exon 14AS 
により一箇所の単鎖切断を施した細胞、6 列目は Cas9-D10A および 
gRNA: hFLT3 exon 14S および hFLT3 exon 14AS により二箇所の単鎖切断を 
施した細胞を示す。単鎖切断では変異はほとんど認められず、二重鎖切断 
で変異が生じやすいことが明らかとなった。右図は生成された変異クロー 
ンの中での ITD、挿入 (Ins)、欠失 (Del) の割合を示す。一箇所の単鎖切断で 
は変異頻度が低く、変異比率は示していない。いずれの細胞株においても 
二箇所の単鎖切断を施した場合に高率に FLT3-ITD が生成された。独立した 
実験を 3 回施行し、変異頻度は平均値 ± 標準偏差 (SD) として示す。TF-1、 
Ba/F3 は単回の実験であり、TF-1 では二箇所の二重鎖切断の検証は施行し 
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ていない。 
S: Sense strand、AS: Antisense strand、DSB: double strand break、 
SSB: single strand break 
 

 

図 14. HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 において二箇所の単鎖切断を施し 
生成された人工的 FLT3-ITD の位置の解析 

縦軸は FLT3-ITD クローンの数、横軸は FLT3 exon 14-15 の位置を表す。 
緑で示した部分がFLT3-ITD領域の累積を指す。橙線が各々の gRNAの位置、 
(＊)が回文様配列の位置を表す。各細胞株における ITD は切断点間距離に 
一致せず、切断点の内側で生成されていた。なお、HEK293T、K562、Ba/F3 
は VAF が 0.01%以上の FLT3-ITD の解析であり、TF-1 は ITD の総数が少な 
いことから VAF によらず、すべての ITD を解析した。 
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図 15. HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 において二箇所の単鎖切断を施し 
生成された人工的 FLT3-ITD の長さの解析 

各細胞株で生成された人工的 FLT3-ITD の長さの分布を示す。縦軸が FLT3- 
ITD クローンの数、横軸が 10 bp毎の ITD の長さを示す。21-30bp の ITD を 
多く認め、人工的 ITD の長さの分布は臨床検体と同様であった。 
 
さらに、二箇所の単鎖切断により、HEK293Tで生成された 383個のFLT3-ITD 

クローンと K562 で生成された 439個の FLT3-ITD クローン、TF-1 で生成された

85個の FLT3-ITDクローン、Ba/F3で生成された 250個の Flt3-ITDクローンの重

複結合部分の配列を検証した (図 17)。HEK293T の 296個 (77.3%)、K562 の 314
個 (71.5%)、TF-1 の 66個 (77.6%)、Ba/F3 の 174個 (69.6%) の FLT3-ITD クローン

は、microhomology や filler を認めなかった。Filler を有する FLT3-ITD は

HEK293T で 59個 (15.4%) 、K562 で 86個 (19.6%)、TF-1 の 9個 (10.6%)、Ba/F3
の 28個 (11.2%) の FLT3-ITD クローンで認めた。また、microhomology を有する

FLT3-ITDはHEK293Tで 28個 (7.3%)、K562で 39個 (8.9%)、TF-1の 10個 (11.8%)、
Ba/F3 の 48個 (19.2%) の FLT3-ITD クローンで認めた (図 17)。いずれの細胞株に

おいても microhomology を有する FLT3-ITD は少なく、臨床検体での解析と同様

の結果であった。K562 で作出した人工的 FLT3-ITD の配列の一部を図 18 に示

す。MMEJ よりも NHEJ により FLT3-ITD が生成されることが示唆された。 
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図 16. HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 において二箇所の単鎖切断を施し 
生成された FLT3-ITD がインフレーム変異か否かの解析 

各細胞株の人工的 FLT3-ITD の長さが 3 の倍数 (bp) か否かを示す。臨床検体

の ITD とは異なり、3 の倍数以外の長さの ITD も均等に生成されていた。 
 

 
図 17. HEK293T、K562、TF-1、Ba/F3 において二箇所の単鎖切断を施し 

生成された FLT3-ITD の重複結合部の配列 
   図 9 の分類に基づき解析した FLT3-ITD の重複結合部の分類を示す。臨床 
検体と同様、人工的 ITD は NHEJ により生成されていることが示唆された。 

  NHEJ: non-homologous end joining、MMEJ: microhomology-mediated  
end joining 
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図 18. K562 で作出した人工的 FLT3-ITD クローンのシークエンス結果 
図 9 の 3つの分類に該当する 10個の FLT3-ITD クローンの実際のシークエ 
ンス結果を示す。上から 6つが NHEJ: ITD without filler、その下段の 2つが

NHEJ: ITD with filler、下から 2つが NHEJ or MMEJ に該当する。下線を引 
いた赤字および黄色字が ITD の配列、背景が青い配列は PAM、黄色が

filler、黄緑が microhomology を指す。 
NHEJ: non-homologous end joining、MMEJ: microhomology-mediated end 
joining、PAM: protospacer adjacent motif 

 
 
これまでの検証で最も効率よく FLT3-ITD を生成可能であったのはどの細胞

においても Cas9-D10A および二種の gRNA を導入して対側鎖に二箇所の単鎖切

断を施した場合であった。この場合、5末端突出型 (5’overhang) の DNA 損傷と

なる。既報において、マウスの胚性幹細胞に対し、対側鎖に二箇所の単鎖切断

を施したところ、3 末端突出型 (3’overhang) の DNA 損傷が 5’overhang よりも

tandem duplication の生成効率が高いことが報告されている (Schimmel et al, 2021)。
しかし、ヒト細胞における検証はなされていない。そこで、2種のCas9-nickase: 
Cas9-D10Aまたは Cas9-H840Aを利用して 5’overhangと 3’overhangでの変異生成

効率につき検証した (図 19)。 
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図 19. 5’overhang と 3’overhang の DNA 損傷形態 
左が Cas9-D10A、gRNA: hFLT3 exon 14S および hFLT3 exon 14AS を使用 
することで 5’overhang を形成可能な二箇所の単鎖切断、右が Cas9-H840A、

gRNA: hFLT3 exon 14S および hFLT3 exon 14AS を使用することで 
3’overhang を形成可能な二箇所の単鎖切断の模式図を示す。 
S: Sense strand、AS: Antisense strand、DSB: double strand break、 
SSB: single strand break 
 

 
効率よく変異生成可能な HEK293T、K562 での検証を行った結果を図 20 に示

す。5’overhang を施した方が 3’overhang を施すよりも変異頻度が有意に高かっ

た。この違いは Cas9-D10A と Cas9-H840A をトランスフェクションした別個の

細胞株での比較あり、人工的DNA損傷を導入する効率に差が生じている可能性

が考えられた。変異比率は、HEK293T では、3’overhang を施した場合に有意に

FLT3-ITD の比率が高く、K562 では有意差はないものの、3’overhang で FLT3-
ITD比率が高い傾向があった (図 20)。また、生成された FLT3-ITDの長さを統計

学的に解析した (図 21)。既報にてマウス胚性幹細胞では 3’overhangではDNA断
端の削り込みを抑制する分子機構が 5’overhang よりも効率よく機能することで

Tandem duplication形成効率が高まることが報告されている (Schimmel et al, 2021)。
重複する配列の長さの比較は 5’overhang と 3’overhang で比較されていないが、

DNA断端の削り込みが抑えられる 3’overhang の方が重複配列が長くなることが

予想される。HEK293T、K562 で人工的に生成された FLT3-ITD の長さを比較し

たところ、3’overhang の方が ITD の長さの平均値が有意に長かった (図 21)。欠
失クローンの長さに関しては、両細胞株にて有意差は認めなかった (図 21)。 
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図 20. HEK293T、K562 において 5’overhang、3’overhang での二箇所の 

単鎖切断を施して生成された変異の頻度・比率の解析 
各細胞の左側の図の縦軸は変異頻度、右側の図の縦軸は変異比率を示す。 
横軸の左列は Cas9-D10A と gRNA: hFLT3 exon 14S と hFLT3 exon 14AS を導 
入し 5’overhang を導入した細胞、右列は Cas9-H840A と gRNA: hFLT3 exon  
14S と hFLT3 exon 14AS を導入し 3’overhang を導入した細胞を示す。 
変異頻度は低いものの、3’overhang で ITD比率は高かった。 
独立した実験を 3 回施行し、変異頻度は平均値 ± 標準偏差 (SD) として示す。 
S: Sense strand、AS: Antisense strand 

 

 
図 21. HEK293T、K562 において 5’overhang、3’overhang での二箇所の 

単鎖切断を施して生成された変異の長さの解析 
5’overhang と 3’overhang で作出した全 FLT3-ITD クローンの長さ及び欠失変 
異の長さを Mann-Whitney U検定で比較した結果を示す。3’overhang で ITD 
の長さが有意に長かったが、欠失変異の長さに有意差はなかった。欠失変異

クローンは少ないので、HEK293T の 3’overhang では 10 回分、K562 の

3’overhang では 6 回分の検証結果を対象とした。 
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また、人工的に作出した FLT3-ITD クローンは野生型 FLT3 クローンよりも増

殖能が高く、共培養下で ITD クローンが選択的に増殖していくかどうかを検証

した (図 22)。K562 で Cas9-D10A を発現させ、gRNA: hFLT3 exon 14S および

hFLT3 exon 14AS を導入して生成した FLT3-ITD クローンを含む K562 細胞の培

養を継続し、トランスフェクション後 day2、day28、day56 でゲノム DNA を精

製し、NGS にてディープシークエンスを施行した。その結果、各時点で変異頻

度や ITD 比率の増加、インフレーム変異の ITD 比率の上昇は認めなかった (図
22)。これは、K562 自体が FLT3 を発現しておらず (図 12)、ITD クローンが選択

的増殖能を有していないことが示唆された。 
 

 
図 22. K562 で人工的に作出した FLT3-ITD クローンが選択的に増殖するか 

どうかの検証 
A . 左側の図の縦軸は変異頻度、右側の図の縦軸は変異比率を表す。 
横軸は左から gRNA トランスフェクション後 day2、day28、day56 に 
回収した細胞を表す。経時的な ITD クローンの増殖は認めなかった。 

B. トランスフェクション後 day2、day28、day56 における FLT3-ITD クロー 
ンの長さが 3N bp (インフレーム変異) かどうかを示す。経時的にインフ 
レーム変異の ITD クローンが選択的に増殖することはなかった。 
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3. DNA 損傷修復経路の阻害下での CRISPR/Cas9 システムを用いた人工的

FLT3-ITD 生成効率の検証 
対側鎖の二箇所の単鎖切断による人工的 DNA 損傷により FLT3-ITD が効率よ

く生成されることを明らかとしたが、どのような DNA 損傷修復経路により

FLT3-ITD が生成されるのかを DNA 損傷修復経路を阻害することで検証した。

FLT3-ITD 生成効率の良い HEK293T、K562 を用いて検証した。 
olaparib は単鎖切断の修復に重要なタンパク質である PARP を阻害する(Ali et 

al, 2024)。細胞増殖に悪影響を及ぼさない最大濃度を同定するために、まずは

0-1000 µMにて細胞増殖アッセイを施行したところ、10 µM以上で細胞増殖の低

下が認められた。その後 0-50 µM にて細胞増殖アッセイを施行したところ、細

胞増殖に悪影響を及ぼさない最大濃度は 20 µM であった。20 µM の olaparib の

投与にて、フローサイトメトリーにてアネキシン V や Western blotting にて

cleaved caspase-3 の検証を行い、有意なアポトーシスを誘導しないことを確認し

た (図 23)。gRNA のトランスフェクションの 48時間前に olaparib 20 µM を開始

し、トランスフェクションの 24時間前にドキシサイクリンを投与し Cas9-D10A
を発現させた (図 24A)。olaparib の投与の影響を確認するために、γ-H2AX の発

現を Western blotting で確認した。HEK293T、K562共に、olaparib投与下で二箇

所の単鎖切断による DNA 損傷を与えると、γ-H2AX の発現が増強した (図 24B)。
生成された変異クローンの解析を行ったところ、変異頻度、全変異クローンに

おける FLT3-ITD の比率も、olaparib の有無で統計学的に有意な変化は認めなか

った (図 24B)。olaparib による単鎖切断修復経路の阻害は、FLT3-ITD 生成を抑

制しなかった。  
一方、peposertib は DNA-PK に結合してその活性を阻害し、NHEJ による二重

鎖切断の修復を妨げる (Matsumoto, 2022；Schimmel et al, 2023)。細胞増殖に悪影

響を及ぼさない最大濃度を同定するために、まずは 0-1000 µM にて細胞増殖ア

ッセイを施行したところ、1 µM 以上で細胞増殖の低下が認められた。その後 0-
5 µM にて細胞増殖アッセイを施行したところ、細胞増殖に悪影響を及ぼさない

最大濃度は 2 µMであった。2 µMの peposertibの投与にて、フローサイトメトリ

ーにてアネキシン V や Western blotting にて cleaved caspase-3 の検証を行い、有

意なアポトーシスを誘導しないことを確認した (図 23)。gRNA のトランスフェ

クションの 24 時間前にドキシサイクリンを投与し Cas9-D10A を発現させ、45
分前から peposertib 2 µM を投与した (図 25A)。Western blotting にて、peposertib
を投与すると DNA-PK 自体は抑制されないものの、DNA-PK のリン酸化は抑制

された (図 25B)。生成された変異クローンの解析を行ったところ、HEK293T、
K562 共に変異頻度が peposertib の投与により有意に低下した。また、変異比率

においても FLT3-ITD 生成の割合が有意に低下した (図 25B)。peposertib による



38 
 

二重鎖切断修復経路の阻害は、FLT3-ITD 生成を抑制した。 
 

 
図 23. olaparib、peposertib の細胞増殖アッセイ、アポトーシスアッセイ 
A.  Cell counting kit-8 を用いた細胞増殖アッセイを示す。緑線が HEK293T、 
赤線が K562 を示す。薬剤を投与しないで測定した生細胞数を 1 とし、 
各濃度で薬剤投与した細胞の生細胞数の比率の平均値を示す。olaparib、
peposertib ともに 0〜1000 µM で検証し、著明な細胞死を認めない濃度で 
ある、olaparib 0〜50 µM、peposertib 0〜5 µM での検証を行った。エラー 
バーは平均値±標準偏差を示す。olaparib 20 µM、peposertib 2 µM が細胞 
死を認めない最大濃度であった。 

B.  HEK293T、K562 において olaparib 20 µM、peposertib 2 µM投与におけ 
る Annexin V / PI (Propidium Iodide) でのフローサイトメトリーでのアポ 
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トーシスアッセイを示す (縦軸が PI、横軸が Annexin V)。olaparib 20 µM、

peposertib 2 µM投与にて、アポトーシスの亢進は認めなかった。 
C.  HEK293T、K562 における Western blotting での cleaved caspase-3抗体に 

おけるアポトーシス解析を示す。陽性コントロールとして olaparib  
40 µM を投与した K562 の細胞を用いた。 olaparib 20 µM、peposertib  
2 µM投与にて、アポトーシスの亢進は認めなかった。 

 

 

図 24. olaparib の投与下での人工的 FLT3-ITD の生成 
A. olaparib の投与、ドキシサイクリン (Dox) の投与、gRNA トランスフェ 

クション、細胞回収のタイミングを時系列で示す。 
B. olaparib 20 µM の投与の有無で、HEK293T、K562 において Cas9-D10A、 

2種の gRNA: hFLT3 exon 14S および hFLT3 exon 14AS を用いて二箇所 
の単鎖切断を施し、変異形成効率に変化を与えるかどうかを検証した。 
上段に olaparib の投与により γ-H2AX の発現が亢進しているかどうか 
を Western blotting で確認した結果を示す。下段に olaparib の投与の有 
無での変異頻度と変異比率を示す。両細胞株において、olaparib の投与 
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で γ-H2AX の発現は亢進するものの、変異頻度や ITD比率の有意な変化 
は認めなかった。独立した実験を 3 回施行し、 変異頻度のデータは平 
均値±SD として示す。 
 

 

図 25. peposertib の投与下での人工的 FLT3-ITD の生成  
A. peposertib の投与、ドキシサイクリン (Dox) の投与、gRNA トランスフ 
ェクション、細胞回収のタイミングを時系列で示す。 

B. peposertib 2 µM の投与の有無で、HEK293T、K562 において Cas9-D10A 
と 2種の gRNA: hFLT3 exon 14S および hFLT3 exon 14AS を用いて二箇所 
の単鎖切断を施し、変異形成効率に変化を与えるかどうかを検証した 
結果を示す。上段に DNA-PKcs および DNA-PKcs のリン酸化の発現の変 
化を Western blotting で確認した結果を示す。下段に peposertib の投与の 
有無での変異頻度と変異比率を示す。独立した実験を 3 回施行し、  
変異頻度のデータは平均値±SD として示す。peposertib により DNA-PKcs 
のリン酸化は抑制され、変異頻度および ITD比率は有意に低下した。 
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さらに、peposertib は用量依存性に FLT3-ITD 生成効率を抑制するのかどうか

を検証した。前述した検証にて用いた peposertib 2 µM に加え、1 µM での検証も

行った (図 26)。その結果、HEK293T、K562 において、変異頻度、FLT3-ITD の

変異比率ともに peposertib の用量に依存して抑制された。また、peposertib の投

与下で生成された FLT3-ITD の重複結合部の配列を図 9 の分類で解析すると、

peposertibの投与の有無によらず、重複結合部に fillerや microhomologyを有さな

い FLT3-ITDが大多数を占め、FLT3-ITD陽性 AML20症例での解析と同様の結果

であった (図 27)。 
 

 
図 26. peposertib の用量依存性の人工的 FLT3-ITD 生成抑制 
peposertib 0、1、2 µM投与下での HEK293T、K562 における、Cas9-D10A、 
2種の gRNA: hFLT3 exon 14S および hFLT3 exon 14AS を用いて二箇所の単鎖 
切断を施した際の変異頻度、変異比率の変化を示す。peposertib の用量が高 
いほど ITD 生成が抑制された。 
 

 
図 27. peposertib の投与下での人工的 FLT3-ITD の重複結合部の配列の分類 
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図 9 の 3つの分類に基づく解析結果を示す。K562 の peposertib 2 µM投与 
下で生成した FLT3-ITD はクローン数が少なく、3 回分の解析としている 
が、その他の細胞株では 1 回分の解析結果である。peposertib の投与により 
重複結合部の分類の割合に明らかな変化はなかった。 
 
次に、peposertib によるオフターゲット効果によって FLT3-ITD 生成効率が低

下している可能性を検証するために、DNA-PKcs のノックアウトにおいても

FLT3-ITD 生成効率が低下するかどうかを検証した。ドキシサイクリン誘導性

Cas9-D10A 発現 K562 細胞株において、DNA-PKcs をノックアウトし、野生型と

ノックアウト細胞株において人工的に二箇所の単鎖切断を施し、人工的 FLT3-
ITD の生成効率に差が生じるかを検証した。K562 において、Cas9-D10A 発現し

ないように Dox を投与せずに Cas9-nuclease と 2種の gRNA をトランスフェクシ

ョンし、DNA-PKcs ノックアウト細胞株を樹立した (図 28)。樹立した細胞株の

ゲノム DNA を精製し、サンガーシークエンスを行うと、74 bp の欠失及び同部

位に 62 bp の挿入配列を認めた (図 28)。 
 

 
図 28. ドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 発現 K562 の DNA-PKcs の 

ノックアウト細胞株の樹立 
DNA-PKcs のノックアウトに使用した gRNA デザイン、サンガーシークエ 
ンスにて認めた del / ins の配列を示す。また、DNA-PKcs抗体、β-actin抗体 
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を用いて施行した Western blotting の結果を示す。左列がノックアウトを未施

行の細胞、右列が DNA-PKcs をノックアウトした細胞を示す。 
 
樹立したDNA-PKcsノックアウト細胞株を用いて、DNA-PKcsの存在が FLT3-

ITD 生成にもたらす影響を検証した。ドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 発現

K562 細胞株にドキシサイクリンを投与し、24 時間後に gRNA: hFLT3 exon 14S
および hFLT3 exon 14AS をエレクトロポレーションにてトランスフェクション

した。DNA-PKcs 野生型細胞株とノックアウト細胞株における変異生成効率の

比較を行った (図 29)。peposertib 2 µM投与時と同様に、DNA-PKcsノックアウ

ト細胞株では、変異頻度および FLT3-ITD 比率が統計学的に有意に低下した。

これらの結果から、FLT3-ITD 生成は対側鎖における二箇所の単鎖切断を生じた

際に、NHEJを介してFLT3-ITDが生成され、peposertibにより抑制可能であるこ

とが明らかとなった。 
 

  
図 29. ドキシサイクリン誘導性 Cas9-D10A 発現 K562 における DNA-PKcs 

のノックアウトの有無による FLT3-ITD 生成効率の比較 
野生型 DNA-PKcs 細胞株と DNA-PKcsノックアウト細胞株の変異頻度、 
変異比率の結果を示す。独立した実験を 3 回施行し、 変異頻度のデータは 
平均値±SD として示す。peposertib での検証と同様、DNA-PKcs のノックア 
ウトにより、変異頻度、ITD比率は有意に低下した。 
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4.  臨床検体における FLT3-ITD、NPM1 変異の有無での NHEJ 関連因子の 
発現の比較 

NPM1 変異を有する AML では FLT3-ITD を併発する頻度が高いことが報告さ

れている (Kronke et al, 2013；Bezerra et al, 2020)。このことから、NPM1 変異や

FLT3-ITD を有する AML では NHEJ経路が活性化されることにより FLT3-ITD
クローンが新たに生成されやすいのではないかという仮説を立てた。FLT3-ITD
および NPM1 変異の有無に応じて、臨床検体における NHEJ 関連因子 (DNA-
PKcs、Ku80、Ku70、LIG4) の発現を RT-PCR で比較した。患者背景を表 4 に示

す。NPM1 変異陰性かつ FLT3-ITD陰性 AML10 症例、NPM1 変異陽性かつ

FLT3-ITD陰性 AML10 症例、NPM1 変異陰性かつ FLT3-ITD 陽性 AML10 症例、

NPM1 変異陽性かつ FLT3-ITD 陽性 AML10 症例を対象とした。患者背景に有意

差はなかった。 
 
表 4. FLT3-ITD、NPM1 変異の有無での NHEJ 関連因子の発現の比較で 

対象となった臨床検体 40 症例の患者背景 
左列から NPM1 変異陰性かつ FLT3-ITD陰性 AML10 症例、NPM1 変異陽性 
かつ FLT3-ITD陰性 AML10 症例、NPM1 変異陰性かつ FLT3-ITD 陽性 AML 
10 症例、NPM1 変異陽性かつ FLT3-ITD 陽性 AML10 症例を示す。各行は 
年齢、性別、核型、芽球割合 を示す。 

 
 

RT-PCR の結果、FLT3-ITD を有する AML では DNA-PKcs および Ku80 の発現

が有意に亢進し、NPM1 変異を有する AML では DNA-PKcs および Ku70 の発現

が有意に亢進していた (図 30A, B)。さらに、FLT3-ITD および NPM1 変異の有

無に基づいて 4群に分け、DNA-PKcs の発現を比較したところ、FLT3-ITD と

NPM1 変異がともに陽性の症例で DNA-PKcs の発現が統計学的に有意に亢進し

ていた (図 30C)。上記より、NPM1 変異や FLT3-ITD を有する AML では DNA
損傷が生じた場合に、NHEJ による DNA 修復機構により新たな FLT3-ITD が生

じやすいのではないかと考えられた。 
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図 30. 臨床検体における FLT3-ITD、NPM1 変異の有無での NHEJ 関連因子

の発現の比較 
A. FLT3-ITD陰性 AML20 症例、FLT3-ITD 陽性 AML20 症例の DNA-PKcs、 

Ku80、Ku70、LIG4 の発現を RT-PCR で比較した結果を示す。エラーバ 
ーは平均値±標準偏差を示す。ITD 陽性群で DNA-PKcs、Ku80 の発現が 
有意に亢進していた。 

B. NPM1 変異陰性 AML20 症例、NPM1 変異陽性 AML20 症例の DNA-PKcs、 
Ku80、Ku70、LIG4 の発現を RT-PCR で比較した結果を示す。エラーバ 
ーは平均値±標準偏差を示す。NPM1 変異陽性群で DNA-PKcs、Ku70 の 
発現が有意に亢進していた。 

C. DNA-PKcs の発現量の比較を NPM1 変異および FLT3-ITD陰性、NPM1 変 
異のみ陽性、FLT3-ITD のみ陽性、いずれも陽性の AML10 症例ずつを対 
象に施行した。エラーバーは平均値±標準偏差を示す。NPM1 変異および 
ITD 陽性群で最も DNA-PKcs の発現が亢進していた。 
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【考察】 
FLT3-ITD の長さやアリル比による予後への影響や FLT3 阻害剤の治療効果の

解析、NGS による微小残存病変 (minimal residual disease、MRD) のモニタリン

グに関する報告は複数存在する (Perl et al, 2019；Cortes et al, 2019；Erba et al, 
2023；Schlenk et al, 2014；Kim et al, 2015；Dohner et al, 2017；Sakaguchi et al, 
2018；Spencer et al, 2013；Schranz et al, 2018；Levis et al, 2018)。しかしながら、

FLT3-ITD の生成機構は未だ明らかではなく、新たな FLT3-ITD 生成を抑制する

方法は存在しない。 
FLT3-ITD の生成機構を解明するため、FLT3-ITD 陽性 AML20 症例の FLT3 

exon 14-15 領域を NGS にてディープシーケンシングを行った結果、FLT3-ITD
陽性 AML には一症例に VAF や長さの異なる多様な FLT3-ITD および欠失変異

を回文様配列の近傍に認めた。同じ領域に FLT3-ITD と欠失変異を認めたとい

うことは、クラスター領域である FLT3 exon 14 の DNA 損傷が変異生成の起点

となることが示唆された。また、FLT3-ITD の重複結合部の塩基配列により、1) 
重複結合部に、塩基挿入 (filler) や microhomology を有さない FLT3-ITD、2) 重
複結合部に filler を有する FLT3-ITD、3) 重複結合部に microhomology を有する

FLT3-ITD に分類した。1)、2)の配列では、非相同末端結合 (NHEJ) による修復

で FLT3-ITD が生成されていることが予想されたが、3)の配列では、NHEJ によ

る修復である可能性とマイクロホモロジー媒介末端結合 (MMEJ) による修復で

生成された可能性があると考えられた。 
これらの結果より FLT3-ITD は回文様配列を有することで DNA 損傷を受けや

すく、その修復の過程で FLT3-ITD が生成されると仮説を立てた。FLT3 領域に

は欠失変異や挿入欠失変異の報告も複数されており (Armstrong et al, 2004；
Syampurnawati et al, 2007；Chang et al, 2010；Mullighan et al, 2011；Zhang et al, 
2011；Deeb et al, 2014)、不完全な DNA 損傷修復では FLT3-ITD のみならず欠失

変異や挿入変異も起こり得ることが示唆された。また、FLT3-ITD はゲノム不安

定性を有することが知られている (Lobachev et al, 2007；Rebechi et al, 2017；
Novak et al, 2012；Ali et al, 2024)。このゲノム不安定性は、FLT3-ITD が生成さ

れた結果を指すのではなく、複数の異なる FLT3-ITD が生成されうる FLT3 遺伝

子の環境自体を反映している可能性がある。 
CRISPR/Cas9 システムを用いて人工的に対側鎖での二箇所の単鎖切断を施す

ことにより、マウス胚性幹細胞のヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェ

ラーゼ 1 (HPRT) 遺伝子 (Schimmel et al, 2017)、シロイヌナズナの遺伝子領域、

遺伝子間領域、およびヘテロクロマチン領域 (Schiml et al, 2016)、およびヒト網

膜色素上皮-1 (RPE-1) 細胞の FLT3 において、tandem duplication を生成可能であ

ることが報告されている(Schimmel et al, 2021)。我々は、HEK293T、K562、TF-
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1、Ba/F3 において、FLT3 exon 14 の回文様配列近傍で対側鎖における二箇所の

単鎖切断を施すことが、一箇所の二重鎖切断や二箇所の二重鎖切断よりも高率

に FLT3-ITD を生成可能であることを明らかにした。生成された人工的 FLT3-
ITD クローンの長さは臨床検体とは異なり、3N bp、3N+1 bp、および 3N+2 bp
で偏りなく、均等に存在した。この結果は DNA 損傷修復直後にはインフレー

ム変異以外の ITD もランダムに形成され、その後 FLT3 を発現する臨床検体で

はインフレーム変異が選択的に増殖していくことが示唆された。また、重複結

合部の塩基配列を 3つに分類したところ、臨床検体と同様に microhomology を

有さない ITD が大部分であったことから、NHEJ による FLT3-ITD 生成機構が示

唆された。FLT3-ITD 陽性 AML 症例 300 例のうち 114 例 (38%) で filler を伴う
ITD を認めたことが報告されている (Borrow et al, 2019)。Terminal 
deoxynucleotidyl transferase (TdT) が filler を有する FLT3-ITD の生成を促進する

と推測されている (Borrow et al, 2019)。 我々のモデルでは、4 つの細胞株で

6.5% ～ 21.8%の割合で filler を含む人工的 FLT3-ITD を認めた。 
既報では、HPRT 遺伝子において、NHEJ に必須の Ku80 をノックアウトした

ところ、tandem duplication の形成効率が著明に低下したことが報告されている 
(Schimmel et al, 2021)。Ku80 は DNA切断断端に結合し、Ku70 と二量体を形成

して NHEJ による修復に関わる。しかし、これらの解析では DNA 損傷修復経

路阻害剤を用いた検証はなされていない。そこで、単鎖切断修復を阻害する

olaparib と二重鎖切断修復を阻害する peposertib を用いて人工的 DNA 損傷を与

え、変異形成効率を検証した。olaparib は PARP1 の選択的阻害剤であり、卵巣

癌、乳癌、前立腺癌などの BRCA1/2 変異腫瘍に臨床応用されている (Mateo et 
al, 2020；Zheng et al, 2020；Pillay et al, 2019)。BRCA1/2 は、エラーのない相同組

換え (homologous recombination, HR) に不可欠である。PARP1 の阻害により単鎖

切断が修復されず、最終的に DNA 複製過程で二重鎖切断に変換された際、

BRCA1/2 変異腫瘍の合成致死がもたらされる (Ali et al, 2024；Padella et al, 
2022)。我々の実験では olaparib投与下で HEK293T、 K562 に人工的に DNA 損

傷を与えたところ、FLT3-ITD 生成に影響はなかった。一方、peposertib は

NHEJ に不可欠な DNA-PK の自己リン酸化を選択的に阻害する (Matsumoto, 
2022；Schimmel et al, 2023)。一部の悪性腫瘍において未修復の二重鎖切断を蓄

積させ、電離放射線やトポイソメラーゼ II 阻害剤などの抗腫瘍活性を増強する 
(Haines et al, 2021；Gordhandas et al, 2022；Patterson-Fortin et al, 2022)。peposertib
は現在、進行期固形腫瘍 (NCT02516813) および再発・難治性 AML 
(NCT03983824) に対する化学療法との併用の効果を検証するための臨床試験が

行われている。我々は、HEK293T、K562 において、peposertib の投与により、

変異頻度および FLT3-ITD 変異比率が有意に低下することを示した。これらの
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結果は、二箇所の単鎖切断を誘導したにもかかわらず、FLT3-ITD の生成には単

鎖切断修復経路ではなく、二重鎖切断修復経路が重要であることを示した。 
これらの検証結果から、FLT3-ITD 生成機構を考察した (図 31)。これまで、

tandem duplication は、対側鎖に位置する DNA断端が microhomology を手掛かり

に結合 (MMEJ) し生成される機構である、DNA 複製スリッピングにより形成さ

れると考えられてきた (Borrow et al, 2019；Schiml et al, 2016；Vaughn et al, 
2014)。しかし、FLT3-ITD 陽性 AML20 症例の解析及び人工的 FLT3-ITD の解析

により重複結合部の塩基配列には microhomology を有さない FLT3-ITD が大多

数であった (図 10, 17)。また、DNA 複製スリッピングでは、MMEJ が起きた後

に対側鎖の二箇所の DNA断端の単鎖切断修復が働く必要があるが、olaparib に

より単鎖切断修復を阻害しても変わらず FLT3-ITD は生成されることから、

DNA 複製スリッピングでは FLT3-ITD の生成機構の説明はつかないと考えられ

る。これらの結果から、二箇所の単鎖切断に対する NHEJ による FLT3-ITD 生

成機構を考察した。人工的 FLT3-ITD の配列の開始位置と終了位置は切断部位

に一致するのではなく、切断点間の内側で生成される (図 14) ことが明らかとな

ったことから、リーディング鎖の伸長に加え、対側鎖において突出した DNA
断端の削り込みが同時に生じていると考えられる。DNA断端の削り込みの速度

を DNA 複製の速度が上回ることで、複製フォークがすれ違い、最終的に NHEJ
にて断端結合することで FLT3-ITD が生成されるという新たな生成機構を想定

している (図 31)。 
NPM1 変異、NUP98::NSD1、DEK::NUP214 などの特定の遺伝的背景を有する

AML は FLT3-ITD を効率に伴うことが知られている (Sandahl et al, 2014；
Hollink et al, 2011；Kronke et al, 2013)。NPM1 変異を伴う AML では、FLT3-ITD 
を高率に認め (45.3%、53 例中 24 例)、再発時の FLT3-ITD クローンの獲得は最

大 40%の症例で認められる (Kronke et al, 2013；Bezerra et al, 2020)。FLT3-ITD 
は白血病クローン進化の過程の後期に起こり得る変異であることが示唆される 
(Shlush et al, 2012；Shouval et al, 2014；Morita et al, 2020)。このような、特定の

遺伝的背景が FLT3-ITD の生成を促進することが予想される場合、peposertib に

より NHEJ 修復経路を抑制することにより、臨床経過中の新規 FLT3-ITD クロ

ーンの生成を抑制できる可能性がある。また、複数の FLT3-ITD クローンを持

つ症例は、単一の FLT3-ITD クローンを持つ症例よりも予後不良であることが

報告されている (Kottaridis et al, 2001；Schranz et al, 2018；Gale et al, 2008；
Borthakur et al, 2012；Levis et al, 2025)。化学療法と組み合わせた peposertib によ

る治療は、抗腫瘍効果を増強するだけではなく、新たな FLT3-ITD 生成を抑制

できる可能性がある。 
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図 31. 想定される FLT3-ITD 生成機構 
橙線は FLT3-ITD が形成される場所を示す。二箇所の単鎖切断後、末端突出

型の DSB が生じる。リーディング鎖の伸長と同時に DNA断端に削り込みが

生じ、 その際に DNA 複製速度が DNA の削り込み速度を上回ると、複製フォ

ークがすれ違い、互いの断端が NHEJ にて結合し、FLT3-ITD が生成される。

一方、DNA の削り込み速度が DNA 複製速度を上回る場合は欠失変異が生成

されることが予想される。 
  DSB: double strand break、NHEJ: non-homologous end joining 、SSB: single  
strand break 
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以上より、我々は、FLT3-ITD は対側鎖の二箇所の単鎖切断が生じた際に

NHEJ による二重鎖切断修復により生成されることを明らかとした。

CRISPR/Cas9 システムを用いて作出した人工的 FLT3-ITD は臨床検体の FLT3-
ITD と類似しており、DNA 損傷修復経路を標的とする peposertib を使用し、

NHEJ が必須であることを初めて証明した。FLT3-ITD 生成には、これまで予想

されていたゲノムスリッピングによる tandem duplication形成モデルでは焦点が

当てられていなかった、断端結合の最終ステップにおいて NHEJ が重要である

ことを明らかにした。 
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【総括と結論】 
①本研究全体から得られた新知見 
・FLT3-ITD 陽性 AML には VAF や長さの異なる多様な FLT3-ITD および欠失変

異を FLT3 exon14-15 領域の回文様配列近傍に認める。 
・臨床検体及び人工的 FLT3-ITD は重複結合部の配列により、1) 重複結合部に、

塩基挿入 (filler) や微小相同配列 (microhomology) を有さない FLT3-ITD、2) 重
複結合部に filler を有する FLT3-ITD、3) 重複結合部に microhomology を有す

る FLT3-ITD、に分類され、microhomology を有さない ITD が大多数である。 
・ヒト上皮細胞である HEK293T、ヒト白血病細胞である K562、TF-1、マウス

血液細胞である Ba/F3 において、CRISPR/Cas9 システムを用いて人工的に

DNA 損傷を与えた際、対側鎖における二箇所の単鎖切断において、最も効率

よく FLT3-ITD が生成される。 
・人工的 FLT3-ITD は切断部位間距離に一致した長さではなく、切断部位の内

側で生成される。 
・3の倍数のインフレーム変異のみならず、3N+1 bp、3N+2 bpの FLT3-ITDも均

等に作出される。 
・5’overhang よりも 3’overhang でより効率よく FLT3-ITD が生成される。 
・peposertib の投与や DNA-PKcs のノックアウトにより非相同末端結合 (NHEJ) 
による二重鎖切断修復を阻害すると、FLT3-ITD形成が抑制される。 

 
②新知見の意義 
・FLT3-ITD 生成にはゲノムスリッピングではなく、NHEJ による断端結合が不

可欠であることが示唆され、実臨床において、化学療法とともにpeposertibを
併用すれば、抗腫瘍効果を高めるのみならず、DNA 損傷を受けた際に新規

FLT3-ITD の生成を抑制し、新規クローンでの再発抑制につながる可能性があ

る。 
 
③本研究から得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 
・FLT3 発現 AML 細胞株で人工的 FLT3-ITD を作出し、増殖アドバンテージを

得 る ITD クローンの特徴を明らかにするとともに、薬剤感受性や機能的解析

を行う。 
・FLT3-ITD を併発しやすい遺伝子変異 (NPM1 変異、DEK::NUP214、

NUP98::NSD1等) を有する細胞株において、ITD を生じやすい理由を明らか

にする。 
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④今後の課題 
・増殖アドバンテージを得る ITD クローンの特徴を明らかにするために、FLT3
発現 AML 細胞株を用いて同様の実験を行い、経時的に細胞を回収し、NGS
にて変異解析を行っていく必要がある。 

・FLT3 発現 AML 細胞株において、Cas9 のトランスフェクションを行う際のト

ランスフェクション方法や条件の検討が必要である。 
・FLT3-ITD を併発しやすい遺伝子変異を有する細胞株の樹立及び臨床検体での

NHEJ 関連因子の発現量の解析などを行う必要がある。 
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