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E2A −HLF に よ る survivin の 高発現誘導が t（17；19）＋ALLs 細 胞

の 生存 に不 可 欠 で あ る
’
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t（17；19）急 性 リ ン パ 性白血 病 （t（17；19）＋ALLs ） は 小 児 ALL

の 約 1％ を占め 、骨髄 移植 を実施 して も救命 で きない きわめ

て 予後不 良 な ALL で あ る。こ の 転 座 で 生 じた E2A −HLF キ メ

ラ 蛋 白が ア ポ トーシ ス を抑 制 す る こ とが 白血 化 の 原 因で あ

る。survivin は lnhibitor　ofapoptosis 　pretein（IAPs ）フ ァ ミ リー

に 属 し、M 期特 異 的 に発 現 し、　 caspase の 活性 化 を抑 制 して

ア ポ トーシ ス を 阻害す る。悪 性腫 瘍 で 高発 現 し、生 存期 間

の 短縮 ・
再 発 率の 上 昇 な ど予 後不 良 因子 で あ る。survivin が

E2A−HLF の 下流 遺伝 子 で あ る こ とを 見 出 した の で 報告 す る。
【結果 】t（17；19）＋ALLs 細胞株 で は、他 の ALL 細 胞株 に 比 し

て s  iv加 が 高 発現 し、細 胞 周期 非 依存 的 に発 現 して い た。
t（17；19）＋ALLs 細 胞 株 に E2A −HLF を強 発 現 す る と surVivin

が 誘 導 さ れ、t（17；19）＋ALLs 細 胞 株 に E2A −HLF 　dominant
negative （dn）を強 制 発現 す る と逆 に抑 制 さ れ た。さ ら に E2A 一

肌 F は survivin の プ ロ モ ー
タ
ー領域 に 対 して 転 写活性 を上 げ

た 。 以上 よ りE2A −HLF は survivin を全細 胞周期に わ た り発

現 を誘 導 し て い る と考 え られ た。さ ら に t（17；19）＋ALLs 細

胞 株 に surVivin （dn）（34T →A ＞を強制発 現 させ る と全細 胞周

期 で ア ポ ト
ー

シ ス が 生 じた。一方 t（17；19）−ALLs 細 胞 株 に

survivin （dn）を強制 発 現 して も全 くア ポ ト
ー

シ ス が 生 じ な い

か、M 期 に の み ア ポ トーシ ス が 生 じる状 況 で 、　 survivin （dn）

誘導 に よ る ア ポ ト
ー

シ ス は t（17；19）＋ALLs 細胞 特異 的で あ る

と考え られ た 。
こ の survivin （dn）は caspase 　3／7，9 の 活性化 と

caspase 非 依存 性 ア ポ ト
ー

シ ス 因子 AIF の ミ ト コ ン ドリア か

ら核内へ の 移行 を介 し て ア ポ トーシ ス を誘導 して い た。【結

論 】t（17；19｝＋ALLs に お い て 、　 E2A −HLF が下流 遺伝 子 で ある

surviv 血 を発 現誘導する こ とが 細 胞 の 生 存 に不可 欠 で あ る。
し たが っ て、今後導 入 され る antisense な．どの survivin の 標 的

治療が 予 後不 良な t（17；19）＋ALLs の 治療 に 有 効で ある 可 能

性 が 期待で きる。

【目的 111q23転 座 型 急 性 リ ン パ 性 白血 病 （ALL ）で 、　Flt−3 遺

伝 子 の 増 幅 と変 異 が 報 告 さ れ た が、今 回 Flt−3　inhibitQrの
1 つ で あ る PKC412 を 添 加 し、増 殖 抑制、ア ポ ト

ー
シ ス 及

び細 胞 周 期 へ の 影 響 とそ の 機序 に つ い て 解 析 した 。 【方 法 】

B −precursor　ALL 　16株（11q23 転座 型 は 8 株 で 1株 KOCL33 は

Flt−3 の 第 2 キナーゼ ドメ イ ン 内 D835 　mutatiQn （＋）、　Ph ／陽性

が 3 株、そ の他 が 5 株 ）と D835 　point　mutati 。 n （＋）の 11q23転

座 型 myelomenocytoid ．1株 （KOCM8 ）を解 析 に 用 い た 。　 real−

dme 　R玉 PCR 法 で Flt−3　rnRNA 　levelを 測 定 し た 後、　PKC412
100・一・400nM 添加前 後 で 以 下 の 項 目 につ き検 討 を行 な っ た。
1＞

3H −thylnidine　uptake 法 に よ る DNA 合 成 能 2）Annexin 　VMI

二 重染色 法 に よ る ア ポ トー
シ ス 細 胞 の 比 率 3）BrdUIPI二 重

染 色 法 に よ る細 胞周 期解 析 4）Westem 　blot法に よ る シ グ ナ ル

伝 達 ・
ア ポ トーシ ス ・細 胞 周 期 関 連 蛋 白の 発 現 解析 【結 果 】

Eit−3　mRNA 　levelは 11q23転座 型細 胞 株 で 優 位 に 高 か っ た e

KOCL33 と KOCL48 で は、構成的 に S］PAT5、　Akt 、　 MAPK が

強 く
T
丿ン 酸化 されて い た が、PKC412 添加後こ れ ら の 蛋白の

脱 リ ン 酸化が 認め られ た。PKC412 添加 後の．3H −thymidine の

取 込 み は、特 に 11q23転 座 型 で 低 下 し、　 D835　mutatien を 有

す る KOCL33 と KOCL48 で は 著 し く低 下 し た。　 PKC412 添

加後 の ア ポ トーシ ス の 解析 で は、11q23 転 座型 細 胞 株で、経

時 的、用 量 依存性 に ア ポ トー
シ ス 細 胞 の 増 加 を認 め、pan −

caspase 　inhibiterで あ る zVAD −FMK で ア ポ トーシ ス が 抑 制 さ

れ た。さ らに、KOCL33 、　K   L48 で は G   G ］期 で 細胞 周 期

停 止 が 誘 導 さ れ た。PKC412 添加 後 に、　KOCL33 、　 KOCL48

と もに、proapoptotic　Bcl−2 フ ァ ミ リ
ー

で あ る Bim の 発現 増加、
Bim の 転 写 促 進 因 子 で あ る FoxO3a（FKHRL1 ）の 活性化 （脱

リ ン 酸化 ）が 認 め ら れ、ま た、CDK2 、　 cyclin 　D3、　 cycl 血 E の

発 現 低 下 が 認 め られ た。【考察 】PKC412 は llq23 転 座 型 白

血 病細 胞株 に ア ポ ト
ー

シ ス と細 胞 周 期停 止 を誘導 し、こ の 作

用 は D835　 mutation （＋）の 株 で 顕 著 で あ っ た。ア ポ ト
ー

シ ス の

機序 は FKHRL1 −Bim の 経 路 を 介 し た ミ トコ ン ド リ ア 依 存性

の caspase 活性 化 が、細胞 周 期 停 止 の 機 序 は CDK2 、　 cyclins

の 発 現低下 が 関与 して い る と考えら れ る。
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