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当分野の研究テーマは，白血病の分子発症メカニズムの解明である．このため，白血病患者サンプルより出発して

原因遺伝子を同定し，当該遺伝子産物の機能を解明する研究を進める，臨床→基礎研究のアプローチと同時に，造血

細胞の増殖制御メカニズム，特にアポトーシス制御システムの解明から白血病発症メカニズムに迫る，基礎研究→臨

床の二方向のアプローチを行っている．放射線による白血病発症の分子メカニズムの検討も重要課題であって，最終

的な研究目標は次世代の白血病治療法開発に不可欠な基礎データを提供することである．同時に研究成果を再生・細

胞工学や創薬に応用することも視野に入れている．いずれも分子細胞生物学的手法を用いるのはもちろんのこと，組

織再生制御研究分野と密接に連携をとり，マウス個体レベルでも詳細な解析をおこなう．

こうした研究目的を達成するために，原医研を中心として2003度より開始された21世紀ＣＯＥプログラムの晩発障

害サブグループの一員として活動を行なっている．また，小児科や血液内科，生化学などと連係し，広島大学プロジ

ェクトセンターの一環として白血病分子標的探索プロジェクトセンターの活動を継続している．

今年度は大学院後期過程の学生として長町安希子がメンバーに加わった．またＣＯＥ研究員の竹村幸敏が東京大学

総合文化研究科の特任助手に採用され転任した．稲葉は病態代謝研究会の評議員をひき続き勤めた．また染色体ネッ

トワーク会議委員を拝命した．

当研究分野における研究課題とその成果は以下の如くである．

１．研究題目：７番染色体長腕欠失部位からの責任遺伝子候補の単離と遺伝子産物の機能解析（その１

Kasumi/Titan）

参加研究者：麻生博也，尾崎佑子，松井啓隆，竹村幸敏，長町安希子，安藝大輔，稲葉俊哉，本田浩章（組織再

生制御研究分野）

目的：骨髄性白血病や骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）では７番染色体長腕（7q）の欠失が多発する．とりわけ放

射線照射後や抗腫瘍剤による治療関連性白血病には7q欠損の頻度が半数近くに上ることは古くから知られてい
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る．この領域より原因となる癌抑制遺伝子を単離するため，2001年度より「長鎖ＰＣＲ支援マイクロアレイＣＧ

Ｈ法」を開発し，候補遺伝子の単離を試みた結果，責任遺伝子候補として Miki ， Titan ， Kasumi の三遺伝子

を同定したので，それらの遺伝子産物の機能解析を開始した．いずれも進化上，脊椎動物のみに存在する遺伝子

であるが， Kasumi はマウス以降に Titan が遺伝子重複を起こして生じた，アミノ酸レベルで70％の相同性を

有する関連遺伝子であるので，遺伝子産物の機能解析は Kasumi/Titan と Miki に分けて行った．

方法と経過： Kasumi/Titan は既知遺伝子との相同性に乏しく既知モチーフを持たないため，たんぱく質一次配

列からの機能の類推が不可能であった．このためわれわれは細胞内局在と結合相手たんぱく質の同定を通じて，

たんぱく質機能の類推を試みた．結合たんぱく質の同定ではTitanとKasumiはそのＮ末側の無構造領域（ループ）

でKu70/Ku80/DNA-PKcs複合体と結合することが明らかになった．本複合体は細胞に二本鎖切断が生じた際，

非相同組換え断端結合（NHEJ）による修復過程で枢要な役割を果たす．このためTitan/Kasumiは，ＤＮＡ損傷

修復に関与していると考えられた．この仮説を支持するデータとして，両者とも通常細胞質内に主に局在するが，

放射線照射やマイトマイシンＣ処理により核内に移行する現象が認められた．また，ＲＮＡ干渉法による

Kasumiの発現抑制細胞では，放射線感受性の軽度の上昇や，姉妹染色分体交換頻度の上昇が認められた．しか

し，細胞レベル・生化学レベルでの分析では見られる表現系が軽度なこともあって，研究の進みの遅れが顕著に

なってきた．幸いにして組織再生研究分野の支援のもと，Titan欠損マウスの作成に成功したので，マウス個体

レベルでの解析を先行させる予定である．

２．研究題目：７番染色体長腕欠失部位からの責任遺伝子候補の単離と遺伝子産物の機能解析（その２　Miki）

参加研究者：麻生博也，尾崎佑子，松井啓隆，竹村幸敏，長町安希子，安藝大輔，稲葉俊哉，本田浩章（組織再

生制御研究分野）

目的：Mikiは間期には細胞質に局在するが，分裂期には紡錘糸に結合する．ＲＮＡ干渉法によりMikiの発現を

抑制すると分裂前中期での細胞周期の停止や赤道面の染色体配列の乱れが生じることから，Mikiは分裂制御にか

かわる重要な蛋白質であることが示唆された．そこでMikiの生化学的・生物学的機能と，白血病発症との関連解

明に焦点を当て，重点的に研究を推進した．

方法と経過：Mikiの発現抑制は中心体の成熟障害と分離速度の低下をもたらし，染色体散乱やロゼット形成など

を引き起こし，細胞分裂を前中期で停止させた．これは，ＭＤＳやＡＭＬでしばしばみられる特徴的な分裂異常

である．この結果，二核・多核・小核細胞の出現や，染色体の不分離などが生じると考えられた．Miki＋/－ES細

胞を用いて作成したキメラマウスでも，骨髄細胞中に分裂像異常が認められることから，１アレルの欠失

（haploinsufficiency）でも表現型が生じることが示唆された．脊椎動物ではＰＡＲ化とＰＡＲ化を触媒するPAR-

polymerase（PARP）の一種tankyrase-1が，細胞分裂の円滑な進行に必須であることが解明されているが，

Mikiはtankyrase-1の基質としてＰＡＲ化を受け，紡錘糸に結合することが解明された．yeast two hybrid法によ

るMikiの結合たんぱく質の解析では，Mikiはトランスゴルジネットワークで機能するタンパク質と結合するこ

とが解明され，Mikiが中心体形成と分離に果たす役割は，ゴルジ体と中心体間の輸送システムに深く関与すると

考えられた．

３．研究題目：サイトカイン依存性アポトーシスのシグナル伝達メカニズム

参加研究者：松井啓隆，稲葉俊哉

背景：IL-3依存性Baf-3細胞において，IL-3受容体からのシグナルは，Bcl-2ファミリーに属する細胞死誘導因子

Bimや細胞周期の停止に関わるp27KIP1 のmRNA発現レベルを抑制することを通じてアポトーシスを抑制し，細

胞分裂を促進する．両因子のmRNA抑制は，mRNA半減期の短縮によるものであることが明らかとなったので，

そのメカニズムの解明を進めてきた．

経過：BimのmRNAを結合させたビーズを用いてpull downアッセイを行ない，質量解析器により分析を行った

結果，ヒートショック関連蛋白Hsc70をmRNA安定化因子として同定した．Baf-3細胞中のHsc70の発現量はIL-3



の有無によらず一定であるため，IL-3の標的因子がHsc70のＲＮＡ結合能を抑制していると考え，シャペロン蛋

白質と結合してその機能を調節するコシャペロンを検討した．その結果Hsc70をＡＴＰ結合型に誘導するBag-4

（SODD）やCHIPが，IL-3存在下でHsc70とより強く結合するのに対して，IL-3非存在下ではＡＤＰ結合型に誘導

する，Hsp40やHipと強く結合することが判明した．Bag-4の発現量はIL-3依存的であったが，Hip，CHIP，

Hsp40の発現量はIL-3の影響を受けていないことから，Baf-3細胞ではIL-3受容体からのシグナルがBag-4の発現

を促進し，Hip，CHIP，Hsp40とHsc70のＲＮＡ結合能を低下させてBimやp27のmRNAを不安定化させることに

よってその発現を抑制することが判明した．以上の結果をまとめてMol. Cell誌で報告した．引き続き，Hsc70の

mRNA結合特異性を決定するシスエレメントの同定やサイトカインシグナルによるコシャペロンの機能制御メ

カニズムの解析を進めている．

４．研究題目：Survivin転写メカニズムの解明

参加研究者：安藝大輔，松井啓隆，稲葉俊哉，黒澤秀光（獨協医大小児科）

目的：17;19転座型白血病で発現するE2A-HLF融合転写因子は，アポトーシス抑制因子survivinの発現を誘導す

る．この転写メカニズムを解明する．

方法と経過：SurvivinはG2/M期特異的に発現が誘導されることが知られているが，E2A-HLFの発現している白

血病細胞では，全周期にわたってsurvivinが高発現していることが判明した．このメカニズムを解析するために，

レポーターアッセイを行ったところ，翻訳開始点より124bp上流までの領域が細胞周期依存性発現に関与してい

るシス・エレメントを含むこと，ゲルシフトアッセイにより42bp上流にあるCHRとよばれるサイレンサー領域

にE2A-HLFにより負の制御を受ける転写抑制因子が結合していることが判明した．survivin抑制機能を有する小

分子化合物を用いて，更なる解析を進めている．

５．研究題目：CremによるBimの発現制御

参加研究者：松井啓隆，稲葉俊哉，大浜喜代人（琉球大学第二内科）

目的：われわれのこれまでの研究により，Bimの発現は紫外線照射により抑制されることが判明した．その転写

制御システムを検討する中で，Crem転写因子の機能が重要である可能性が浮上したので，その詳細を解明する．

方法と経過：ルシフェラーゼアッセイを用いた検討により，紫外線照射に反応してBimの発現を抑制するシスエ

レメントがBim遺伝子の第一イントロン内に存在することが解明された．ゲルシフトアッセイの結果，この部位

に結合する転写因子はCremであることが判明した．これまで知られていなかったことであるが，Cremは紫外線

照射により発現が抑制され，結果的に紫外線照射によりBimの発現は抑制される．その生物学的な意義が注目さ

れる．

６．研究題目：拍動する心筋細胞を用いたカテコラミンの実時間的・超高感度測定システムの開発

参加研究者：松井啓隆，稲葉俊哉，満渕邦彦（東京大学工学部）

目的：Whole cell sensorを用いた，カテコラミンの実時間的・超高感度測定システムの開発し，このシステムを

さらに展開させて，広く各種生理活性物質の微量測定システムの開発へと応用する．

方法と経過：多能性幹細胞（われわれは扱いやすさからマウスのembryonic carcinoma, EC細胞を用いている）

を心筋細胞に誘導分化させると培養フラスコ内で拍動する．この際の分時拍動数は培養液中のカテコラミン濃度

に相関するので，拍動数を計測するシステムを用いて，カテコラミンの濃度を測定することができる．バックグ

ラウンドを測定するためのアドレナリン受容体の発現をＲＮＡ干渉法で抑制したＥＣ細胞の樹立を行い，本細胞

を用いた測定システムを確立した．
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