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　当分野の研究テーマは，１．白血病の分子発症メカニズムの解明，２．増殖因子欠乏や小胞体ストレスにより誘導され

る細胞死制御機構の解明を二本柱とするものである．１．では臨床部門との連携のもと，白血病の発症メカニズムを臨

床側から基礎研究の方向へと発展させてゆくことを意図したものである．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．２．ではアポトーシス制御システムの解明から白血病や眼科疾患などのヒト疾患の発症メカニズムへと研究を進

める，基礎研究から臨床への方向性を意識したものであるが，同時に研究成果を再生・細胞工学や人工臓器開発など

へ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，マウス個体のレベルでも詳細な解析をおこなうものである．

　こうした研究目的を達成するために，血液内科や小児科，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を立ち上げた．また原医研を中心として本年度より開始された

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の活動を開始した．

　稲葉は今年度より病態代謝研究会の評議員に就任した．

　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．
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１．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 , 大浜喜代人 , 稲葉俊哉

背景：IL-３依存性 Baf-３細胞の IL-３受容体からのシグナルは，Ras/PI３Kまたは Raf/MAPK経路を経て Bcl-２ファミ

リーに属する細胞死誘導因子Bimの発現を抑制する．またサイトカイン欠乏による細胞周期の停止に関わる

p２７KIP１ の発現も概ね同じ経路で制御されている．この際，Bimや p２７の発現制御はmRNAレベルであるため，当

初転写調節が重要な役割を果たしているものと考えたが，これらの遺伝子の発現制御領域内にサイトカイン依存

的に機能するシスエレメントを同定することができなかった．そこでmRNA半減期がサイトカインによって制

御されている可能性を検討した．

経過：Bimや p２７の３' 非翻訳領域のmRNAを試験管内で合成して ３２P でラベルし，Baf-３細胞の細胞質抽出液中で

の半減期を測定した．Cap アナログと２００ base の poly（A) 鎖を付加した RNAでは，IL-３存在下で培養した細胞抽

出液中の半減期は５-１０分であったのに対し，IL-３非存在下では３０分以上と大きな差が認められた．Cap と poly（A)

鎖なしでは，半減期はいずれの場合も５分程度に短縮した．この結果より，IL-３欠乏状態で培養した細胞抽出液中

にはBimや p２７のmRNAを Cap および poly（A) 鎖依存的に安定化する因子が含まれている可能性が考えられる．

そこで，mRNAを結合させたビーズを用いてpull downアッセイを行ったところ，７０ KDa近辺にIL-３非存在時に増

強するバンドを認め，質量解析器で同定したところ，ヒートショック関連蛋白Hsc７０であった．この結果はウエ

スタンブロット法でも確認された．Hsc７０の精製蛋白を IL-３存在下での細胞抽出液に加えたところ，mRNAに結

合するHsc７０の増加とmRNA半減期の延長が認められた．

　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Bag-

４（SODD) や HIP の IL-３依存的な発現を認めた．Baf-３細胞では Ras，PI３-K，MAPKなどを経由した IL-３受容体か

らのシグナルがBag-４などコシャペロンの発現を促進し，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．

２．研究題目：FOXO３a転写因子の白血病発症への関与

参加研究者：今川　潤，稲葉俊哉

目的：FOXO３a 転写因子は６q２１に座位するが，サイトカイン依存的にリン酸化され，細胞周期調節因子 p２７やア

ポトーシス制御因子Bimの転写調節に重要な役割を果たしている．また６;１１転座においてMLL-FOXO３a キメラ

を形成することが知られている．そこで６q- 白血病を中心に白血化に対する FOXO３a 遺伝子の関与を検討した．

経過：FOXO３a の試験管内結合配列を決定した．各種白血病やその細胞株の核抽出液を用いてDNAに結合した

FOXO３aの蛋白量を検討するため，その配列を有するオリゴマーをプローブとして当該因子のDNA結合能を有す

る（脱リン酸化された）蛋白量を半定量できるゲルシフトアッセイ系の確立を試みたが，進展しなかった．FOXO

３a のゲルシフトアッセイ系はこれまでもいいシステムが報告されていないが，われわれが試みた結果でも過剰発

現の実験系でバンドは出るものの，内在的な発現では十分に信頼できる系とは言えず，研究は中断している．

３．研究題目：網膜神経節細胞（RGC) の神経栄養因子および小胞体ストレスによる生存維持機構の解明

参加研究者：山崎真紀子，村田和彦（医学部・眼科），稲葉俊哉，三島　弘（医学部・眼科）

背景：緑内障の発症に神経栄養因子由来の生存シグナル欠乏や小胞体ストレスに由来する網膜神経節細胞のアポ

トーシスが関与している可能性が考えられているので , その分子メカニズムを解明するとともに，エリスロポエ

チンによるアポトーシスの保護作用を検討した．

経過：材料として新生ラットの網膜より分離した神経節初代培養細胞を用い , 網膜神経節細胞を９０％以上の純度

で１００万個程度分離できる実験系を確立した．こうして得られた細胞はエリスロポエチン受容体を発現していた．

エリスロポエチンはBDNF と異なり，神経栄養因子としての機能を有さなかったが，グルタミン酸投与，NO誘
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導性のアポトーシスからRGCを保護する機能を有していた．BDNF はサイトカイン欠乏によるBimの発現誘導

を抑制したが，Epo はしなかった．この点が両サイトカインの神経栄養因子としての機能の有無に関係する可能

性が大きい．にもかかわらず，Epo はストレス誘導性のアポトーシスを抑制する機能を有していることが明らか

となった．網膜脳関門を通過できないBDNF と異なり，Epo は RGCに達し，薬剤としての応用経験も極めて豊

富であるため，臨床応用が可能であると考えられた．

４．研究題目：光刺激によるアポトーシス誘導システムを目指した光生体スイッチの開発

参加研究者：稲葉俊哉，満渕邦彦（東大・国際産学共同研究センター）

目的：人工臓器などの作成において微細な形態作成を可能とするため，大規模集積回路制作（LSI) に用いられて

いるシステムを応用し，レーザー光線による細胞のアポトーシス誘導システムを開発する．

方法：植物の光スイッチであるフィトクロムB（phyB) と PIF３の結合システムを動物細胞に導入して光スイッチ

を作成する．phyB の発色団であるフィトシアノルビン（PCB) の精製システムを確立した．phyB-GFP キメラ蛋白

を発現した動物細胞を PCB存在下に赤色光照射することによって，phyB-GFP を細胞質より核に移行させること

に成功した．GFP 部分を転写因子に置き換えることにより，この現象を用いた分子スイッチを作成し，これらの

蛋白を永久発現するHela 細胞や Cos 細胞を樹立することを試みている．

５．研究題目：長鎖PCR応用アレイCGHによる造血器腫瘍微小欠失部位からの責任遺伝子の単離

参加研究者：麻生博也，稲葉俊哉

目的：白血病や骨髄異形成症候群，特に治療関連性白血病にみられる７番欠失領域より，原因となる癌抑制遺伝

子を単離する．

方法と経過：当研究所の白血病細胞コレクションより得られたサンプルからDNAを抽出し，アレイ CGH解析を

行う．アレイの probe は，染色体 ７q２１.３-７q３１.１の間，約２５ Mb の領域に５０-１００kb の間隔で，繰り返し配列を排除

した領域を選び，約５ Kb 長の長鎖 PCR産物をクローニングすることにより，作成する．これを貼り付けたチッ

プを用いてアレイCGH法を，白血病症例について行ない，微小欠失領域を同定する．これまで行ってきたパイ

ロットスタディによって，チップの作成やターゲットのラベルなどに山積していた技術的な課題が逐次解決し，

シグナルが半分になる現象を捉えることに成功した．プローブ数を１５０程度まで増加させ，本実験の準備を進め

ている．

６．研究題目：白血病細胞株を利用した遺伝子標的治療のモデル確立

参加研究者：麻生博也，稲葉俊哉

目的：当教室で樹立した白血病細胞株（Kasumi-３ & ６) の性状解析をゲノム異常の検索を中心に行い , 遺伝子標的

治療のモデルを確立する．

方法と経過：１）Kasumi-３は Imatinib（Gleevec) が増殖抑制効果を有しており，PDGFR αの internal tandem repeat（ITD）

が認められた．Ph１ 陽性白血病以外でのGleevec 有効白血病のひとつとして注目される．２）Kasumi-５: t（４;１１）

（q２１;p１５）に由来するNUP９８-GAP１GDS１融合遺伝子をもつ T-ALL 細胞株で，GAP１GDS１の活性化による RhoA

の恒常的活性化が生じていた．その増殖はRhoA-kinase inhibitor により抑制された．３）Kasumi-６は C/EBP αの

DNA結合部位に点突然変異をもつAML M２細胞株で，正常のC/EBP α遺伝子を細胞内で強制発現させることによ

り起こる細胞変化を観察する．

７．研究題目： AML１転写因子による造血幹細胞分化機序及び造血器腫瘍発症機序の解明

参加研究者：原田浩徳，原田結花，本田浩章（組織再生制御研究分野），木村昭郎（血液内科研究分野），稲葉俊哉
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目的：AML１や病的AML１が正常および異常造血において果たす役割を解明する．

方法と経過：１）患者検体と PCR-SSCP 法などを用いてAMLやMDSにおけるAML１転写因子の点突然変異を同

定する．原爆被爆や化学療法・放射線療法後に続発する白血病 /MDS において，高頻度に AML1 遺伝子の点突然

変異が生じていること，AML１点突然変異体の転写活性機能が低下していることを明らかにしていたが，MDSで

は孤発例を中心にこれまで変異がないとされていたC末側を含めて高頻度（２０－２５％）に変異が存在することを

発見し，報告した．点突然変異が臨床的な白血病の病型に深く関与する点で極めて注目される．２）AML１の標的

遺伝子として同定した新規膜４回貫通型蛋白ART-１の転写調節機構を検討する．ART-１は，AML１によって転写活

性化され，８;２１転座型白血病でみられるAML１/ETOにより拮抗的に抑制されているが，ART-１に対するモノク

ローナル抗体を作成し，造血細胞における発現パターンを検討した．３）AML１点突然変異体及びAML１融合変異

体（AML１/ETO, AML１/Evi１）の Cre-loxP システムによるコンディショナルノックインマウスの作成を進めている．

８．研究題目： SHIP２アダプター蛋白による造血器腫瘍発症機序の解明

参加研究者：原田浩徳，原田結花，新美寛正，木村昭郎（血液内科研究分野），稲葉俊哉

目的：SHIP２点変異が白血化において果たす役割を解明する．

方法と経過：脱リン酸化活性を有するアダプター蛋白 SHIP２は Noonan 症候群や JMMLの原因遺伝子として注目

されているが，われわれはAMLにも点変異を発見した．その発がん機序への関与はKitの恒常的活性化にあるよ

うなので，この点に焦点を当てて研究をすすめる．
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SPES ヒト急性骨髄性白血病細胞に対する増殖抑制効果，分化誘導能，アポトーシス誘導能の検討　臨床血液

４３: １１５, ２００３.

１１．Ikezoe, T.*１, Chen, S.*２, Saito, T.*２, Asou, H., Kyo, T.*３, Tanosaki, S.*２, Heber, D.*２, Taguchi, H.*１, Koeffler, H.P.*２

　  （*１Dept. of Internal Med., Kochi Medial School, *２Dept. of Hematology/Oncology, Cedars-Sinai Medical Center,

　　　*３Dept. of Internal Med., Hiroshima Red Cross and Atomic Bomb Survivor's Hospital）PC-SPES decreases proliferation 

and induces differentiation and apoptosis of human acute myeloid leukemia cells. Int. J. Oncol. ２３: １２０３-１２１１, ２００３.（I）

B. 学会発表

１．原田結花 *１，原田浩徳，新美寛正 *２，木村昭郎 *２，稲葉俊哉（*１医病・輸血部，*２血液内科）：AML１の標的因

子として同定された膜４回貫通型蛋白ART-１の発現と機能　第６５回日本血液学会総会・第４５回日本臨床血液学

会総会，大阪，２００３．８．２８-３１．

２．原田浩徳，原田結花*１，新美寛正*２，木村昭郎*２，稲葉俊哉（*１医病・輸血部，*２血液内科）：AML１/RUNX１の

点突然変異はMDS の約１５%（RAEB, RAEBt の約２１%）に認められる　第６５回日本血液学会総会・第４５回日本

臨床血液学会総会，大阪，２００３. ８. ２８-３１.

３．麻生博也，宮西節子 *１，河野誠司 *２，稲葉俊哉（*１天理よろづ相談所医学研究所， *２神戸大学医学部臨床病

態・免疫学講座）：AML-MTG８, BCR-ABL 融合遺伝子を共発現する急性骨髄性白血病細胞由来株の分化誘導

能と ST１５７１に対する反応性　第６５回日本血液学会総会・第４５回日本臨床血液学会総会，大阪，２００３. ８. ２８-３１.

４．松井啓隆，麻生博也，稲葉俊哉 EVI１関連骨髄性白血病は，高度に樹状細胞分化を示す病型である　第６５回日

本血液学会総会・第４５回日本臨床血液学会総会，大阪，２００３. ８. ２８-３１.

５．新美寛正*１，今川　潤*１，原田浩徳，原田結花*２，木村昭郎*１（*１血液内科 *２医病・輸血部）AML１点突然変異
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を認めた慢性骨髄増殖性疾患由来の急性白血病の３例　第６５回日本血液学会総会・第４５回日本臨床血液学会総

会，大阪，２００３．８．２８-３１．

６．麻生博也，田中英夫*１，木村昭郎 *１，稲葉俊哉（*１血液内科）Rho kinase inhibitor による NUP９８-RAP１GDS１ 融

合遺伝子発現 T細胞性白血病の増殖抑制　第６２回日本癌学会総会名古屋国際会議場２００３年９月２５-２７日

７．原田浩徳，原田結花，新美寛正 *１，木村昭郎 *１，稲葉俊哉（*１血液内科）骨髄異形成症候群（MDS）に高頻度

かつ特異的にみられるAML１（Runx１）転写因子の C末端側変異　第６２回日本癌学会総会名古屋国際会議場２００３

年９月２５-２７日

８．松井啓隆，大浜喜代人，今川　潤 *１，稲葉俊哉（*１血液内科）mRNA 寿命の調節を介したサイトカイン依存性

アポトーシス制御メカニズムの解析　第６２回日本癌学会総会名古屋国際会議場２００３年９月２５-２７日

９．Asou, H., Imagawa, J., Harada, K., Harada, H., Harada, Y.*１, Kyo, T.*２, Inaba, T.（*１Div. of Blood Transfusion Service, 

Univ. Hosp. *２４th Internal Medicine, Hiroshima Red Cross & Atomic Bomb Survivor's Hospital）Acute myeloid 

leukemia with either mutant KIT or PDGFRA-ITD is a novel therapeutic target of imatinib mesylate. The ４５th Annual 

meeting of the American Society of Hematology, December ６-９, ２００３, San Diego.

１０．Harada, H., Harada, Y.*１, Niimi, H.*２, Kimura, A.*２, Inaba, T.（*１Div. of Blood Transfusion Service, Univ. Hosp.

　　　*２Dept. of Hematol./Oncol.）Point mutations in the carboxy-terminal region of the AML１/RUNX１ gene associated with 

myelodysplastic syndrome. The ４５th Annual meeting of the American Society of Hematology, December ６-９, ２００３, San 

Diego.

１１．Sato, H.*１, Goi, K.*１, Sugita, K.*１, Inukai, T.*１, Takahashi, K.*１, Nemoto, A.*１, Akahane, K.*１, Hirose, K.*１, Inaba, T., 

Nakazawa, S.*１.（Pediatrics, Faculty of medicine, Yamanashi University）The histone-deacetylase inhibitor trichostatin 

A effectively induces p２１-mediated cell cycle arrest and Caspase-dependent apoptosis in B-precursor leukemia cells. The 

４５th  Annual meeting of the American Society of Hematology, December ６-９, ２００３, San Diego.

１２．山崎真紀子 *１，村田和彦 *１，津間本裕一 *１，三嶋　弘 *１，稲葉俊哉，柏木賢治 *２， 山下英俊 *３（*１医学部眼科，

　　*２山梨大学眼科，*３山形大学眼科）グルタミン酸が誘発する網膜神経節細胞死に対するエリスロポエチンの保護

作用  第１０７回日本眼科学会総会福岡国際会議場マリンメッセ福岡 , ２００３年４月１８日

１３．Yamasaki, M.*１, Murata, K*１, Tsumamoto, Y.*１, Mishima, H.*１, Inaba, T., Kashiwagi, K.*２, Yamashita, H.*３（*１Dept. of 

ophthalmology and visual science, Graduate school of Biomedical science, *２Department of ophthalmology , Yamanashi 

Univ. School of Medicine, *３Department of ophthalmology and visual science, Yamagata Univ. School of Medicine） 

Erythropoietin prevents glutamate-induced retinal ganglion cell death. ARVO ２００３ Fort Lauderdale, Florida, USA, Mar. 

５, ２００３.

１４．山崎真紀子 *１，村田和彦 *１，津間本裕一 *１，三嶋　弘 *１，稲葉俊哉，柏木賢治 *２，山下英俊 *３（*１医学部眼科，

　　 *２山梨大学眼科，*３山形大学眼科）グルタミン酸による網膜神経節細胞障害におけるエリスロポエチンの保護

効果　第１０８回日本眼科学会総会  東京国際フォーラム，２００４年４月１６日

１５．Yamasaki, M.*１, Murata, K*１, Tsumamoto, Y.*１, Mishima, H.*１, Inaba, T., Kashiwagi, K.*２, Yamashita, H.*３ （*１Dept. 

of ophthalmology and visual science, Graduate school of Biomedical science, *２Department of ophthalmology, 

Yamanashi Univ. School of Medicine, *３ Department of ophthalmology and visual science, Yamagata Univ. School of 
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Medicine） The neuroprotective effect of erythropoietin from glutamate toxicity on primary cultured retinal ganglion 

cells （RGCs）. ARVO ２００４  Fort Lauderdale, Florida, USA,Apr. ２５-２９, ２００４.

Ｃ．その他

１．稲葉俊哉：RAEB，RAEBt の約２５%に認められる AML１/Runx１遺伝子の点突然変異について：Runx１ Myeloid 

Leukemia 疾患概念の提唱　北海道大学札幌（２００３.５.２３）

２．稲葉俊哉：晩期障害（白血病）を念頭においた遺伝子モニターシステムの確立に向けて　第４４回原子爆弾後障

害研究会シンポジウム「新世紀の緊急被爆医療」広島（２００３.６.１）

３．稲葉俊哉：白血病はなぜ起きるか？放射線との関連は？　平成１５年度広島大学公開講座「ゲノム科学と医療」 

広島（２００３.６.１１）

４．稲葉俊哉：AML１点突然変異と骨髄異形成症候群　平成１５年度原爆症に関する調査研究班・班会議，広島，２００３.

（２００３.９.４）

５．稲葉俊哉：ヒートショック関連タンパク（Hsc７０）によるmRNA半減期調節メカニズム　第３４回病態代謝研究会

報告会東京（２００３.１０.２５）

６．稲葉俊哉：「ポスト・キメラ」時代の白血病研究  山口血液疾患研究会　宇部（２００３.１０.２９）

７．稲葉俊哉：放射線により誘発されるAML１遺伝子の突然変異と白血病　京都大学原子炉実験施設専門家研究会 

大阪 （２００３.１１.７）

８．Toshiya Inaba: 'Post-chimera' research for leukemia/lymphoma. Chugai Asian Conference on Modern Therapies in 

Hematology 大阪（２００３.１１.８）

９．稲葉俊哉：AML１遺伝子の突然変異とMDS　 厚生労働省がん研究助成金「造血器腫瘍における染色体転座関連

遺伝子の基礎的・臨床的研究」班　平成１５年度班会議，東京，（１１.１４.２００４）

１０．稲葉俊哉：白血病に至る遺伝子異常の組み合わせ：AML１遺伝子異常と受容体チロシンキナーゼ変異　原爆症

に関する調査研究班　平成１３年度班長会議，広島，（２.２４.２００４）
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