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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，原医研を中心として昨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，前教授時代より長年にわたって本分野を支えてきた麻生が助教授に昇格した．一層の活躍が期待される．

３年間にわたって当分野に所属し，多大な業績のあった原田浩徳助手が，血液内科に帰任した．その後任としてCOE

ポスドクの松井啓隆が昇任した．また新しい COE ポスドクとして竹村幸敏を新規採用した．稲葉は病態代謝研究会

の評議員をひき続き勤めた．

　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，竹村幸敏，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や細胞周期の停止に関わるp２７KIP１の発現を抑制する．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ところ，Hsc７０が中心的な役割を果たす

ユニークなmRNA安定性制御システムが見つかったため，研究を進めた．

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 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アッセイを行ない，質量解析器とウエスタンブロット法により，

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 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 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．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

解析を開始している．

２．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と候補遺伝子の解析

参加研究者：麻生博也，松井啓隆，竹村幸敏，稲葉俊哉

目的：白血病や骨髄異形成症候群では特定染色体の欠損が認められることは古くから知られている．特に放射線

照射後や抗腫瘍剤による治療関連性白血病には７番長腕の欠失が多発する．こうした染色体欠失領域から，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などから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した．これを貼り付けたチッ

プを用いてアレイCGH法解析を行ない，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のステップに山積していた技術的な課題が逐次解決され，シグ

ナル強度が半分になる現象を捉えることに成功した．７番染色体欠失のホットポイント約２５Mb内にプローブを

２６８個作成して患者検体について検討を行なったところ，複数の症例で特定のプローブのシグナルが半分に落ち

ることが判明した．このプローブはふたつの遺伝子をコードする領域と重なるため，これらの遺伝子を TITAN，

MIKと命名した．その遺伝子産物機能の解明をめざし，遺伝子欠損マウスの作成，生化学的および生物学的性状

の解析を開始した．また本法の有効性が明らかとなったので，５番および２０番染色体長腕に存在することが確実

視される骨髄性白血病抑制遺伝子の同定を目指してプローブの作成を開始した．
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３．研究題目：８；２１転座型AMLにみられる c-Kit 遺伝子変異の意義

参加研究者：麻生博也，稲葉俊哉

目的：８;２１転座型AMLでは高頻度に c-Kit のキナーゼ部位の変異が認められる．c-Kit 変異が臨床経過（予後）に

影響を与えるか検討するとともに，イマチニブの有効性を試験管内実験で検証した．

方法と経過：８;２１転座型白血病４７例を検討し１２例 (２５.５%)にキナーゼ変異を認めた．８;２１-AMLは化学療法に反応

し，比較的予後良好である．ところが，c-Kit 変異を有した症例は完全寛解が得られるものの，寛解持続期間が短

く，５年以上の長期生存例は１例しかなかった．特筆すべきことに，c-Kit 変異を持つ新鮮白血病細胞や細胞株

(Kasumi-１) はイマチニブ（グリベック TM）に対する感受性を有していた．このため，寛解維持療法として，イ

マチニブ投与を行なうことにより，予後が改善される可能性が考えられた．

４．研究題目：成人白血病におけるSHIP２アダプター蛋白変異の解明

参加研究者：原田浩徳，原田結花（国際放射線情報センター），新美寛正（血液内科研究分野），木村昭郎（血液

内科研究分野），稲葉俊哉

背景：脱リン酸化活性を有するアダプター蛋白 SHIP２/PTPN１１は，その恒常的活性化型点変異がNoonan 症候群や

JMMLに高率に認められることが報告され，注目されている．SHIP２点変異が成人白血病において果たす役割を

検討した．

方法と経過：成人白血病ではSHIP２の点変異はまれであったが，AML１転写因子の点変異を伴うMDSに限れば，約

１５%に点変異を認めた．SHIP２の活性化は受容体型チロシンキナーゼの活性化と関連している可能性が示唆され

ている．そこでBaf-３細胞に c-Kit を遺伝子導入し，さらに SHIP２の点変異を導入して stem cell factor で刺激した

ところ，シグナルの減衰が遅延する現象が認められた．MDSの発症機序との関連をさらに詳細に検討する必要

がある．

５．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

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．この際にEpoは BDNFと同様に，ストレス誘導によって生じるBcl-２やBcl-x の発現抑制を阻害するこ

とが判明した．網膜脳関門を通過できないBDNF と異なり，Epo は静脈投与によって RGCに達する利点がある．

また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．

６．研究題目：Hsp７０のmRNA安定性制御システムの解明

参加研究者：村田和彦（医学部・眼科），松井啓隆，稲葉俊哉

目的：項目１で述べたように，Hsc７０がmRNA安定性制御に重要な役割を果たしていることが見い出されたので，

Hsc７０と類似したタンパク質であるHsp７０もmRNA安定性制御機能を有していると考えられた．Hsp７０のmRNA
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の ３' 非翻訳領域にはHsc７０/Hsp７０が結合するAUUUA配列を有している．そこでHsp７０がストレス応答の際に自

らのmRNAを安定化させ，その発現量を増加させている可能性を検討した．

方法と経過：Hsp７０の熱ストレスによる誘導ではHIF 転写因子による転写調節系が解明されているが，浸透圧ス

トレスによる発現誘導では，HIFは誘導されなかった．そこでHsp７０の３'非翻訳領域を用いたpull down assayを行

なったところ，浸透圧ストレス下ではHsp７０の結合が増加していること，mRNA半減期が延長していることが判

明した．

７．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．

方法と経過：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．
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　　　*５九州がんセンター，*６東大医科研，*７久留米大，*８東北大，*９順大，*１０大阪労災病院，*１１国立大阪病院，*１２岡山大，

　　　*１３福岡大，*１４安城更生病院，*１５仙台市立病院，*１６産業医大，*１７京都府立医大）： 高カルシウム血症を合併した小児

急性リンパ性白血病の検討　第４６回　臨床血液学会総会・第６６回　日本血液学会総会，京都，２００４年９月１７日

－１９日

２．原田浩徳 *１， 原田結花 *２，新美寛正 *３，許　泰一 *３， 木村昭郎 *３，稲葉俊哉（*１広島大学医学部附属病院，*２国際

放射線情報センター，*３血液内科， *４広島赤十字・原爆病院　第四内科）： AML１/RUNX１の点突然変異はMDS

病態を決定する　第４６回　臨床血液学会総会・第６６回　日本血液学会総会，京都，２００４年９月１７日－１９日

３．松井啓隆， 稲葉俊哉 ： ヒートショック関連蛋白によるmRNA半減期調節とサイトカインによる造血細胞の生

死決定 : 第４６回　臨床血液学会総会・第６６回　日本血液学会総会，京都，２００４年９月１７日－１９日

４． 麻生博也， 今川　潤 *１， 原田結花 *２，原田浩徳 *３， 許　泰一 *４， 稲葉俊哉 ： （*１ 血液内科，*２国際放射線情報

センター，*３医学部附属病院，*４広島赤十字・原爆病院　第四内科）イマチニブ治療の新たな分子標的：急性骨

髄性白血病のKIT 変異と PDGFRA-ITD　第４６回　臨床血液学会総会・第６６回　日本血液学会総会，京都，２００４

年９月１７日－１９日

５．松井啓隆，稲葉俊哉 : ヒートショック関連蛋白によるmRNA半減期調節とサイトカインによる造血細胞の生死

決定　第６３回　日本癌学会学術総会，福岡，２００４年９月２９日－１０月１日

６．麻生博也，原田浩徳*１， 許　泰一 *２， 稲葉俊哉（*１医学部附属病院，*２広島赤十字・原爆病院　第四内科）: イマ

チニブ治療の新たな分子標的：急性骨髄性白血病のKIT 変異と PDGFRA-ITD　第６３回　日本癌学会学術総会，

福岡，２００４年９月２９日－１０月１日



－３８－

７．竹下明裕*１，２， 内藤健助 *１， 松井啓隆， 新庄　香 *１，佐原直日 *１， 大西一功 *１，前川真人 *２， 直江知樹 *３， 大野

竜三 *４（*１浜松医大・内，*２浜松医大・臨床検査学，*３名大・院医，*４愛知がんセンター）：急性前骨髄球性白血病

患者由来細胞に対する gemtsuzumab ozogamicin の in vitro 殺細胞効果　第６３回　日本癌学会学術総会，福岡，

２００４年９月２９日－１０月１日

８．Matsui H., Inaba T. : Regulation of mRNA stability by heat shock cognate protein ７０ (Hsc７０) under the control of 

cytokines. The ４６th Annual meeting of the American Society of Hematology, December ４-７, ２００４, San Diego.

９．Asou H., Kyo T.*１, Inaba T. (*１４th Internal Medicine, Hiroshima Red Cross & Atomic Bomb Survivor's Hospital) : t(８;２１)-

positive AML with mutant kit is a novel therapeutic target of imatinib mesylate. The ４６th Annual meeting of the 

American Society of Hematology, December ４-７, ２００４, San Diego.

C.  その他

１．稲葉俊哉：緊急被曝医療と後障害フォローアップ：臨床サイドの課題　第４５回原子爆弾後障害研究会シンポジ

ウム　長崎　(２００４.６.６)

２．稲葉俊哉：ヒートショック蛋白によるmRNA 半減期調節と造血細胞の生死決定　東京医科歯科大学　東京　

(２００４.６.３０)

３．稲葉俊哉：「ポスト・キメラ」時代の白血病研究　東京医科歯科大学　東京　(２００４.６.３０)

４．稲葉俊哉：シャペロン・コシャペロンによるアポトーシス誘導因子Bimの mRNA安定性調節メカニズム  日本

アポトーシス研究会シンポジウム　名古屋（２００４.７.３１）

５．稲葉俊哉：mRNA安定性調節を介した細胞増殖・細胞死の制御　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，（２００４.１１.１９）

６．稲葉俊哉：MDS分子治療標的の同定　原爆症に関する調査研究班　厚生労働科学研究費補助金，難治性疾患克

服研究事業　「骨髄異形成症候群に対する画期的治療法に関する研究班（MDS班）」班会議　東京（２００５.１.２８） 


