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2. 研究テーマ

survivinの成人T細胞白血病 (ATL)における発現とその意義

3. 成果の概要 (1∞字程度)

我々はATLにおけるアポ卜ーシス抑制因子を調べ、 survivinが高発現するととが見出し
た。ヒ素でATL細胞を処理すると、 survivin発現を低下させ、 caspase3が活性化させ、ア
ポトーシスが誘導された。ヒ素のsurvivin発現を低下させるメカニズムはIkappaBalphaの
分解を抑制することによって、 NF-kappaBの核移行を抑制し、 survivinの発現を低下させ
るととを解明した。
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成人T細胞白血病における survivinの過剰発現とヒ素はsurvivinの発現レベル

を低下させ、 ATL細胞のアポト}シスを誘導する
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成人T細胞白血病 (Adult下cellLeukemia・Lymphoma，ATL)は治療抵抗性が高いため予後は悪い。 ATL

の薬剤耐性は P-gp、MRPl、LRPなどの発現との関係が知られているが、アポトーシス抵抗性も一つの

要因と考えている。新しい治療法の開発は、 ATL治療にとって重要である。我々はATLにおけるアポト

ーシス抑制因子を調べ、 survivinがATL細胞に高発現することを発見した。ヒ素で ATL細胞株 MT2と

SlT細胞を処理すると、 survivinのRNAレベルと蛋白レベノレが低下したことを見出した。ヒ素は ATL細

胞株の caspase3を活性化させ、アポトーシスを誘導した。ヒ素の ATL細胞の survivin発現を低下させる

メカニズムはヒ素が IKBaの分解を抑制し、 NF-KBの核移行を抑制することによって NF-KBの活性化を

抑制することを解明した。以上の結果から、 survivinは ATL細胞に高発現して、 ATL薬剤耐性の要因で

あることとヒ素はATL細胞株の NF-KB活性化を抑制することによって、 survivinの発現を低下させ、ア

ポトーシスを誘導することが明らかにした。
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緒言:

成人T細胞白血病 (Adu]t下cellLeukemia-Lymphoma， ATL)は、ヒト T細胞白血病ウイノレス I型 (human

下cellleukemia virus type 1， HTLV-I)の感染でCD4陽性T細胞の腫療性増殖を特徴とする疾患である。

HTLV-lのコードする Taxは ATLの発症の初期段階に主要な病原因子である。 Taxは、細胞の転写因子

CREB、 NF-KBおよびSRFなどの転写因子を活性化して、細胞の増殖、 transformationを促進し、悪性化

を引き起こす。しかしながら、臨床ではATL腫蕩細胞において HTLV・1の遺伝子発現がほとんど認めら

れていない。 HTLV-l感染から、発症するまでは何十年の潜伏期があるが、今まで ATL発症に関して、

共通な認識は多段階発癌モデルである。つまり、 HTLV・1による細胞の癌化は、 Taxの細胞増殖促進機能

によってイニシエイトされ、感染細胞の不死化が誘導される。それと同時に、不死化したTリンパ球の

更なるプログレッションの基盤がこの過程の中で準備され、その基盤は Taxそのものの物理的な存在に

は非依存的に有効なものである。 ATLは治療抵抗性のため、 ATLの予後は極めて不良である。 ATLの薬

剤耐性は P-gp、MRPl、LRPなどの発現との関係が知られているが、 NF-KBが恒常的に活性化するため

に、 NF-KBを介して転写される anti-apoptosis因子の発現によるアポトーシス抑制も薬剤耐性に関わって
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いると考えらんでいる。新しい治療法の開発は、 ATL治療にιって重要である。我々は ATLにおけるア

ポトーシス抑制因子を調べた上で、新しい治療法のヒ素の ATL細胞のアポトーシス誘導のメカニズムを

解明した。

研究対象と方法

1.我々はATL38症例(急性型ATL23、慢性型ATL12とくすぶり型ATL3例)と健常人 17人の

末梢血単核球から抽出した RNAを用いて、Real-timePCR法でIAPファミリーの Survivin、IAP・1

とXIAPの m RNAレベルを調べた。一部の ATLサンプノレを用いて survivinの蛋白レベノレを

Western Blottingで調べた。

2. ATL細胞株 S1T、MT2とコントロールとしてのリンパ球白血病細胞株Jurkatのヒ素に対する感

受性を MTTAssayで測定した。

3. S1T、MT2とJurkat細胞を各濃度のヒ素で処理し、 Western Blotにより survivin、bcl-2、PARP

などの蛋白レベルを調べた。

4. S1TとJurkat細胞を各濃度のヒ素で処理し、 RT-PCRにより survivinのRNAレベノレを調べた。

5. 各濃度のヒ素の存在下で、 S1T、MT2とJurkat細胞の増殖を 5日間または7日関連続的に MTT

Assayで測定した。

6. S1T、MT2とJurkat細胞を各濃度のヒ素で3日関連続処理し、 FACSで SubG1を測定し、アポ

トーシスを評価した。

7. S1TとMT2細胞をヒ素で処理し、 caspase3の活性を microplatefluorescence readerで測定した。

8. S1TとMT2細胞をヒ素で処理した後、細胞質と核を分画し、 NF-KBのp65とp50、IKBaの蛋白

レベルを Westernblottingで調べた。

結果:

1.健常人由来のT細胞に比べ、ATL細胞のほうが、survivinのmRNA量は有意に高かったか<0.01)。

急性型 ATLは、慢性型とくすぶり型 ATLと比べて、 survivinの mRNA量が有意に高かった

か<0.05)0Performance status (PS) 3・4のATLはPS1・2の ATLより survivinの発現が高かった

(p<0.05)o IAPファミリーの IAP1とXIAPは、ATLと健常人の聞で有意差が見られなかった(Fig.

1)。

2. ATL細胞の三分のこはsurvivin蛋白レベルも発現した (Fig.2)。

3. ATLのMT2とS1T細胞では Survivin蛋白レベルはヒ素の濃度と処理時間に依存して低下した

が、コントロールの Jurkat細胞では変化が見られなかった (Fig.3A，B)oS1T細胞の RNAレベ

ルもヒ素の濃度と処理時間を依存して低下したが、 Jurkat細胞では変化がなかった (Fig.3C)

4. ATLのMT2とS1T細胞の増殖はヒ素の濃度と処理時間に依存して抑制されたが、 Jurkat細胞

の増殖は抑制されなかった。 (Fig.4A・C)

5. MT2とS1T細胞は、 Jurkat細胞と比べてヒ素に対する感受性が高かった。 (Fig.4D)

6. MT2、S1TとJurkat細胞では subG1 fractionはヒ素の濃度と処理時間に依存して上昇したが、

Jurkat細胞での SubG1fractionの増加はATL細胞に比べて有意に少なかった。 (Fig.5)

7. MT2とS1T細胞の Caspase3はヒ素の濃度と処理時間に依存して活性化された。 (Fig.6)

8. ヒ素で処理した MT2細胞では核の NF-KB(p65とp50)はヒ素の濃度と処理時間に依存して低

下した一方、細胞質の IKBaは増加した。 S1T細胞でも核の NF-KB(p65とp50)はヒ素に依

存して低下した。 (Fig.7)
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考察:

ATL細胞では NF-κBは恒常的に活性化して、細胞増殖、がん化とアポトーシス抑制による薬剤耐性に

重要な因子として知られている。われわれはNF・κBによって転写されるアポトーシス抑制因子 IAPfamily 

を注目し、 ATL細胞での IAPファミリーの発現を調べ、 survivinが高発現することを発見した。 Survivinは

正常の場合、胎児期を除いて、ほとんどの正常細胞では見られないが、各種の癌と造血器悪性腫蕩細胞で

は高発現している。 Survivinは、細胞分裂を調節する機能とアポトーシスを抑制する機能がある。 Survivin

はcaspase9、3、?と結合することによって、これらの caspaseの活性を抑制し、アポトーシスを抑制して

いる。ヒ素は前骨髄性白血病 (APL)治療に有効な薬として知られています。 APL以外の白血病および固

形腫療でもヒ素は bcl-2の発現を低下させ、 NF-κBの活性を抑制することなどによって、これらの細胞の

アポトーシスも誘導できる。近年、ヒ素と IFN・αの併用が、 ATLの新しい治療法として注目されている。

この研究でATL細胞に survivinは高発現していて、ヒ素はIκBαの分解を抑制し、 NFーκBの核移行を

抑制することによって、 survivinの発現を低下させ、アポトーシスを誘導することを明らかにした。

参考文献:

1. Hinuma Y， et a1. Proc Natl Acad Sci U S A. 1981;78:6476・6480.

2. Mauxion F， et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 1991;88:2141・2145.

3. Mulloy JC， et al. J Yirol. 1998;72:8852・8860.

4. Kuwazuru Y， et a1. Blood. 1990;76:2065・2071.

5. Ohno N， et a1. Clin Cancer Res. 2001;7:3120-3126. 

6. Ohno N， et a1. Blood. 2001;98:1160・116

7. Mori N， et al. Blood. 2002;100:1828-1834. 

8. Lanotte M， et al. Blood. 1991;77:1080-1086 

9. Bazarbachi A， et al. Blood. 1999;93:278-283. 

10. Kawakami H， et al. Int J Cancer. 2005;115:967・974.

注:本研究は、 2005年7月 1日「第9回がん分子標的治療研究会総会J、7月 25日「南九州腫

蕩研究会第 9回学術集会J、9月 14日「第 64回日本癌学会学術総会Jにてポスター発表、

Blood (2006年6月)に掲載予定。

作成日:2006年3月9日

一 79 -


