
 

様式Ｃ‐１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 6 月 3 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： RCAN1は calcineurin阻害作用など重要な生体調節機能を有している。
本研究では、RCAN1 が白血病細胞に異所性に発現していることを明らかにした。さらに、1) 
RCAN1 は低濃度血清下など望ましくない環境下での白血病細胞増殖に重要であること、2) 
calcineurin-NFAT系が白血病細胞における RCAN1の作用標的の一つであることを示した。また、
RCAN1と直接結合する複数の候補分子を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： RCAN1 is involved in the regulation of cell functions including inhibition of 
calcineurin. In this study, we found that RCAN1 is extraordinarily expressed in leukemia cells. 
Furthermore, we revealed that RCAN1 is important for cell growth, particularly under undesirable 
conditions of low serum concentration. In leukemia cells, calcineurin-NFAT signaling has been shown 
to be one of the targets of RCAN1. We also identified several molecules, which could directly bind with 
RCAN1. 
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1. 研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病(AML)細胞では、増殖シグ
ナルの恒常的活性化や転写調節機序の脱制

御による遺伝子発現異常などが見出されて

いる。分子病態の解明が進められるに従い、

その知見を背景とした分子標的治療の開発

も精力的に行われてきた。しかしながら、

AMLにおける分子異常は多岐に及んでおり、
現在までに解明された分子異常はその一部

にすぎない。増殖亢進、分化障害の両面から

分子異常をさらに解析し、有効な治療標的分

子を見出すことが求められている。 
 RCAN1 は、従来より Ca2+/Calmodulin 依存
性セリン・スレオニン脱リン酸化酵素

calcineurin の活性阻害作用が知られている分
子である。しかし、NF-AT や NF-kB 転写因
子活性の調節など、その多彩な機能が明らか

にされてきた。特に、炎症、血管新生、心臓

形成などとの関連やアルツハイマー病、Down
症候群における役割が注目されている。さら

に、細胞増殖誘導作用にも研究の焦点が当て

られており、RCAN1が calcinuirin抑制を介さ
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ない機序により細胞増殖を誘導するとの興

味深い報告もみられた。しかしながら、

RCAN1 の発現が Down 症候群における腫瘍
発生率の低下に関与しているとの報告もあ

り、RCAN1 の細胞増殖および腫瘍発生・進
展に対する影響は RCAN1 のアイソフォーム
の違いや細胞の種類によって異なるものと

理解されている。一方、骨髄や脾臓など造血

関連臓器における RCAN1 の発現レベルは極
めて低く、血液細胞における RCAN1 の役割
については、ほとんど解析がなされていなか

った。 
 
 
2. 研究の目的 
本研究は、さまざまな角度から白血病細胞の

分子異常を解析し、その過程で新たな治療標

的分子を同定することを目指した。そのため、

細胞増殖に対する機能が注目されている

RCAN1 に着目し、その白血病細胞における
役割を明らかにすることを目的とした。さら

に、RCAN1 依存性シグナルにおける治療標
的分子の探索をも目指した。 
 
 
3. 研究の方法 
(1) 白血病細胞株および多発性骨髄腫細胞株
における RCAN1発現量の検討： 
①ヒト急性骨髄性白血病(AML)由来細胞株
(THP-1、HL60、U937)、ヒト急性リンパ性白
血病細胞株(Jurkat, Raji)、ヒト慢性骨髄性白血
病(CML)急性期由来細胞株(KCL22、K562、
KU812)およびヒト多発性骨髄腫由来細胞株
(RPMI8226、U266)から総 RNAを調製した。
Superscript II reverse transcriptaseで cDNAを合
成した後に、Reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction(RT-PCR)法により各細胞株にお
ける RCAN1 mRNAの発現を検討した。さら
に、総蛋白を調製し、抗 RCAN1 抗体を用い
た Western Blot 法で RCAN1 蛋白の発現につ
いても確認した。 
②AML患者および CML患者骨髄より単核球
を分離し、総 RNAを調製する。RCAN1 mRNA
の発現を RT-PCR法および real-time PCR法で
検討した。real-time PCR 法については ABI 
PRISM 7700 systemを用いて解析した。 
 
(2) ヒト正常造血細胞における RCAN1発現： 
ヒト正常骨髄単核細胞を FACSaria (Becton 
Dickinson)を用いた  FACS により CD34、
CD38、CD14、CD16、CD33 を発現マーカー
として分離した。各細胞分画におけるRCAN1 
mRNA発現を RT-PCR法および real-time PCR

法により検討した。 
 
(3) AML細胞における RCAN1発現抑制： 
pLL3.7に 3種類の RCAN1 shRNAをそれぞれ
導入し、RCAN1 shRNA発現ベクターを作成
した。HL60 に RCAN1 shRNA 発現ベクター
を導入し、RCAN1の発現抑制を Western Blot
法で確認した。RCAN1 発現抑制細胞による
細胞増殖、アポトーシスシグナリングの変化

をを検討した。 
 
(4) RCAN1 抑制による Calcineurin-NFAT 
signaling への影響：RCAN1 shRNA により

HL60 細胞における RCAN1 発現を抑制し、
calcineurin 活性の変化を測定した。さらに、
細胞質および核抽出液における NFAT4 蛋白
量をWestern Blot法で検討した。また、RCAN1
発現抑制による変化が、 
calcineurin阻害作用を有する cyclosporine Aに
より解除されるか検討した。 
 
(5) 多発性骨髄腫細胞における RCAN1 発現
抑制： 
RPMI8226およびU266にRCAN1 shRNA発現
ベクターを導入し、細胞の生存・増殖につい

て検討した。 
 
(6) Two-hybrid screening法によるRCAN1結合
分子の探索：RCAN1 cDNAを Baitとし、K562
細胞遺伝子ライブラリーを Prey として Yeast 
two-hybrid screeningを行った。 
 
 
4. 研究成果 
(1) 造血器腫瘍細胞株における RCAN1 の発
現： 
検討した全ての細胞株で RCAN1 mRNAの発
現が RT-PCR法で確認された。発現していた
RCAN1 のアイソフォームは、RCAN1-1 のみ
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、Western Blot 法により蛋白レベルで
の発現も確認された。 
 



(2) AML 患者および CML 患者骨髄における
RCAN1の発現： 
6 例の新規 AML 患者骨髄における RCAN1 
mRNA発現量を検討したところ、完全寛解達
成時に著明に低下していた。一方、非寛解例

では高値のまま推移した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CMLでは、慢性期と比較して移行期および急
性期症例の骨髄で RCAN1 発現が増加してい
た。 
 
(3) 正常造血細胞における RCAN1発現： 
正常骨髄より単離した単核細胞を FACSによ
り CD34+CD38- 、 CD34+CD38+ 、

CD33+CD14-CD16- 、 CD33+CD14+ お よ び 
CD33+CD16+ の各分画に分け、RCAN1 の発
現を RT-PCRおよび real-time PCRで検討した
ところ、全ての分画でほとんど発現を認めな

かった。以上の結果より、RCAN1 は正常造
血細胞では、幹細胞および前駆細胞レベルも

含めて発現していないにも関わらず、急性白

血病および CML 急性期では異所性に発現し
ていると結論づけた。 
 
(4) RCAN1発現抑制および強制増強による影
響： 
RCAN1 shRNA により HL60 細胞における
RCAN1 の発現を抑制した。しかしながら、
RCAN1 発現抑制による細胞増殖への影響や
アポトーシスの誘導は認められなかった。さ

らに、マウス IL-3依存性非白血病骨髄性細胞
株 32Dに RCAN1の発現ベクターを導入した
ところ、L-3 存在下、非存在下のいずれにお
いても増殖への影響を認めなかった。従って、

RCAN1 は白血病、非白血病のいずれの細胞

においても、その増殖に極めて重要であると

の結果が得られなかった。しかしながら、培

地中の血清濃度を 1%に下げると、RCAN1発
現抑制により、a)生存細胞数の低下および死
細胞数の増加が有意となる、b)メチルセルロ
ース半寒天培地を用いたコロニーアッセイ

で、RCAN1 発現抑制細胞でのコロニー形成
能の低下を認める、 c)cleaved caspases や
cleaved PARP量の増加を認め、アポトーシス
の誘導が示唆される等の所見が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果は、低血清などの細胞生存に不利な

環境において、RCAN1 は白血病細胞の生存
に重要であることを示唆している。 
 
(5) Calcineurin-NFAT signaling は白血病細胞
における RCAN1の作用標的である： 
HL60 細胞に RCAN1 shRNA を導入したとこ
ろ、a)calcineurin活性値の有意な増加、b)細胞
質における NFAT4 蛋白量の減少および c)核
抽出液における NFAT4 蛋白量の増加を認め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
従って、HL60 細胞において、RCAN1 は
calcineurin活性抑制を介してNFAT4の核移行
を阻害していると考えられた。しかしながら、

calcineurin活性阻害作用を有する cyclosporine 
A を加えても、RCAN1 発現抑制細胞におけ
る増殖抑制が回復されなかった。従って、

RCAN1による calcineurin抑制は、RCAN1の
示す細胞増殖抑制効果と無関係である可能

性が高い。 
 
(6) 多発性骨髄腫細胞における RCAN1 の異
所性発現： 
ヒト多発性骨髄腫由来細胞株 RPMI8226およ
びU266において、RT-PCR法によりRCAN1-1
アイソフォームの発現が確認された。さらに、

骨髄細胞から形質細胞の表面マーカーであ

る CD138 陽性分画を単離し、RCAN1の発現
を検討した。その結果、5 例の健常者および
2 例の良性単クローン性ガンマグロブリン血
症患者全例で発現がみられなかった。一方、

7 例中 6 例の多発性骨髄腫患者と 2 例の形質
細胞白血病患者全例で RCAN1 の発現を認め
た。この結果は、RCAN1 は多発性骨髄腫細
胞においても異所性に発現していることを

示している。 
 
 
 
 
 
 
 
(7) RCAN1発現抑制による多発性骨髄腫細胞
の生存に対する影響： 
RPMI8226細胞へ RCAN1 shRNA発現ベクタ
ーを導入したところ、細胞増殖の変化は全く

認めなかった。しかしながら、U266 細胞に
導入したところ、細胞のほとんどが死滅した。

PLL3.7 空ベクターの導入では、RPMI8226、
U266ともに細胞増殖への影響はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
従って、多発性骨髄腫細胞においては、

RCAN1 がその生存・増殖に極めて重要な役
割を果たしている細胞が存在していること

が明らかとなった。 
 
(8) ヒト RCAN1発現調節機序の解析： 
-2768bp までのヒト RCAN1 遺伝子プロモー
ター領域を pGL4.17[luc2/Neo]ベクターに挿
入し、さらに種々の deletion mutantsを作成し
た。各ベクターを KCL22 細胞に導入し、ル
シフェラーゼアッセイを行った。その結果、

-876 bpから-866 bpまで削ると著明なルシフ
ェラーゼ活性の低下を認めた。従って、この

領域に RCAN1 プロモーターの活性化に重要
な配列が存在していると推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、-876 bp~-866 bpの領域に連続的に変異
を挿入した一連の変異体を用いてルシフェ

ラーゼアッセイを行った。しかしながら、い

ずれの変異体でもルシフェラーゼ活性は低

下せず、特定の配列の同定は困難であった。

一方、-459bpから-249bpへの削除によっても
ルシフェラーゼ活性の低下を認めた。この領

域には TGIF、HNF-4および USFに対する結
合配列が存在していることから、RCAN1 遺
伝子発現に対するこれらの転写因子の関与

が注目される。 
 
(9) RACN1結合分子の同定 
RCAN1 cDNAを Baitとし、K562細胞遺伝子
ライブラリーを Prey として Yeast two-hybrid 
screeningを行った。その結果、下表に示す分
子が同定された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
特に癌抑制分子として知られる HINT1, 
HINT2および LINT1に注目し、RCAN1との
結合を免疫沈降法で確認した。しかしながら、

in vitro translationで産生した蛋白、pMX発現
ベクターを用いて細胞内で発現させた蛋白

のいずれの場合も、RCAN1 との沈降は明ら
かではなかった。今後は、他の分子との結合

を免疫沈降で確認する必要がある。 
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