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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA(miR)は、造血器腫瘍において治療反応性マーカーや治療標的として研究
が進められているが、本研究では小児急性リンパ性白血病のmiR発現解析結果に基づき、miR-146aに着目し、細
胞内でのmiR発現レベルを可視化出来るmiR sensing vector並びに、活性を抑制できるmiR knock down vectorを
用いて種々の急性リンパ性白血病細胞株のmiR発現を解析した。発現はおしなべて高く、同一株内であってもそ
の発現に多様性があることを見出した。また、miR-146aのノックダウンによってコロニー形成能を30-50％抑制
しことから、その分子機構を解析している。

研究成果の概要（英文）：Recently microRNAs are investigated as a therapeutic marker or a target for 
hematologic malignancies. Based on the results of miR analysis of primary pediatric acute 
lymphoblastic leukemia (ALL), we picked up several target miRs including miR-146a and investigated 
its activities in various ALL cell lines using a miR sensing vector and a miR knock down vector. 
Mir-146a is generally upregulated and differentially expressed in most cell lines. Knocking down of 
this miR resulted in 30-50% reduction of colony formation. Underlying molecular mechanism is under 
investigation by RNA-seq.

研究分野：小児白血病

キーワード： microRNA　白血病
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１．研究開始当初の背景 
microRNA (miR)は 21-25塩基と非常に短い
1 本鎖 RNA で、遺伝子の転写後の翻訳の調
節、とくに翻訳の抑制に関与しており、一種
類のmiRが数百種類のmRNAの翻訳調節に
関わっていると考えられている。ヒトにおい
ては 1,000以上のmiRが存在するとされ、個
体発生から細胞の分化・増殖の調節、さらに
は発がんなど、幅広い生命現象に関連してい
ることが報告されている。近年、慢性リンパ
性白血病、多発性骨髄腫などの造血器腫瘍に
おいて治療反応性マーカーとしての有用性
や、治療標的としての可能性が模索され、研
究が行われるようになってきた。しかしなが
ら白血病においては、その発現異常は報告さ
れてきたものの、マーカーとしての診断的価
値はもとより、治療標的としての有用性に関
する研究はほとんどなく、とくに小児白血病
におけるmiR研究は極めて限られており、そ
の臨床的有用性に関しては手付かずの状態
であった。また、技術的な側面としては、miR
の発現測定には定量的 PCR をはじめとする
従来からの分子生物学的手法がよく用いら
れているが、miR は、RISC (RNA-induced 
silencing complex)とよばれる複合体上で
mRNAの翻訳を阻害するため、細胞内におけ
る miR の活性は必ずしもその分子数とは直
線的な関係にはなく、活性を持つmiRを評価
するのに良い系が存在しないという問題が
あった。我々は、Dr. Naldini 研究室との共
同研究で、細胞内の miR 活性をフローサイト
メトリーを用いることでシングルセルレベ
ルで可視化出来る lenti-virus vector 
system を開発し、細胞内における miR 活性を
生細胞で観察／分取することが可能となっ
た。今回、小児白血病細胞を対象に、この
miR sensing lenti-virus vector技術を用い、
白血病細胞における特定の miR の生物学的
意義につき研究することを計画した。 
 
２．研究の目的 
急性白血病における miR の発現やその生物
学的意義に関しては不明な点が多いことか
ら、特に小児急性リンパ性白血病を対象に
miR発現解析を行い、その発現異常を明らか
にすることを目的とする。さらに標的miRの
分子機構を明らかにすることで、新規の治療
法開発へ向けた基礎的研究を行う。これらの
研究を通じて、miRの発現制御による新規治
療法開発へ向けた橋渡し研究を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
1) miR sensing lenti-virus vector の作成 
 
イタリアの Dr. Naldini 研究室との共同研究
で、miR 発現を半定量的に可視化出来る
lenti-virus vector system を開発し、目的
とする miR に対する backbone vector を作成
する。backbone vector は細胞内ドメインを

欠損した NGFR と GFP の 2 つのレポーター遺
伝子を持ち、GFP の下流には miR biding site
を配置している（図 1）。この backbone と
accessory plasmids を 293T 細 胞 に
co-transduction し 、 VSV-G に よ る
pseudotyping によってヒト細胞に感染可能
な lenti-virus を作成する。同ウイルスを感
染させた細胞は、レポーター遺伝子として
NGFR を細胞表面に、GFP を細胞内に発現する
が、細胞内に活性をもつ miR が存在すれば、
GFP の翻訳が転写後抑制を受けることから、
miR に応じた GFP の輝度の低下が見られる。
従って、フローサイトメトリーを用いること
により半定量的に細胞内のmiR活性を測定す
ることができる。 
 
2) miR sensing lentivirus を用いた白血病
細胞株における miR 活性の評価 
 
さまざまな白血病細胞株における miR活性を
実際に検討するため、qPCR を用いた miR の定
量 だ け で な く 、 上 述 の miR sensing 
lentivirus を用いて、フローサイトメトリー
による候補 miR の細胞内活性を評価する。高
活性の miR を確認できれば、後述の knock 
down の系を用いて、同 miR が増殖やアポトー
シス、マウスへの生着性などの細胞活性に及
ぼす影響について検討を行う 
 
3）miR knocking down lenti-virus vector
の作成と miR Knock down の生物学的効果の
検討 
 
miR sensing lentivirus vector のコンスト
ラクトを利用して、極めてプロモーター活性
が高い SFFV を用いることで、GFP と miR 
biding site を高発現させることで細胞内の
miR を吸着させるいわゆる sponge vector を
作成し、細胞内 miR を knock down できる実
験系を構築する。本システムを利用すること
で、通常の siRNA などとは異なって knock 
down の効果が数週から数ヶ月以上に渡って
持続することから、長期にわたる効果を観察
することが可能となる。 
 
４．研究成果 
1) 小児急性リンパ性白血病の microRNA の
発現プロフィール解析の結果に基づき（国立
成育医療研究センター 清河 信敬先生, 
unpublished data）、同疾患で高発現が認め
られた miR のうち、miR-146a を含む３つの候
補 miR をピックアップして、それぞれに対す
る miR sensing lentivirus vector を作成し
た（図 1）。本 vector が導入された細胞では、
当該 miR の存在下に、2 つあるレポーター遺
伝子のうち、GFP のみの翻訳が抑制され、GFP
の輝度の低下度合いにより、細胞内 miR を半
定量的に測定することが可能となる。 



図 1 miR sensing lenti-virus vector 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
2）それぞれの backbone vector は RRE, REV, 
VSV-G ならびに高 titer を得るための
p-Advantage といった accessory plasmids と
ともに 293T 細胞にカルシウム沈降法で
co-transfection を行い、培養細胞上清から
超遠心によりウイルス粒子を濃縮した。Hela
細胞による titration では 10^8 particles 
/ml オーダーの極めて高い titer のウイスル
粒子を得ることができた。続いて、それぞれ
の miR-sensing lentivirus vectorを用いて、
11 種類の急性白血病細胞株を解析したとこ
ろ、殆どの ALL 細胞株において GFP の輝度の
低下が観察された。これは細胞内に当該 miR
が高発現していることを示唆し、ALL 細胞株
における、これらの miR の高活性が観察され
た（代表的な結果を図 2 に示す）。また、驚
いたことに、細胞株であっても、miR 活性は
均一ではなく、単細胞レベルで活性の幅があ
ることが示された。これは、従来の qPCR 法
では観察することはできない、本システムの
優位点の一つである。 
 
図 2 miR sensing lenti-virus による解析
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miR-146a sensing lenti-virus を感染させた
REH 細胞を例に示す（図 3）。GFP high 
(miR-146a low expression) と GFP low 
(miR-146a high expression)の細胞集団が、
同定され、それぞれの細胞をソーティングし
て、別々に培養してみると、GFP レベルから
推察される miR 発現レベルは一定しており、
low expression と high expression の細胞

集団のお互いから他方が生成されることは
なく、長期にわたってその発現レベルは維持
されていた（図 4）。しかしながら、それぞれ
の細胞集団について、細胞増殖、細胞周期、
アポトーシスについて検討を行ったが、有意
差を認めることはできなかった。さらに、
eptoposide, bortezomib, Ara-C などの抗が
ん剤に対する感受性について検討を行うと
ともに、免疫不全マウス（NOG mice）へ骨髄
内移植を行って、生着性、遊走性の差異につ
き検討を行ったが、残念ながら薬剤感受性、
マウスへの生着性のいずれにおいても有意
な差を見出すことはできなかった（図５）。 
 
 
図3 REH細胞におけるmiR-146a 発現パター
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図 4 保存された GFP high と low の集団 

 
図5 a) miR-146a low及びhigh population

を用いた薬剤感受性試験（WST−８法）、 

b)免疫不全マウス（NOG マウス）への移
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a) 薬剤感受性試験 

 
 
ｂ）NOG マウスへの右大腿骨骨髄内移植 
 
 

 
 
 
 
 

 
3）上記の結果をうけて、miR knock down の
系を計画した。Naldini 研究室との共同研究
で、miR sensing lenti-virus の backbone
のうち、GFP 発現に関わる部分を改変し、強
力な SFFV (spleen focus forming virus)プ
ロモーターを使用することで、GFP 並びにそ
の下流に存在する miR biding site を大量に
発現することで、細胞内の miR を吸着する、
いわゆる sponge vector を作成した。同
vector により、充分な miR 活性の低下を基礎
検討で確認しており、まず、 miR-146a 
knocking down lenti-virus を作成した（図
6）。 
 
図 6 miR knock down lenti-virus vector 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
初期検討で miR-146a の発現が特に高かった
HB11;19 細胞を用いて MOI 100 で miR-146a 
knock down lentivirus を感染させた。感染
細胞のうち、充分な knock down が得られて
いる GFP high の分画をソーティングし、同
様に細胞増殖、細胞周期、アポトーシスなど
の差異につき検討を行った。 
（図 7） 
 
図 7 HB11;19 細胞の miR-146 knock down 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
細胞周期、アポトーシスでは明らかな差を見
いだせなかったが、細胞増殖においては
knock downにおいて増殖の抑制の傾向が見ら
れた。(図 8) 
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さらに miR-146a knock down では著明な
colony 形成能の抑制が観察された（図 7） 
同様の結果は KOCL44 細胞株でも観察されて
いる。両細胞株はいずれも MLL 融合遺伝子を
有しているが、その他の細胞株でも検討を行
うと共に、マイクロアレイによる遺伝子発現
解析を施行中で、分子学的メカニズムについ
て解析を行っている。また、現在、primary
のヒト白血病細胞を用いて、同様の検討を行
っている。primary ヒト白血病細胞、とくに
急性リンパ性白血病細胞では in vitro での
培養が難しいことから、lentivirus の導入効
率が低レベルにとどまりがちであるが、複数
のサイトカインを用いることや、造血細胞の
維持、増殖に適したストローマ細胞上での培
養法を組み合わせることにより、ヒト白血病
細胞を比較的長期にわたって培養、観察が可
能であることを確認しており、実際のヒト白
血病細胞でも同じ現象が観察されれば、マウ
スモデルを用いて、治療的応用への可能性を
探求していく予定である。 
 
 
図 8 HB11;19 細胞±miR-146a KD の増殖曲線 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
図 7 HB11;19 細胞±miR-146a KD のコロニー
形成 
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