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研究成果の概要： 

難治性 17;19 転座白血病(t(17;19)+ALL)でアポトーシス抑制因子 survivin が高発現している。

この t(17;19)+ALL における survivin 発現機構とアポトーシス抑制機構について解析を実施し

た。siRNA 法を用いた survivin のノックダウンでは t(17;19)+ALL 特異的にアポトーシスが誘

導できた。survivin は caspase 依存性と非依存性の坑アポトーシス抑制機構が存在する。

t(17;19)+ALL では主に後者が関与していることを証明した。また、その主な作用機序として

AIF の核内移行の抑制を確認しているが、AIF をノックダウンすると survivin 機能を抑制して

もアポトーシスが抑制することを証明した。 
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１．研究開始当初の背景 

小児急性リンパ性白血病(ALL）で難治性のt

(17;19)+ALLにおいて生じる融合転写因子E2

A-HLFについて研究を続けている。私は平成

16年より平成17年にかけて科学研究費で‘E

2A-HLFキメラ転写因子の抗アポトーシス機

能を有する標的遺伝子の同定’という研究

課題でE2A-HLFの下流遺伝子としてsurvivi

nを同定した。t(17;19)+ALL においてsurvi

vin発現が一様に高発現していることを見

出した。この発現がt(17;19)の結果生ずるE

2A-HLF融合転写因子により転写誘導されて

いること、その発現が細胞周期とは無関係

であること、survivinのドミナントネガテ

ィブ蛋白をt(17;19)+ALLに誘導することで



アポトーシスが誘導されることよりt(17;1

9)+ALL はsurvivinの高発現が白血病化に重

要であることが予想された。更にプロモー

ターアッセイの結果はE2A-HLF融合転写因

子がsurvivinのプロモーター領域のcell c

ycle gene homology region (CHR)に結合

する転写抑制因子を阻害することにより生

じると予測した。Survivinはアポトーシス

抑制因子でIAPファミリーに属し、細胞周期

特にM期特異的に発現し正常細胞では発現

せず、ほとんどのがん細胞で発現しており、

その発現量が予後に関連することが知られ

ている(Altieri DC. Nature Reviews. Can

cer. 3:46-54, 2003)。Survivinの発現様式

は本来細胞周期G1Sで発現が抑制され、G2M期

に発現が誘導される。この様な発現様式を

示す遺伝子はsurvivinの他、cdc2、cyclin 

B1、cyclin A2、cdc20などが知られている

が、いずれもプロモーター領域にCell cycl

e dependent element (CDE)とcell cycle 

gene homology region (CHR)領域を有して

いて、この領域に結合する転写抑制因子よ

り細胞周期特異的な発現が生じている。CHR

に結合し、細胞周期G1Sで発現を抑制する転

写調節因子はきわめて重要と考えられるが、

現在までのところ同定されていない。 

２．研究の目的 

(1) t(17;19)+ALL における survivin による

アポトーシス抑制機構の解明 

t(17;19)+ALLはアポトーシスが抑制すること

で白血病化することは証明されている。この

抗アポトーシス作用が survivin により生じ

て い る こ と を 更 に 証 明 す る た め に

t(17;19)+ALL の survivin をノックダウンし

て表現型を確認する。 

(2) survivin-AIF抗アポトーシス機構の解明 

survivinは caspase依存性とcaspase非依存

性にアポトーシスを抑制することが知られ

ている。t(17;19)+ALL においては後者が主な

抗アポトーシス経路であること。その主な作

用分子が AIF であり、survivin がその核内移

行を抑制することでアポトーシスを抑制す

ることを証明している。そこで t(17;19)+ALL 

に survivin ドミナントネガティブを発現誘

導できる細胞株で AIFをノックダウンして表

現型を確認する。 

(3) t(17;19)+ALL における細胞周期非依存的

高発現の機序解明 

survivinは細胞周期G2M特異的に発現してい

る。survivin プロモータには細胞周期依存性

領域 CHR と CDE が存在するが、ルシフェラー

ゼ法により E2A-HLF の survivin 発現誘導は

CHR を介することが予想されていた。CHR の

変異体を用いると著しく活性が低下するこ

とからプロモーターの CHR が E2A-HLF の

survivin 発現誘導に重要であることが予想

された。CHR であることの確定をする。 

(4) 細胞周期 G1S で発現を抑制する転写因子

の同定 

survivin の プ ロ モ ー タ に E2A-HLF の

consensus sequence “GTTACGTAAT”を見出すこ

とはできなかった。このことから E2A-HLF は

ダイレクトに survivin のプロモーターへ結

合して survivinの発現を誘導はしていない。

ルシフェラーゼアッセイ法で E2A-HLF が CHR

に特異的に結合する転写抑制因子”X”を発現

誘導することで、細胞周期非依存的に

survivin が発現誘導しているのではないか

と予測していた。この転写抑制因子”X”の同定

をおこなった。 

(5) t(17;19)+ALL 細胞株のsurvivinプロモ

ータ領域多型の検索 

CHR近傍-31の多型でC→Gが細胞周期非依存

的発現に関与することが同定されており

(Yong Xu et al. DNA and Cell Bilogy 23: 

527-537, 2004)、-31を含めたプロモーター



領域特にCHRとCDE領域のシークエンスを実

施し、この多型とt(17;19)+ALL高発現の関係

を検討した。 

(6) bcr-abl融合転写因子におけるsurvivin

の発現機構の解明 

t(9;22)+ALL細胞がsurvivinが高発現して

い る こ と を 確 認 し て お り bcr-abl の

survivin発現機構を解明したい。 

３．研究の方法 

(1) Nalm6/E2A-HLF細胞株の作製 

t(17;19)-ALL細胞株(Nalm6)にZnにより発現

誘導するpMT-CB6+にE2A-HLFを組み込んだプ

ラスミドをエレクトロポレーション法にて

導入した。この細胞株をNalm6/E2A-HLFと名

付けた。Nalm6/E2A-HLFは100μM ZnにてE2A

-HLFを発現誘導するとsurvivinの発現も増

加する。 

(2) UOC-B1/survive-dn細胞株の作製 

t(17;19)+ALL細胞株(UOC-B1)に Znにより発

現誘導するpMT-CB6+にsurvivin のリン酸化

部位の欠失した変異体Thr34→Ala (surviv

in-dn)を組み込んだプラスミドをエレクト

ロポレーション法にて導入した。この細胞

株をUOC-B1/survive-dnと名付けた。UOC-B1

/survive-dnは100μM Znにてsurvivin-dn

が誘導する。 

(3) 細胞生存率および細胞死の評価 

アポトーシスは AnnexinV-FITCを用いてフロ

ーサイトメトリー法で解析した．Caspase 阻

害剤は 20μM z-VAD-fmk (BD Biosciences 

Pharmingen, San Jose, CA)を使用した．

Terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated dUTP 

nick-end-labeling(TUNEL)は Apo-BrdU TUNEL 

Assay kit (Molecular Probes, Eugene, OR ) 

を用いてフローサイトメトリー法で測定し

た。  

(4) RNA干渉法(small interfering RNA：  

siRNA)を用いたloss of function法 

Lenti lox3.7 plasmid(pLL 3.7) はマウス

U6 プロモーター下に標的遺伝子siRNAのol

igonucleotideとCMV プロモーター下にGFP

発現する。293FT細胞にpLL3.7とpakaging v

ectorをcotransfectionし生じたlentiviru

s particleを標的細胞に感染させる。GFP陽

性な感染細胞をフロサイトメーターでsort

ingして発現解析を行った。survivinの siR

NA oligonucleotides (Gu et al. Knockdo

wn of survivin gene by vector-based sh

ort hairpin RNA technique induces apop

tosis and growth inhibition in burkitt

`s lymphoma raji dell line. Neoplasma 

53:206-212,2006)とAIF siRNA oligonucle

otidesを作成した。標的細胞はsurvivin si

RNAがt(17;19)+ALL 細胞株(UOC-B1, Endo-k

un)、対照にt(17;19)-ALL細胞株(REH)を、A

IF siRNAはt(17;19)+ALL にsurvivinドミナ

ントネガティブをpMT-CB6+発現誘導できる

細胞株(UOC-B1/dn-survivin)を用いた。 

(5) Electrophoretic mobility shift    

assay (EMSA) 

EMSAは定法にて実施した。Nalm6/E2A-HLF細

胞株とZn100μMを培養液中に加えてE2A-HL

Fを発現させた時のnuclear protein lysat

es を用いた。survivinのプロモーターのCH

R binding siteを含むoligonicleotide pr

obe (5'-CATTAACCGCCAGATTTGAATCGCGG-3')

をP32でラベルした。inhibitionとして過剰

にCHR probeのノンラベルか、CHR 3-bp mis

matchied oligonucleotide (5’- CATTAACC

GCCAGAcccGAATCGCGG -3’)を加えた。 

(6) エルトリエーション 

カウンター・フロー・セントリフューガル・

エルトリエーション(CFE)法は SRR6Y エルト

リエーションシステムと 4.5mlチャンバーを

用いた(Hitachi Koki , Tokyo,Japan)。白血



病細胞株1-2×108細胞を1%FBS入りPBS 50ml

に浮遊し，4℃にてローター速度 2000rpm で

流速 16~28ml/min で分画した。細胞周期は

propidium iodide(PI)染色しフローサイトメ

トリー法にて測定した． 

(7) 免疫沈降 

Nalm6/E2A-HLF細胞株の培養液にZn+/Zn-で

24時間培養を実施し、エルトリエーター法

を用いて細胞周期G0/G1を分画する。Cell l

ysates を作成し、survivin抗体にて免疫沈

降を実施した。得られた蛋白を電気泳動し

て分画してZn+/Zn-の差を評価した。 

４．研究成果 

(1) t(17;19)+ALL における survivin による

アポトーシス抑制機構の解明 

すでに UOC-B1/survive-dn 細胞株に Zn を添

加して survivin-dn誘導すると著明にアポト

ーシスが生じることを見出している。また、

survivin 高発現している t(17;19)－ALL 細胞

株(REH)に誘導しないという結果が得られて

いる。この現象を確認するためにレンチウイ

ルスベクターsiRNA法を用いたsurvivinのノ

ックダウンを実施した。結果は survivin-dn

で 得 ら れ た 結 果 を 同 様 で 、

t(17;19)+ALL(UOC-B1、Endo-kun)では著明な

アポトーシスが生じるが、REH では生じなか

った。以上の結果は t(17;19)+ALL において

survivin が白血病化に重要であることを示

し、t(17;19)－ALL 細胞株では survivin が白

血病化に重要ではないか、survivin が抑制さ

れても他の分子がその機能を代償している

ことを示している。 

(2) survivin-AIF抗アポトーシス機構の解明 

t(17;19)+ALL において survivin は caspase

非依存性にアポトーシスを抑制する。その機

序が survivin がミトコンドリアに局在する

caspase 非依存性にアポトーシス誘導因子

AIF の核内移行を抑制するためであるという

結 果 は 得 ら れ て い た 。 そ こ で

UOC-B1/survive-dn 細胞株にレンチウイルス

ベクターsiRNA 法を用いた AIF のノックダウ

ンを実施した。AIF をノックダウンすると

UOC-B1/survive-dn 細胞株に Zn を添加し

survivin-dn を誘導してもアポトーシスは生

じなかった。以上より t(17;19)+ALL において

survivin-AIF パスウエーが白血病化に重要

であることを示している。 

(3) t(17;19)+ALL 細胞株のsurvivinプロモ

ータ領域多型の検索EMSA 

4種類のt(17;19)+ALLにおいてsurvivinのin

itial codonより288bp上流までのsequence

を確認した。2種類が-31 がCのhomozygous

で2種類がGのhomozygousであった。他には

変異の確認はできなかった。以上の結果はt

(17;19)+ALLの細胞周期非依存的発現におい

てはCHR近傍-31の多型でC→Gは無関係であ

ることが示唆された。 

(4) EMSA 

CHR probe/protein complexes が 2 つ確認で

きた。多量の Cold competitor にてこのバン

ドは消失し、cold CHR の変位 probe では消失

しなかった。また、CHR 変異を probe とした

場合、バンドは確認できなかった。これらの

結果は転写因子”X”と CHR の特異的な複合

体の存在を示している。さらに、Zn にて

E2A-HLF を誘導すると 2 本のバンドのうちゆ

っくり流れているバンドは薄くなった。以上

の結果は E2A-HLF が CHR silencer を介して

survivin の発現を誘導していることを示し

ている。 

(5) 細胞周期 G1S で発現を抑制する転写因子

の同定 

免疫沈降法を用いてE2A-HLF下流転写抑制

因子”X”の同定を試みた。E2A-HLの誘導時間

等の変更を行ったが特異なバンドの検出が

できず、現在実験を継続中である。 



(6) bcr-abl融合転写因子におけるsurvivin

の発現機構の解明 

t(9;22)+ALL細胞の6株を入手して、survivi

nの発現をreal-time法で検討した。高発現

する細胞株3株と発現はするが低発現な株3

株に分かれた。CMLにおけるsurvivin発現は

chronic phaseで低発現、accelerated phas

eとblastic crisisで高発現することが知

られている。t(9;22)+ALL細胞ではsurvivin

の発現がheterogeneousであることの意義

を検討中である。 

E2A-HLFはsurvivinのプロモーターのCHR

に結合する転写抑制因子を抑え細胞周期非

特依存性に高発現し、ミトコンドリアに局在

する AIFの核内移行を抑制することで抗アポ

トーシス機能を獲得した。このことが

t(17;19)+ALL 細胞の白血病化強く関与する

ことが示唆された。Surivivin はがん細胞特

異的に発現し正常成熟細胞には発現しない

とされてきた。最近、造血幹細胞をはじめと

する人のいくつかの細胞で発現が確認され

ているが、動物実験で survivin の抑制をし

ても大きな副作用は確認されていない。今後

Survivin の標的治療が、この極めて予後不良

な t(17;19)白血病の治療に有効な可能性が

ある。 
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