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研究成果の概要： 

成人 T細胞白血病(ATL)に対する腫瘍特異的治療法の開発のため、SEREX 法にて候補遺伝子のス

クリーニングをおこない、その中でも有力であった serine-arginine protein kinase 1 (SRPK1)

の解析を中心におこなった。 siRNA によるノックダウンでは ATL 細胞株の SRPK1 は、効率よく

mRNA や蛋白の発現は抑制され、これを用いてアポトーシスや細胞増殖、抗癌剤耐性との関連な

どを検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

成人T細胞白血病(Adult T-cell leukemia: 

ATL)は、Human lymphotropic virus type I 

(HTLV-I) がCD4陽性T細胞に長期間感染した

後に発症するリンパ増殖性疾患である。ATL

患者の中でも急性型およびリンパ腫型は、通

常の化学療法での平均生存期間が1年以内と

極めて予後不良であり、新たな治療法の開発

が望まれている。新規治療の開発には、ATL

の病態に関連しかつ腫瘍細胞特異的に発現
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する分子を標的にすることが重要だが、

HTLV-I由来の遺伝子のなかで腫瘍化の中心

的役割を果たしていると考えられるTax遺伝

子は、ATL発症後には大半の腫瘍細胞で発現

が抑制されており、より多くの患者に応用可

能な新規の標的分子の同定が必要である。 

 

２．研究の目的 

臨床的に免疫学的な抗腫瘍効果が観察され

たATL症例の検体を使用して、serological 

identification of antigens by recombinant 

cDNA expression cloning (SEREX)法により、

新規標的抗原の単離をおこない、有力な候補

については腫瘍特異的な治療法の開発を念

頭にして詳細な解析をおこなう。 

こ れ ま で に 同 定 し た 分 子 の う ち

serine-arginine protein kinase 1 (SRPK1)

は、正常組織での発現に特異性があり、精巣

で高発現する癌精巣抗原様の発現形式であ

り、我々の解析では、正常人末梢血単核球や

慢性型ATL細胞と比較し急性型ATL細胞では

mRNAおよび蛋白とも過剰発現していること

が判明した。SRPK1は様々なsplicing factor 

proteinのserine-arginine (SR) domainsを

リン酸化し、mRNAのalternative splicingを

制御する分子であり、ATLの病態との関連に

つき解析を試みる。 

 

３．研究の方法 

SRPK1 については、small interfering RNA 

(siRNA) によるノックダウンによって、細胞

増殖やアポトーシス、抗ガン剤耐性への影響

を解析した。また、SRPK1 由来のペプチドを

もちいて cytotoxic T-cell (CTL)の誘導を試

み、免疫療法の標的となりうるかを検討した。 

この他に、標的抗原の候補となりうるものが

ないか、SEREX 法にてスクリーニングをおこ

なった。 

 

４．研究成果 

SRPK1 mRNA に対する siRNA を合成し、AMAXA

社の siRNA 遺伝子導入システムを用いて、ノ

ックダウンの実験をおこなった。ATL 患者由

来細胞株 ED-40515(+)および ATL-43Tを用い

た実験では、real-time PCR 法およびウェス

タンブロット法で、効率よく SRPK1 の mRNA

および蛋白発現は抑制されていた(図 1)。

しかし、Anexin V などでのアポトーシス解析

や MTT 法による細胞増殖の解析で、ノックダ

ウンによる影響は確認されなかった。次に、

etoposideやdoxorubicineなどの抗癌剤耐性

との関連を解析するため、これら抗癌剤を添

加した条件化でアポトーシスや細胞増殖の

解析をした。SRPK1 の発現抑制により、抗癌

剤に対する感受性が高まる傾向が認められ

たが、統計学的に有意な差を証明できなかっ

た(図 2)。 

 

ATL では HTLV-I 遺伝子のほか、IL-2 receptor、

Fas, IKK, MEL1 など遺伝子の splicing のパ

ターンが正常とは異なり、病態形成に関連し

ていることが推測されている。SRPK1 がこれ

ら遺伝子の splicing に関わるものであるか



を検討するために、SRPK1 をノックダウンや

強発現させた後の細胞株から抽出した mRNA

を解析した。RT-PCR 法やシークエンス解析に

よって、一部の遺伝子では splicing に変化

がみられたが、アポトーシスへの影響や NF-

κB の活性化との関連などを証明するにはい

たらなかった。 

さらに、SRPK1 が免疫療法の標的抗原となり

うるかを、蛋白由来のペプチドを合成して

CTL の樹立を試みた。 患者や健常人の末梢

血単核球から、CD8 陽性 T 細胞および単球を

分離し、後者から誘導した樹状細胞とペプチ

ドで刺激を繰り返しおこない、増加した細胞

を ELISPOT などで解析した。しかし、ペプチ

ド特異的な CTL は樹立できず、免疫療法の抗

原候補としての適切さを証明できなかった。 

このように、SRPK1 の分子標的治療や免疫療

法の標的となりうるかを、様々な解析によっ

て検討をおこなったが、その妥当性を示すこ

とはできなかった。 

したがって、ほかに有力な標的候補となるも

のがないかを検索するために、複数の ATL 患

者の腫瘍細胞と血清を用いて SEREX法でのス

クリーニングを引き続きおこなった。これま

でに 3名の患者検体でスクリーニングをおこ

なったが、複数の遺伝子が単離されている。

その遺伝子の正常組織や腫瘍での発現の解

析をおこない、文献から病態との関連を推定

することによって標的候補遺伝子の検討を

引き続きおこなっている。 
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