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研究成果の概要： 

IL-3に関与する遺伝子としてER ストレスタンパクであるXbp1(X-box binding protein 1)を

同定した。Xbp1はIL-3に発現・活性化がコントロールされており、ノックダウンすると細胞増

殖能の低下、apoptosisの誘導が確認された。また、活性型のXbp1を誘導すると抗apoptosis作

用が見られ、同時に、細胞周期の停止と骨髄系への分化が確認された。よって、Xbp1はIL-3に

コントロールされ、サイトカインシグナルと密接な関係を持ち、細胞の分化・増殖に大きく関

わっている。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、多くの人間が白血病などの造血器腫

瘍に苦しんでいる。その原因としては染色体

の転座が多く報告されているが、転座の結果

生じるキメラタンパクのみでは白血病発症

のすべてを説明するには至っていない。白血

病は骨髄の比較的未成熟な細胞を発生起源

としており、通常骨髄において未成熟な多分

化能もつ細胞はさまざまなサイトカインの

刺激をうけて分化増殖している。 

近年 IL-3 シグナルに使われている JAK2 に

mutation をもつことにより骨髄増殖性疾患

を来たすとの報告が見られる。このことは、

JAK2 に mutation があることにより骨髄幹細



胞が IL-3 などのサイトカインの制御から逃

れ自立的に増殖した結果と考えられるであ

ろう。故に、IL-3 シグナルが腫瘍化にとても

重要な因子と考え、この IL-3 に着目して研

究を行う。 

 

２．研究の目的 

IL-3 依存性であるマウスの骨髄細胞由来

の細胞株 BaF3 を用いてレトロウイルスを感

染 さ せ る こ と に よ り insertional 

mutagenesis 引きおこし、IL-3 シグナルに関

与するある遺伝子 Xを活性化させる。                 

       

(1)BaF3 において、IL-3 を取り除いた状態で

Xbp1 の発現を RT-PCR を用いて解析した。 

Xbp1 にはスプラッシングを受けた活性型が

知られており、今回の図１において下のバン

ドが活性型に相当する。IL-3 を取り除くと、

活性型の発現の低下が見られた。上のバンド

はスプライシングを受ける前の Xbp1 である

が、その発現も低下している。また、今回得

られたクローン(B6F)では、IL-3 がない状態

でも両方の型の発現が見られる(図 1)。 

                      

レトロウイルス挿入によって活性化された

ある遺伝子 Xにより、IL-3 非存在下において

増殖できるクローンを獲得する。実際、3 つ

の ク ロ ー ン が 得 ら れ 、 inverse PCR ・

Splinklette PCR 法を用いて、そのうちの 1

個のクローン(BaF3-B6F)より Xbp1(X-box 

binding protein 1)の上流にウイルス挿入を

確認した。Xbp1 は ER ストレスに応答して誘

導される転写因子として知られており、B 細

胞が免疫グロブリンを大量に作ることが必

要な形質細胞に分化する段階でとても重要

な働きをすることが報告されている。Xbp1 に

は、スプライシングを受けた活性型とスプラ

イシングを受けていない非活性型が知られ

ており、活性型は核に移行し強い転写活性能

力をもつ。また最近では、B 細胞特異的なプ

ロモーターと組み合わせて Xbp1 の活性型を

用いて transgenic モデルを作成すると多発

性骨髄腫の形成が見られるとの報告も見ら

れる。 

 

３．研究の方法 

(1)RT-PCR を用いて IL-3 を取り除いた時の

Xbp1 の発現を解析する。また、IL-3 を取り

除いた状態から IL-3 を再添加し、ウエスタ

ンブロットにより Xbp1 とそれに関与する

分子の発現を解析する。 

(2)Xbp-1 が IL-3 シグナルにどのように関与

しているかを、Xbp-1 のプロモーター領域

を検索しルシフェラーゼアッセイを行うこ

とで上流の転写因子を決定する。 

(3)siRNA を用いて、Xbp1 をノックダウンす

る。今回、Xbp1 の近傍にウイルスの挿入の

あったクローン BaF3-B6F を用いて IL-3 の

ない状態、また、IL-3 を加えた状態での細

胞増殖・アポトーシスを観察する。また、

親株にも同様の siRNA を行う。  

(4)活性型 Xbp-1 を遺伝子導入し、IL-3 を取

り除いた状態での細胞増殖能、抗アポトー

シス作用について解析する。また、IL-3 を

添加した状態においても、細胞の変化を調

べるする為に、細胞周期・形態学的変化を

観察する。また、フローサイトメーターを

用いて表面マーカーの解析を行った。 

 

４．研究成果 
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図 1

 次に、ウエスタンブロットを持ちいて、

IL-3 を取り除いた状態から IL-3 を再添加す

ると、活性型 Xbp1S の発現が 24 時間～48 時

間後に観察された(図 2)。また、Xbp1 を活性

化(スプライシング)する IRE1の活性化(リン

酸化)も Xbp1の発現に先行してリン酸化見ら

れ、発現自体も IL-3 によって誘導されてい

る。また、Xbp1 を誘導することで知られてい

る ATF6 の発現も誘導されていることがわか

った。また、IL-3 下流と知られている stat5

はすぐにリン酸化が回復している。この結果

より Xbp1 は IL-3 により発現のコントロール

を受けているのと同時に、スプライシング

(活性化)もコントロールしていることが示

された。 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
(2)ルシフェラーゼアッセイにより、xbp1 の

上流に IL-3に反応する要素が見られる。IL-3

を 24 時間添加すると活性が見られ、24 時間

取り除くと活性の低下が見られる。また、12

時間 IL-3 を取り除いた状態から、再添加す

るとルシフェラーゼの活性の回復が見られ

る(図 3)。 

 

 
Xbp1 上流に ERSE(ER-stress responsive 

element)が見られ、変異を誘導すると活性の

低下が見られる(図 4)。

 
 

(3)BaF3-B6F も用いて siRNA でノックダウン

を行う。その結果、siRNA により Xbp1 を阻害

すると細胞増殖能の阻害が見られた(図 5)。

 

図 2 図 5

この細胞に IL-3 を再添加しても siRNA の効

果はキャンセルされなかった(図 6)。 

 

図 6

親株の BaF3 においても同様の結果が得られ

た。また、siRNA によりアポトーシスの誘導

も確認された(図 7)。 

 

図 3 
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これらの結果より、Xbp1 は IL-3 シグナルの

下流で、細胞の増殖に関与していることが判

明した。 

 図 4 

(4)活性型 Xbp1 を強制発現させると、IL-3 を

取り除くと、コントロールベクター(pMY)や

スプライシングを受けていない Xbp1Uと比較

して、生存細胞数の増加が見られる(図 8)。 

 

図 8

この時に、IL-3 を取り除いてからアポトーシ

スを観察すると、 

 
 



 

 
 

活性型 Xbp1S(Xs)を誘導した細胞では、IL-3

を取り除いた状態でアポトーシスの抑制が

見られる(図 9)。 

 また、細胞増殖能を評価する目的で、細胞

周期の解析を行った(図 10)。 

 
Xbp1Sを誘導するとG1の割合の増加が見られ

る。また、細胞周期と細胞分化には密接な関

係が知られており、IL-3 依存性の骨髄の幼弱

な細胞株である 32D を用いて、Xbp1S を誘導

し、形態学的変化を観察した(図 11)。 

 
その結果、Xbp1S を誘導した細胞では、核の

分葉や細胞質にアズール顆粒が見られる。骨

髄球系への分化が見られる。 

 骨髄球への分化を確認する為に、フローサ

イトメーターにより、表面マーカーの解析を

行った。 

 
その結果、Xbp1S を誘導した細胞では、骨髄

求系のマーカーである Mac-1の発現上昇が見

られた(図 12)。 

 これらの結果より、Xbp1 は IL-3 に発現が

コントロールされており、活性化も制御され

ている。また、Xbp1 は造血細胞において骨髄

分化に関与し、増殖能と関連し白血病への関

連が示唆される。 
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