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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病(AML)は依然として難治性悪性疾患の一つであり、研究代表者らは
再発AML検体を用いたRNAシークエンス解析を実施したところ、セリンプロテアーゼである好中球エラスターゼ遺
伝子群の高発現と異常転写産物発現を同定した。本研究ではAMLにおけるセリンプロテアーゼの遺伝子発現、そ
の生物学的意義の解明を目的とした。AML患者試料を用いた検討では、白血病細胞の分化および細胞系列とPRTN3
遺伝子発現量の関連が認められた。また、細胞株、マウス白血病モデルでのPRTN3遺伝子の欠損は、シグナル伝
達経路への影響を通じてAML発症、細胞増殖に影響を与え、その治療標的としての可能性を見いだした。

研究成果の概要（英文）：Acute myeloid leukemia (AML) is still one of the refractory malignant 
diseases and relapsed in more than half of patients. We identified high expression of neutrophil 
elastase gene which encoded serine protease and its abnormal transcripts in recurrent AML specimens 
by RNA sequence analysis. The purpose of this study was to elucidate the clinical and biological 
significance of the expression of serine protease genes in AML. In patient samples, leukemic cell 
differentiation and cell lineage and PRTN3 gene expression was closely associated. In addition, the 
deletion of the PRTN3 gene in cell lines and mouse leukemia model affected the onset of AML and 
leukemia cell proliferation through the downregulation of signal transduction pathways and suggested
 the potency of PRTN3 gene as a therapeutic target for AML treatment.

研究分野：造血器腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、難治性AML試料から同定した好中球エラスターゼ発現の臨床的、生物学的意義について解析を行い、
AML発症に関連する分化、融合遺伝子や遺伝子変異と好中球エラスターゼ高発現との関わりについて明らかにし
た。また、本研究では、同分子が細胞内シグナル伝達経路と関連してAMLの発症進展に重要である事も示し、AML
の発症基盤および治療抵抗因子の解明、新規疾患層別化とその克服につながる成果が得られた。さらに、好中球
エラスターゼは、造血器腫瘍以外の悪性腫瘍では殺細胞効果を示すとされ、同分子とその周辺シグナル経路との
関わりの解明は、造血器腫瘍のみならず固形腫瘍における新規治療法への発展も考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病(AML)のうち約 25%を占める core binding factor-AML(CBF-AML)は染色体
異常 t(8;21)もしくは inv(16)/t(16;16)から生じるキメラ融合分子が白血病発症に深く関わってい
るが、白血病発症には融合遺伝子のみでは不十分であり、他の分子異常の蓄積が必要とされてい

る。また、AMLの中でも予後良好群とされる CBF-AMLであるが、約 40%の患者で再発が認め
られ、他の癌腫と比較しても予後良好とは言い難いのが現状であり、その発症、治療抵抗メカニ

ズムについては十分に明らかでない。本研究者は、CBF-AMLの病態形成、再発難治性に関わる
分子異常検索を目的に、難治性 CBF-AML の初発時・寛解時・再発時の骨髄検体を用いて、全
エクソンシークエンス、RNAシークエンス解析を行った。その結果から、これらの検体で高頻
度に、セリンプロテアーゼの一つである PRTN3遺伝子の新規異常転写産物を見いだした。以前
より、AMLで PRTN3遺伝子の高発現が報告されており、同遺伝子の正常転写産物と異常転写
産物の発現量の定量化を AML検体で行ったところ、CBF-AMLおよび、それ以外の AMLの一
部で異常転写産物の発現量の増加が認められた。正常 PRTN3分子はアポトーシス経路に関連す
る分子の cleavage、活性化、細胞増殖経路に抑制的に関与していることから、その機能喪失が
骨髄系細胞の不死化、細胞増殖を導き白血病発症、治療抵抗性に関与する可能性が考えられた。

また、CBF-AML同様に、染色体転座により生じるキメラ遺伝子、PML-RARAが白血病発症に
関わっている急性前骨髄球性白血病(APL)において、セリンプロテアーゼの一種である ELA2遺
伝子の高発現が報告されている。さらに、マウス血球に PML-RARAを導入した白血病マウスの
検討では、ELA2 遺伝子を欠損させたマウスでは有意に白血病発症頻度が低下したと報告され、
このように、白血病発症に重要な役割を果たす染色体転座によるキメラ融合蛋白とセリンプロ

テアーゼの関わりが報告されているが、その詳細については解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、今回同定した PRTN3異常転写産物も含めて、セリンプロテアーゼの AMLにおける
発現異常と白血病発症および治療抵抗性との関わりについて着目し、その臨床的意義、生物学的

意義の解明を通じてそれらを標的とする新規 AML 治療法開発の可能性について検証すること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)正常、異常 PRTN3遺伝子転写産物の発現と AML病型、分子異常との関わりについての検討 

前実験による検討より、CBF-AMLを含む AMLの病型による正常もしくは変異型 PRTN3転写産物の

発現が異なることが示唆され、このような背景から以下の解析を行った。 

・CBF-AMLおよび他の AML患者検体を用いて AML細胞における、正常もしくは異常 PRTN3遺伝子

転写産物の発現量、その発現比率について解析を行う。 

・正常、異常 PRTN3遺伝子転写産物の発現と AML病型、染色体異常、遺伝子異常との関係につい

ての解析し、PRTN3高発現、異常転写産物の発現と関連する分子異常を明らかにする。 

・これにより、セリンプロテアーゼ発現から見た新たな疾患群の層別化を行い、それらを治療標

的とするのにより適した AML 疾患群を同定する。 

(2)PRTN3 遺伝子発現の発現、欠失が白血病細胞へもたらす影響およびそれに関わるメカニズム



 

 

の検討 

・白血病細胞株で PRTN3遺伝子を欠損、発現させた細胞にて、細胞増殖、細胞周期、アポトーシ

スへの影響について検討を行う。 

・また、同遺伝子を欠失させた細胞株を用いて遺伝子発現解析、蛋白発現解析を行い、プロファ

イルの変化により造血細胞における機能、白血病発症に関わる分子異常について検討し、セリン

プロテアーゼ異常と白血病発症に関わる分子経路を同定する。 

(3)マウス白血病モデルを用いた PRTN3発現よる白血病細胞への影響と治療標的としての検討  

・PRTN3欠損白血病細胞をマウスに再移植を行い in vivoにおける PRTN3発現と白血病発症、進

展の関わりを検討する。 

 

４．研究成果 

(1)正常、異常遺伝子 PRTN3転写産物の発現と AML病型、分子異常との関わりについての検討 

合計 AML56 例での PRTN3 遺伝子発現検討で

は、染色体異常 t(8;21)、inv(16)を有する

CBF-AMLで高発現が認められ、異常転写産物

の発現も高い傾向が認められた(図１)。併存

する遺伝子変異との関わりについての検討

では、AML で高頻度に報告されている 50 以

上の遺伝子における遺伝子変異と PRTN3 遺

伝子発現レベルには相関は認められなかっ

た。FAB分類別でみた検討では、M0、M1、M5、

および M6 症例での発現量は低く、AML 細胞

の分化および細胞系列と同遺伝子発現量の関連が認められた。一方で、例外的な AML細胞も認め

られ、更なる検体の追加による分子異常との関連についての解析が必要と考えられた。 

 

(2)PRTN3 遺伝子、同異常転写産物の発現、欠失が白血病細胞へもたらす影響およびそれに関わ

るメカニズムの検討 

正常及び変異型 PRTN3を共発現する CBF-AML細胞株 Kasumi-1に正常型と変異型に共通する配列

を標的とした shRNA を導入すると、ノックダウンされた細胞では有意に細胞増殖の抑制が認め

られ、アポトーシスに関する検討では、shRNA導入細胞におけるアネキシン V 陽性細胞割合の増

加が認められた。また、細胞周期解析では、shRNA導入細胞において G1 期細胞の増加、G2-M 期

細胞の減少が認められ、PRTN3のノックダウンによりアポトーシス細胞の増加、細胞周期への影

響が確認された(図２A, B, C)。他の細胞株

を用いた検討では、Kasumi-1同様に CBF-AML

細胞株である、SKNO-1 細胞株においても、

PRTN3 遺伝子のノックダウンにより細胞増殖

の抑制が認め、PRTN3 を発現している細胞株

で同様の結果が得られた。一方で、K562、HEL

の赤芽球系白血病細胞株では、前述の患者試

料を用いた検討同様に PRTN3の発現量が低値

であり、PRTN3 遺伝子ノックダウンによる細
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胞増殖への影響も乏しかった。次いで、Kasumi-1、SKNO-1 の両細胞株に shRNA を導入した細胞

でトランスクリプトーム解析を実施したところ、両細胞株において、シグナル伝達経路を制御す

る遺伝子群の発現低下が認められた。また、RNAシークエンスの結果から、細胞分裂、細胞骨格

形成に関わる遺伝子の発現にも影響が認められ、これらの経路を通じた、AMLの発症、進展との

関わりが示唆された。 

(3)マウス白血病モデルを用いた PRTN3発現よる白血病細胞への影響と治療標的としての検討 

MLL-AF9 キメラ遺伝子を導入した白血病マウ

スモデルから得られた AML 細胞に PRTN3 遺伝

子に対する shRNA を遺伝子導入して 2 次移植

を行い、白血病発症並びに生存へ与える影響

について検討を行った。RRTN3に対する shRNA

導入細胞を移植したマウス群では、AML発症頻

度が減少、発症遅延が認められ、有意に生存が

延長した(図３)。これらより、AML細胞におけ

る PRTN3 の発現は、白血病マウスモデルにお

いても白血病の発症・進展に深く関わっている可能性が示唆された。 

以上の結果より、好中球エラスターゼの一つである、PRTN3遺伝子は白血病細胞の増殖、細胞死

に関わり、そのノックダウンにより AML細胞の増殖が in vitro、in vivoのいずれにおいても

抑制され、そのメカニズムとして細胞内シグナル伝達経路を通じた細胞分裂、細胞骨格形成への

影響も考えられた。これらより、同分子、これらの経路を標的とするような新規白血病治療の可

能性が示された。 
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