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研究成果の概要(和文)： 

 慢性骨髄性白血病(CML)の骨髄または末梢血 CD34 陽性細胞において、造血幹細胞や白血病幹

細胞の自己複製に重要な役割を果たしている BMI-1 の発現は慢性期、加速期、芽球期の順に高値

であり、CML における病勢進行に強く関与していることが明らかとなった。従ってＢＭＩ-1 は病勢移行

の分子マーカーの一つとして有用であり、この蛋白を分子標的治療の標的として考えうることが示唆さ

れた。次にリンパ腫では BMI-1 高発現細胞株はサーバイビンの発現亢進を介してエトポシド及びオキ

サリプラチンに対して耐性を示すことが明らかとなった。 

 

研究成果の概要(英文)： 

 BMI-1 plays an important role in selfrenewal of hematopoietic stem cells as well as leukemic stem 
cells.  We investigated the expression in CD34+ cells from chronic myeloid leukemia (CML).  BMI-1 
expression was significantly higher in chronic phase compared to controls, and was further increased 
during the course of the disease progression, accelerated phase and blastic phase.  These results suggest 
the usefullness of BMI-1 expression in CD34+ cells as a molecular marker for monitoring CML patients 
in addition to as a therapeutic molecular target. In Lymphoma, high BMI-1 expression was found 
resistant to both etoposide and oxaliplatin through enhanced expression of survivin. 
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１．研究開始当初の背景 

骨髄異形成症候群（MDS）の発症機構を遺伝

子レベルで解明するため、造血細胞の増殖・分

化にかかわる必須の転写因子である AML1 の

特に点突然変異に注目して研究を行ってきた。

被爆者及び化学療法、放射線治療関連の二

次性 MDS では高頻度にＮ末領域のラントドメイ

ンに集中するのに対して、一次性 MDS では低

頻度ながら C 末領域にも存在することを見出し

た。AML1 変異は進行期の病型に集中してい

る。 

AML1 遺伝子変異を認めた例について、協調

する遺伝子の検索を行ったところ、受容体チロ

シンキナーゼ（RTK）-RAS シグナル伝達経路に

あたる FLT-3, N-RAS , SHP-2, NF1 のいずれ

かの変異を高率に見出したことから,これらの例

ではＲＴＫ-RAS シグナル経路の活性化が、主と

して分化障害をきたす AML1 変異と協調して発

症に至ると考えられた。 

BMI-1 はポリコームグループの一つであり、最

近造血幹細胞や白血病幹細胞の自己複製に

きわめて重要な役割を果たしていることが明ら

かになってきた。そこで MDS における骨髄

CD34 陽性細胞(芽球)中の BMI-1 の陽性率を

解析したところ、RA/RARS、RAEB、RAEB-T、

MDS-AML の順に高くなり、病期の進展につれ

BMI-1 陽性の芽球が急激に骨髄中に増加して

くると考えられた。また BMI-1 陽性率が高値の

RA/RARS では RAEB に進展する確率が高いこ

とから、BMI-1 は病期進展のマーカーとなること

を示した。さらに、MDS-AML を含む AML にお

いては、芽球 BMI-1 陽性率の高値群は低値群

に比較し、生存率が有意に短縮しており、

BMI-1 は年令とともに独立した予後不良因子で

あった。従って BMI-1 の発現は MDS-AML を

含む AML の予後を予測する重要なバイオマー

カーと考えられた。 

 

２．研究の目的 

AML1 点突然変異を有する MDS/AML に

おいて、AML1 点変異と RTK-RAS 経路の変

異が協調的に作用して BMI-1 の発現を亢進

させ、MDS/AML を発症させる分子機構を解

明する。次に BMI-1 は造血幹細胞や germ 

cell に強く発現していることから、MDS/AML

以外の造血器腫瘍である慢性骨髄性白血病

（ＣＭL）とリンパ腫における発現や自己複製

能との関連性も明らかにすることを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

 MDS/AML 症例からの BMI 高発現及び低発

現骨髄 CD34+細胞（芽球）の採取に関して、

AML1 変異とともに N-RAS、SHP-2、NF-1、

FLT-3 のいずれかの変異を有する症例につい

て、BMI-1 陽性 CD34+芽球比率の低い RAEB の

時期と、BMI-1 陽性 CD34+芽球比率の高い

RAEB-T～MDS-AML の時期にそれぞれ骨髄

液を採取し、CD34+細胞を分離し、保存を進め

ている。 

 ３種類の CML（芽球期）由来細胞株、リンパ腫

系細胞株、HEK-293 細胞株、さらに CML及びリ

ンパ腫患者検体を使用した。CD34 陽性細胞は

マイクロビーズにより CD34 陽性細胞を分取した。

BMI-1 mRNA の解析には、定法に従い cDNA を

作成し、リアルタイム PCR（RQ-PCR）法に適用し

た。BMI-1 の発現解析にはフローサイトメトリー

法（FCM 法）を利用した。CML 患者では骨髄す

なわち末梢血からの単核球分画を抗CD34抗体

-PE で染色固定後、リンパ腫細胞と細胞株は直

接固定後、マウス抗 Bmi-1 抗体に続いて抗マウ

ス IgG 結合 FITC で染色し，フローサイトメーター



で解析した。ウエスタンブロッティング法（WB 法）

ではマウス抗 Bmi-1 抗体を用い、ECL で発現を

確認した。Bcr-Abl と BMI-1 発現ベクターの遺

伝子導入にはレトロウイルスを用いた。 

 

４．研究成果 

 CML は造血幹細胞の腫瘍であり、骨髄ま

たは末梢血 CD34 陽性細胞における BMI-1

の発現をフローサイトメトリー(FCM)により評価

したところ、正常対照に対して慢性期、加速

期、芽球期の順に高値であり、BMI-1 蛋白は

CML における病勢進行に強く関与しているも

のと推測された。BMI-1 mRNA のレベルにお

いては、対照に比し CML では有意に高値で

あったが病期間での差はなかったことから、 

mRNA の発現とその蛋白の発現の差異は病

勢進行に伴う転写後修飾によるものであると

考えられた。そこで CML 細胞株と BCR-ABL

導入 HEK-293 細胞をプロテアソーム阻害剤

（LLnL あるいは MG132）の存在下で培養し、

ウエスタンブロット法と FCM 法により、BMI-1

の発現を評価した。BMI-1 蛋白は 2 つのプロ

テアソーム阻害剤により発現強度が増強され

たことから、CML では BMI-1 蛋白はユビキチ

ン-プロテアソーム系により蛋白発現が制御さ

れ、特に芽球期において蛋白が分解抑制さ

れていることが強く示唆された。以上の結果か

ら、BMI-1 蛋白が病勢移行の分子マーカーの

一つとして有用であり、またこの蛋白が分子治

療標的として考えうることが示唆された。 

 リンパ腫ではリンパ腫細胞が BMI-1 を高発

現し化学療法に耐性となっていると考えられ

る症例があるため、リンパ腫におけるBMI-1の

発現と抗癌剤耐性の関連性を検討した。リン

パ腫細胞株にレトロウイルスベクターを用いて

BMI-1 を導入し、種々の抗癌剤に対する反応

性を検討したところ、BMI-1 高発現細胞株は

エトポシド及びオキサリプラチンに対して耐性

を示した。そこで BMI-1 が抗癌剤耐性を有す

るメカニズムについて検討した。まず、BMI-1

高発現株における遺伝子発現の網羅的解析

を行ったが特異的に増減する遺伝子は認め

られなかった。そこで現在までにリンパ腫にお

ける抗癌剤耐性との関連性が報告されている

数種類の蛋白について BMI-1 発現との関連

性について検討を行い、BMI-1 のターゲット

遺伝子を同定しつつある。 
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