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研究成果の概要（和文）：グルココルチコイド（GC）によって誘導される白血病細胞のアポト
ーシスの分子機序を解明する目的で、GC感受性ヒト白血病細胞株 Nalm6において GCの標的
遺伝子をターゲッティングベクターを用いてノックアウトした。標的遺伝子の 1 つである
RCAN1をノックアウトした RCAN1 -/-細胞は野性株に比べて著明に GCによるアポトーシス
が抑制された。逆に RCAN1を強制発現した細胞株ではアポトーシス誘導の増強が認められた。
以上の結果より RCAN1遺伝子はGCによるアポトーシスを媒介する標的遺伝子の 1つである
と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： In order to investigate the molecular mechanism of how 
glucocorticoid (GC) induces apoptosis in certain leukemic cells, we established RCAN1 gene 
knock-out Nalm6 cells. RCAN1 is one of the target genes of GC and Nalm6 is a human 
leukemic cell line that undergoes apoptosis upon the treatment with GC. RCAN1 -/- cells 
were markedly resistant to GC compared with wild-type cells. On the contrary, 
overexpression of RCAN1 resulted in enhanced apoptosis by GC. These results 
demonstrate that RCAN1 is a mediator for GC-induced apoptosis in leukemic cells. 
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１．研究開始当初の背景 
グルココルチコイド（GC）は生体内で産生

されるステロイドホルモンであるが、白血病、
リンパ腫の化学療法に必須の薬剤でもある。
GC は幼若なリンパ球や白血病細胞に細胞周
期の停止とアポトーシスと呼ばれる細胞死

を誘導することが知られており、これが抗が
ん剤としての作用と考えられるが、その詳細
なメカニズムは不明である｡GC は細胞膜を
通過し、細胞質に存在するグルココルチコイ
ド受容体（GR）と結合する。GRは GCの結
合により構造変化を起こし、HSP90がはずれ
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て核内に移行する｡GRは核内で 2量体として
ゲノム上の特定の DNA 配列（glucocorticoid 
response element: GRE）に結合し、その下流に
ある遺伝子の転写を活性化する｡GR はこの
ように転写因子としてはたらく他、NF-�B、
Stat5 等の転写因子と結合し､それらの活性化
因子、あるいは抑制因子として作用すること
も報告されている（下図）。転写活性化能の
ない変異型 GRはアポトーシス誘導能がない
ことから、GR の下流で活性化される何らか
の遺伝子（標的遺伝子）がアポトーシス誘導
に必須と考えられる。最近マイクロアレイを
用いて GCの標的候補遺伝子が多数報告され
るようになったが、この中のいずれがアポト
ーシス誘導に関与しているかは全く不明で
ある。そこで本研究では GCに感受性のヒト
白血病細胞株で標的候補遺伝子をノックア
ウトすることにより、GC による白血病細胞
におけるアポトーシス誘導機序の解明を目
指した。 

 
２．研究の目的 
最近ヒトリンパ性白血病細胞株の中にジ
ーンターゲッティングが比較的効率よく行
えるものがあることが明らかになってきた。
本研究ではそのような細胞株であり、かつ
GC でアポトーシスが効率よく誘導されるヒ
ト Pre-B細胞株であるNalm-6を用いてヒト
アポトーシス遺伝子のノックアウト細胞株
を作製し、GC によるアポトーシスにいかな
る影響を与えるかを解析することを目的と
した。以前の我々の解析から GCの標的遺伝
子の可能性が高く、複数の論文でアポトーシ
スへの関与が示唆されている FKBP5 と
RCAN1 をノックアウトする対象遺伝子とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) ターゲッティングベクターの作製 
Nalm-6 から抽出したゲノム DNA をもとに
PCRを行い、5’Armと 3’Armとなるゲノ
ム断片を得た。これらを用いてターゲッティ
ングベクターを作製する際、Invitrogen社の
MultiSite Gateway Systemを用いた。これ
を用いることにより、制限酵素部位にとらわ
れず必要な断片をベクターの必要な場所に
正確かつ迅速に組みこむことが可能となっ
た。 
 
(2) ターゲッティングベクターによる遺伝子
のノックアウト 
(1)で作製したターゲッティングベクターを
エレクトロポレーション法で Nalm-6細胞に
導入した。翌日からハイグロマイシンを含む
培地に替え、96穴プレートにまく。3-4週間
で薬剤耐性クローンを得た。各耐性クローン
の中から PCR 法あるいはサザンブロット法

で、ベクターが相同組換えを経て正しくゲノ
ムに組み込まれているものをスクリーニン
グした。第二の薬剤耐性遺伝子をもつターゲ
ッティングベクターを用いて、残るもうひと
つのアレル上にある遺伝子のノックアウト
を行った。第二の薬剤として Puromycin を
用いた。 
 
(3) ノックアウト細胞株を用いた細胞死の解
析 
(2)で作製した細胞株を用いてアポトーシス
の解析を行った。アポトーシス細胞の検出は、
Annexin V陽性細胞、ヨウ化プロピディウム
染色による DNA 量の解析をいずれもフロー
サイトメトリーで行った。 
 
４．研究成果 
(1) ターゲッティングベクターによる遺伝
子のノックアウト 
PCR法、サザンブロット法により FKBP5と
RCAN1 遺伝子のノックアウトに成功した
（図 1）。 

(2) ノックアウト細胞株を用いた細胞死の解
析 
FKBP5 遺伝子のノックアウトは GC による
アポトーシスに有意な影響を与えなかった。
従って FKBP5は GC誘導性アポトーシスを
介在する遺伝子とは考えにくかった。それに
対して、RCAN1 遺伝子のノックアウト細胞
株は、残存するアレルに依存してアポトーシ
スに抵抗性を示した（図 2）。一方で RCAN1
を強制発現した細胞は野性株に比べてアポ
トーシス感受性が上昇した（図 3）。更に
RCAN1 ノックアウト細胞株に見られたアポ
トーシス抵抗性はGCに特異的なものであり、
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図1 RCAN1ノックアウト細胞の確認
サザンブロット法にてRCAN1遺伝子の1
アレル（RCAN1+/Hyg）及び2アレル
（RCAN1Hyg/Puro）のノックアウトを確認
した。



GC 以外の刺激によるアポトーシスにはほと
んど影響を与えなかった（図 4）。 
 以上の点からGCによって生ずる白血病細
胞のアポトーシスにはGCの標的遺伝子であ
るRCAN1が重要な役割を演じていると考え
られた。 
 ヒト白血病細胞で DNAの損傷と修復に関連
する遺伝子をノックアウトして解析した研
究はあるものの、アポトーシス関連遺伝子を
ノックアウトして解析した研究は国内・国外
を問わずまだなく、極めて独創的である。ま
た本研究によって得られる成果は、より効果
的な白血病に対する化学療法剤の開発や薬
剤耐性の克服に貢献する可能性が高く、更に
学術的な面からはヒトとマウスでのアポト
ーシス経路の違いの一端が明らかになると
期待される。 
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図2 RCAN1ノックアウトの細胞死に及ぼす影響
それぞれの遺伝子型のNalm6細胞を10-6Mの
Dexamethasoneで処理し、横軸に示された時間
後に細胞死の程度をヨウ化プロピディウムの染
色性を指標にフローサイトメトリーで解析した。
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図3RCAN1強制発現の細胞死に及ぼす影響
RCAN1を強制発現させた4クローンと野生型の
Nalm6を10-6MのDexamethasoneで処理し、横
軸に示された時間後に細胞死の程度を
annexinV-PEの染色性を指標にフローサイトメト
リーで解析した。
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図4 RCAN1ノックアウトのTRAILによる細胞死に
及ぼす影響
それぞれの遺伝子型のNalm6細胞を10ng/mlの
TRAILで処理し、横軸に示された時間後に細胞
死の程度を7-AADの染色性を指標にフローサイ
トメトリーで解析した。
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