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研究成果の概要（和文）：フレンド細胞はマウス赤白血病の細胞株であり，HMBA により赤芽

球系細胞に分化する。今回私たちは分化誘導と SPHK1 発現量との関連について転写レベルで

の機序の解明を目指して研究を行った。分化誘導抵抗性株では分化誘導後も SPHK1 発現量は

高く維持されており，さらに造血系特異的遺伝子の転写調節に関わる Myb の発現量も高いこ

とが確認された。赤白血病の分化誘導における SPHK1 発現量の調節には Myb が関与している

ことが強く示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Friend cell is a mouse erythroleukemia cell line inducible to the 
erythroid lineage with HMBA. Increased expression of sphingosine kinase 1 (SPHK1), a 
sphingolipid metabolic enzyme, has been reported in Friend cells. In the current study, we 
analyzed the mechanism of its SPHK1 overexpression and the sequential changes during 
HMBA-induced differentiation.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 1,340,000 402,000 1,742,000 

２００９年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,540,000 762,000 3,302,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学 
キーワード：SPHK1，赤白血病，分子標的療法 
 
１．研究開始当初の背景 
 本研究では，その発現が腫瘍化と密接に関
わっており診断や治療への応用が期待され
ているスフィンゴシンキナーゼ１（SPHK1）
の発現調節機序の解明を目指している。
SPHK1 発現が細胞の分化に一定の役割を担

っていることから，分化誘導療法のモデルで
ある赤白血病に焦点を絞り，SPHK1 を標的
とした臨床診断技術の確立および白血病の
新規分子標的療法開発の可能性を検討する。 
 
２．研究の目的 



白血病での SPHK1 発現上昇の報告は，タ
ンパクや活性レベルではこれまでにいくつ
かなされているが，詳細な発現調節機序につ
いての解析はいまだなされていない。そこで
本研究では，赤白血病モデル細胞株を用いて，
SPHK1 発現量の調節機構を転写調節の観点
より詳細に解析を行う。 
 
(1) マウス赤白血病細胞株を用いて分化誘
導処理後の SPHK1 の活性の変化を検討し，
SPHK１が細胞の増殖，分化において果たす役
割を明らかにする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) BCR/ABL 融合遺伝子により腫瘍化してい
る K562 細胞株（ヒト赤白血病細胞株）およ
びこの遺伝子を導入した Ba/F3細胞株を用い
て慢性骨髄性白血病の病態と SPHK1発現に着
目し，SPHK1 の発現量の変更によってこの赤
白血病細胞が示す変化を解析する。 
 
(3) SPHK1 を標的とした白血病の新規分子標
的療法開発の可能性を検討する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) (2)をさらに発展させ，各種血液疾患関
連癌分子と SPHK1 の発現に検討を加え，
SPHK1 と白血化との関連の有無を個々の癌関
連遺伝子ごとに明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 赤白血病分化誘導モデルとしてのマウ
スフレンド細胞における SPHK1 の関与 
  
① 分化誘導剤 HMBA でフレンド細胞を処理

したときの SPHK1，および関連する転写
因子発現量の経時的な変化をウエスタン
ブロット法によりタンパクレベル，リア
ルタイムPCR法によりmRNAレベルで検討
する。 

 
② 野性株，分化誘導耐性株における SPHK1

転写活性を測定し，転写因子結合予測領
域を決定する。 

 
③ フレンド細胞での SPHK1 転写を調節して

いる転写因子を EMSA，CHIP assay によ
り決定する。 

 フレンドウイルス複合体（SFFV+MuLV）の感染した

赤芽球系前駆細胞（CFU-Eレベル） フレンド細胞 
(2) ヒト赤白血病細胞株K562およびBCR/ABL
遺伝子導入細胞株 Ba/F3 における SPHK1 発現
と BCR/ABL 遺伝子発現との関連 

① 腫瘍化のプロセス 

初期相： 
第２相： 

SFFVのコードするgp55がEPO-Rなどの受容体チロシンキナーゼを活性化

SFFVがPU.1遺伝子近傍に挿入されPU.1を活性化 

 ② EPO非依存性増殖 

① BCR/ABL 転座が見られる細胞では SPHK1
発現量が高いという報告があり，慢性骨
髄性白血病患者由来細胞株，K562 もその
一例である。この K562 に加えてさらに，
BCR/ABL転座のみられないマウス細胞株，
Ba/F3 細胞に BCR/ABL 遺伝子を安定的に
発現させ，モデル細胞を作製する。 

HMBAおよびDMSOなどできわめて高率に分化誘導する 

-HMBA Hb(-) large colony

 
② これら BCR/ABL 遺伝子安定発現細胞にお

ける SPHK1 発現量を測定する。 
 
③ BCR/ABL 遺伝子が SPHK1 発現量を調節す

る機序について確認する。 
 
④ これら安定発現株に対する SPHK1 発現阻

害の細胞生物学的効果を検証する。 
 
４．研究成果 
(1)分化誘導抵抗性株を作製し，HMBA で処理
前後での SPHK1 発現量をタンパク，mRNA レベ
ルで検討した。野生株は分化誘導後に SPHK1
発現量が急激に低下するのに対して，抵抗性
株では SPHK1 発現量は維持された。これと同
様に，抵抗性株では Myb の発現量も維持され
ていたが，野生株では分化誘導後に Myb 発現
量が発現量が急激に低下した。この結果から，
分化誘導抵抗性と SPHK1 発現量，Myb 発現量
の間に関連性があることが示唆された。 
 
(2)フレンド細胞に安定的に SPHK1（Wt）また
は不活性型 SPHK1（DN）を過剰発現させた細
胞株作製し，血清除去後の細胞生存について
検討した。Wt株では血清除去後も増殖し赤芽
球系細胞への分化が抑制されていたのに対
し，DN 株では増殖が抑えられアポトーシスが
誘導された。このことから SPHK1 が細胞にと
って抗アポトーシス作用をもたらし結果と
して白血化を導くことが確認できた。 
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2 ～ 3 
days 
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Hb(+) single cell or small colony

現在の分子標的療法 
赤赤血血球球系系分分化化誘誘導導メメカカニニズズムム  

HMBAを使用 
最近ではSAHA（HDAC阻害剤）

２大要素 
①増殖の停止： cell cycle、増殖関連遺伝子   赤白血病治療の標的 
②Hbの合成 ： グロビン転写機序の解明      ヘモグロビン異常症の治療 

①については、PU.1、Fli-1、Mybなどの変化が報告されている 

スフィンゴ脂質については、共同研究者 坂野らによりSPHK1の関与を報告 
（Blood 2005） 

②については、GATA-1ファミリー、KLFファミリーの探索 



(3)SPHK1 の転写レベルでの発現調節機序を
解明するために，マウス SPHK1 のプロモータ
ー領域を採取した。まず，5’-RACE 法により
転写開始点を決定した。フレンド細胞におけ
る SPHK1 の転写開始点は Web で報告のある 2
点のうち aタイプのみであることが確認され
た。転写開始点より上流約 1.5kb のプロモー
ター領域を PCR 法により採取し，pGL3 レポー
ターベクターに組み込んだ。さまざまな長さ
の deletion mutant も同時に作製した。これ
らを用いたルシフェラーゼアッセイの結果
から，転写に最も重要な最小領域を特定し，
その領域はコンピューターサーチの結果か
ら Myb または ETS モチーフが存在することも
確認できた。 
 
(4)当初予定していたヒト赤白血病細胞株
K562 および BCR/ABL 遺伝子導入細胞株 Ba/F3
における SPHK1 発現と BCR/ABL 遺伝子発現と
の関連は，実験計画の変更により遂行できな
かった。 
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