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研究成果の概要（和文）： 本研究では WT1 の 2 種のアイソフォームが白血病細胞において代謝
経路上の複数の酵素の発現レベルを増加させるとともに直接これらの因子に結合することを明
らかにした。これらの結果は WT1 遺伝子が代謝調節という新たな機能により白血病の発生・悪
性化に関与することを示すとともに、この WT1 による代謝調節の分子メカニズムを標的とした
分子標的治療法が白血病に対する新たな治療法の開発につながる可能性を示している。  
 
研究成果の概要（英文）： The WT1 gene is overexpressed in leukemia and involved in 
leukemogenesis through its antiapoptotic functions. In the present study, proteomic 
analysis revealed that a protein which regulates metabolism of cancer cells was 
dephosphorylated in a leukemia cells with forced expression of WT1 17AA(+) isoform.  
Moreover, 60aa-long WT1-derived  peptide induced apoptosis in leukemia cells. 
West-western analysis showed that this WT1-derived peptide bound directly to multiple 
proteins regulating metabolism of cancer cells. Moreover, forced expression of WT1 
17AA(+) isoform increased these proteins. These results indicated that WT1 17AA(+) 
isoform was involved in cancer cell metabolism and the molecular mechanism of these 
functions of WT1 could be a target of novel molecular targeted therapy for leukemia. 
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１．研究開始当初の背景 
ウイルムス腫瘍遺伝子（WT1 遺伝子）は小児
腎腫瘍ウイルムス腫瘍の原因遺伝子として
単離された遺伝子で従来癌抑制遺伝子と考
えられてきた。しかし、われわれはこれまで
に 1）変異のない野生型ＷＴ1 遺伝子がほと
んどすべての白血病において過剰発現して

おり、病型によらない鋭敏な腫瘍マーカーと
なること(Blood, 84, 3071, 1994)、2）白血
病においてＷＴ1mRNA の発現レベルと患者予
後は逆相関を示すこと（Blood, 84, 3071, 
1994）、3）ＷＴ1 アンチセンスオリゴＤＮＡ
によりＷＴ1 遺伝子の発現を抑制するとＷＴ
1 を発現する白血病細胞の増殖が抑制される

機関番号： 14401 

研究種目： 基盤研究（C) 

研究期間： 2009～2011   

課題番号：  21591205  

研究課題名（和文） 白血病における WT1 の抗アポトーシス機能の解析と WT1 分子標的療法の

開発 

研究課題名（英文） Antiapoptotic function of WT1 in leukemia and development of 

WT1-targeting molecular targeted therapy  

研究代表者  

尾路 祐介 （OJI YUSUKE) 

大阪大学・大学院医学系研究科・寄附講座教授 

 研究者番号：20294100 



 

 

こと(Blood, 87, 2878, 1996)、4) WT1 遺伝
子の強制発現がマウス正常骨髄前駆細胞の
好中球への分化を抑制すること(Blood,91, 
2969, 1998)、5)造血幹・前駆細胞(CD34 陽性
細胞)の 1.2％の細胞においてＷＴ1mRNAが白
血病細胞に匹敵するレベルで高発現してい
ること(Brit J Hematol, 116, 409, 2002)を
明らかにしてきた。これらの結果は少数の造
血幹・前駆細胞において高発現するＷＴ1 遺
伝子の downregulation の障害がこれらの細
胞における細胞増殖や分化の抑制を介して
白血病の発生に重要な役割を果たし、ＷＴ1
遺伝子が癌抑制遺伝子というよりはむしろ
癌遺伝子として機能していることを示して
いる。 
ＷＴ1 遺伝子がコードするＷＴ1 タンパクは
その C末側に 4個の zinc finger モチーフを
持つとともにＮ末側にはＲＮＡ結合モチー
フを持つ、タンパクともＤＮＡともＲＮＡと
も結合することが可能な分子である。Zinc 
finger モチーフを持つことから転写因子と
考えられてきたが、近年スプライシング因子
と結合していることやＷＴ1 タンパクが核と
細胞質のポリソームの間をシャトルする可
能性が示され、スプライシングや RNA の細胞
内での輸送に関与している可能性が報告さ
れている。また、ＷＴ1 には 2 箇所の
alternative splicing 部位（17AA と KTS）が
あり、各々の有無によって 4種の isoform が
存在し、各 isoform が異なる機能を持つと考
えられている。我々はこれまでにＷＴ1 の 4
種の isoform のうち 17AA 部位を持つ 2 種の
isoform [ Ｗ Ｔ 1 17AA(+) isoforms; 
17AA(+)KTS(+)および 17AA(+)KTS(-)]が 
白血病細胞において 17AA(-) isoform に比べ
てドミナントに発現して抗アポトーシス機
能を有することを明らかにした(Oncogene, 
25, 4217, 2006)。これはミトコンドリア膜
電位の安定化による内因性アポトーシス経
路の抑制によるものであり、それには
17AA(+)KTS(-) isoform による proapoptotic
な Bakタンパクの発現の抑制が関与している
可能性が明らかになった。しかしながら、
17AA(+)KTS(+) isoform による抗アポトーシ
ス機能の機序や 17AA(+)KTS(-) isoform によ
る Bakタンパクの発現抑制以外の抗アポトー
シス機能の機序については未だ明確ではな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究ではほとんどすべての白血病細胞に
過剰発現し抗アポトーシス機能を果たすＷ
Ｔ1 17AA(+) isoforms の機能の分子学的機序
を明らかにするとともに、これを標的とした
白血病に対する分子標的治療法の開発を行
なうことを目的とする。 
 

３．研究の方法 
[1] WT1 17AA(+) isoform が活性化/不活化す
る下流シグナル経路の同定  
 
ＷＴ1 非発現癌細胞株に各々の WT1 17AA(+) 
isoform を過剰発現させた細胞クローンを樹
立し、これらにおいて apoptosis 誘導剤
etoposide に対する抵抗性の増強がみられる
ことを確認する。 
WT1 17AA(+) isoform のそれぞれがタンパク
の翻訳後調節によりシグナル経路の活性を
変化させる可能性を考えて、上で樹立した
WT1 17AA(+) isoform を過剰発現させた細胞
において、タンパクを核と細胞質に分画し、
各々の分画について 2次元電気泳動やイオン
交換などの方法によってタンパクを分離後、
ＷＴ1 の発現によるタンパクのチロシン、セ
リンやスレオニン残基のリン酸化の状態の
変化について解析した。 
 
[2] ＷＴ1 17AA(+)タンパクのアミノ酸配列
中で、ＷＴ1 の抗アポトーシス機能に関与す
る部位の同定とその部位を介して WT1タンパ
クと相互作用する分子の同定 
 
我々はこれまでに WT1 17AA(+)KTS(+)タンパ
クの様々な部位を欠失させた欠失変異体を
作成し、これらの抗アポトーシス機能を解析
した。その結果、WT1 17AA(+)KTS(+)のＮ末
側に欠失させると抗アポトーシス機能が却
って増強される 60aa の領域を見出した。こ
れは WT1 タンパクがこの 60aa の領域を介し
て他の分子と相互作用し、細胞の生存に関わ
る機能を果たしている可能性を示唆する。 
この結果に基づいて本研究では、この 60aa
の配列をプローベとしてこれと結合するタ
ンパクを West-western 法により探索すると
ともに、60aa の配列においてアポトーシスを
誘導しうる配列を解析した。 
 
[3] ＷＴ1 シグナル経路を標的とする新規分
子標的薬の開発 
 
（1） 薬剤候補としてペプチドを化学合成
する際は長さが 20aa 以下であることが細胞
への導入効率やコストの点で望ましいので、
白血病細胞にアポトーシスを誘導した配列
をさらに分割したペプチド（Ｎ末に細胞膜通
過配列を付与）を合成し、これらの白血病細
胞に対するアポトーシス誘導能を in vitro
で解析する。 
（2） 白血病細胞にアポトーシスを誘導し
たＷＴ1 由来ペプチドを、Ｋ562 白血病細胞
のヌードマウスの xenograft model において
静脈内投与を行い、in vivo 抗腫瘍効果を評
価する。 
 



 

 

４．研究成果 
[1]  WT1 17AA(+) isoform が活性化/不活化
する下流シグナル経路の同定  
 
ＷＴ1 17AA(+)isoformによる標的タンパクの
翻訳後修飾や細胞内局在の変化を明らかに
するためにプロテミクス的手法により解析
を行い、ＷＴ1 17AA(+)isoform の強制発現に
よりそのリン酸化が低下するタンパクとし
て細胞の代謝調節に関与するタンパクを同
定した。 
 
[2] ＷＴ1 17AA(+)タンパクのアミノ酸配列
中で、ＷＴ1 の抗アポトーシス機能に関与す
る部位の同定とその部位を介して WT1タンパ
クと相互作用する分子の同定 
 
WT1タンパクの部分配列である60aaの配列を
プローベとしてこれと結合するタンパクを
West-western 法により探索し、3種のタンパ
クをその候補として同定した。そのうちの 2
種は低酸素状態における代謝に関与するタ
ンパクであり、さらにそのうちの一方は、こ
れまでに WT1の発現によりリン酸化が低下す
るタンパクとして同定したタンパクであっ
た。これらの結果は、WT1 タンパクの機能の
発現の機序として、これまでに明らかではな
かった、細胞の代謝の調節が重要である可能
性を示す。そこで、WT1 遺伝子による癌細胞
の代謝調節を明確にするために WT1の４種の
アイソフォームのそれぞれを強制発現した
細胞クローンを用いて 1）WT1 の２種のアイ
ソフォームがストレス状況下における細胞
増殖を促進すること、2）WT1 の２種のアイソ
フォームが、代謝経路上の複数の因子の mRNA
の発現レベルを増加させることを明らかに
し、これらの遺伝子発現がタンパクレベルで
も増加すること、3）WT1 がこの代謝経路の最
終産物の産生を増加させることを示し、WT1
遺伝子の 2種のアイソフォームが癌細胞の代
謝経路上の因子の発現調節を介して、この代
謝調節を行っていることを明らかにした。さ
らに WT1タンパクによる直接的な酵素活性の
調節については、まず、癌細胞の細胞質分画
を用いてこの中の酵素活性が WT1部分配列ペ
プチドの添加により抑制された。これは WT1
部分配列ペプチドの細胞死誘導の作用機序
が代謝経路の抑制であることを明らかにし、
この経路が新たな分子標的治療薬の標的と
なりうることを示している。 
 
[3] ＷＴ1 シグナル経路を標的とする新規分
子標的薬の開発 
 
薬剤候補としてペプチドを化学合成する際
は長さが 20aa 以下であることが細胞への導
入効率やコストの点で望ましいので、白血病

細胞にアポトーシスを誘導した 60aa の配列
をさらに分割したペプチド（Ｎ末に細胞膜通
過配列を付与）を合成し、これらの白血病細
胞に対するアポトーシス誘導能を in vitro
で解析し、WT1 を発現する癌細胞に効率よく
アポトーシスを誘導する WT1部分配列ペプチ
ドを同定した。 
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