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研究成果の概要（和文）：miRNAのマイクロアレイを行い、テロメレースに的を絞った機能解析

を目的とした。その結果やメチレーション解析の結果等を基にして、癌幹細胞を標的とした新

たな薬剤耐性克服の治療戦略を開発することを目指した。テロメレース遺伝子(hTERT)、MDR1

遺伝子のプロモーターのメチル化は薬剤耐性獲得前後で特に変化は無く、STAT5 の活性化によ

る hTERT, MDR1の蛋白発現増強が起こっていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The object of our experiment is to know microRNA regulating 
telomerase expression. Together with the results of methylation analysis of drug 
resistant cells, we tried to develop therapeutic strategies for overcoming drug 
resistance of cancer stem cells.  As a result, methylation level of both telomerase and 
MDR1 promoter lesion was stable during acquisition of drug resistance. Instead, increased 
expression of telomerase and MDR1 protein which was caused through the activation of 
transcription factor STAT5, was observed. 
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１．研究開始当初の背景 

miRNA は機能性低分子 RNA であり、転写後の

配列特異的な RNAサイレンシングにより標的

遺伝子の翻訳を抑制する。 最近癌幹細胞と

の関連性が miR-124, miR-137 などで明らか

にされた。 近年癌幹細胞の存在が多くの癌

腫 で 証 明 さ れ つ つ あ る (Cancer stem 

cells:implications for cancer treatment 

and prevention. Cancer J, 13:271, 2007)。
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髄性白血病において白血病幹細胞として最

初に証明された(Nat Med3:730)。造血幹細胞

は個体の一生涯にわたって存在するため、複

数の遺伝子異常に遭遇する機会が多い。その

異常が蓄積されて生じたのが白血病幹細胞

と考えられる。自己複製能を維持した白血病

幹細胞ではテロメレース活性は高いと考え

られるが、我々を含むこれまでの報告では白

血病細胞のテロメレース活性は必ずしも高

くない。この原因として末梢血中に動員され

る白血病細胞には幹細胞の割合が尐ないこ

とがあげられる。「山田」は世界に先駆けて

テロメア・テロメレースの研究を行い

(Yamada,O et 

al.J.Clin.Invest.95:1117,1995）、臨床現場

での白血病治療を通し、薬剤耐性克服に強い

モチベーションを持っている。 

２．研究の目的 

癌の化学療法において最大の問題点は、化学

療法施行後に出現する獲得耐性の出現であ

る。治療抵抗性の白血病細胞では、P 糖蛋白

の他にテロメレース活性の増強も見られる

（Yamada O et al. Leukemia and Lymphoma 

49:1168-1177,2008）。すなわち、同一の腫瘍

細胞において薬剤の取り込み低下や排出亢

進以外にテロメレースも耐性機序に関与て

いることが示唆される。マイクロ RNA(miRNA) 

はメッセンジャーRNA の翻訳制御に働き、細

胞増殖、アポトーシスの調節に関わっている。

薬剤耐性獲得前後の白血病幹細胞を用い、

miRNA のマイクロアレイを行い、テロメレー

スに的を絞った機能解析を行う。この結果か

ら癌幹細胞を標的とした新たな薬剤耐性克

服の治療戦略を開発することを目的とする。 

３．研究の方法 

 

 

 

  

 Nature誌に miRNAの特定のクラスターが B

細胞リンパ腫の発症原因になることが示唆

され(435:828,2005)、癌研究の主要な焦点は

今までの蛋白質をコード化する遺伝子だけ

でなく、今後は miRNAなどの非コード化遺伝

子の存在も考慮に入れる必要がある。 

miRNA の発現プロファイルは癌の分類診断だ

けでなく、治療法にも影響することは確実で、

miRNAは small molecules with big function

である。 

➊同一組織由来ないし、同一患者由来の薬剤

耐性獲得前後の白血病細胞を使用する。アレ

イのバイアス減尐と感度増強目的で成熟

miRNA の濃縮と２色蛍光ラベルを行い、

LNA(locked nucleic acid)プローブを利用し



て作成したマイクロアレイを採用する。 

➋発現に違いが認められた miRNA について、

標的遺伝子探しを行う。特異的な発現をする

miRNA が明らかになっても miRNA の標的とな

る遺伝子を予想するのは困難ある。 miRNA

は約２２ヌクレオチドであるが、はじめの８

ヌクレオチドが標的 mRNAの 3’UTRの配列を

認識すると考えられている。このような配列

は数多くあり、その中から同じ細胞で発現し

ていて miRNAが結合できる標的を割り出すこ

とが必要である。miRNA の標的探しは、取れ

た miRNAのはじめの８ヌクレオチドと完全に

相補的な配列であること、近傍の配列が安定

な２重構造を組まずに接触可能であること

を指標にして、データベースの全ての mRNA

の 3’UTRを in silicoで予測して、P糖蛋白

やテロメレースを含んだ標的と考えられる

遺伝子を決定する。 

➌多くの miRNAは標的遺伝子抑制的に機能し

ていると考えられる。耐性細胞で発現が増大

した miRNAは P糖タンパクやテロメレースの

発現を抑制している mRNA を標的とする可能

性が考えられる。一方感受性細胞で発現が増

大した miRNAは P糖タンパクやテロメレース

などを含む mRNAを標的にすると考えられる。

アレイで候補になった miRNAが P糖タンパク

やテロメレースの mRNA の翻訳抑制に関わる

か否かの機能解析を行う。 

 

 

 (1)細胞：液体窒素に保存してある各種タ

イプの白血病検体から、CD34 陽性、CD38 陰

性細胞の白血病幹細胞を免疫ビーズ法で選

択的に分離採取する。(2)抽出：AGPC 法で全

RNAを抽出後 2分し、半分は cDNAアレイ用に

保存し残りをスモール RNA特異的抽出キット

（Ambion社 flashPAGEシステム）で 40nts以

下の成熟 miRNA を抽出する。(3)ラベル：ア

ンビオン社の mirVANAmiRNA labeling kitで

非修飾のヌクレオチドとアミン修飾された

ヌクレオチドの混合物を用い、サンプル中の

miRNAの 3’末端に２０～５０塩基のﾎﾟﾘ Aテ

ールを伸ばしながらアミノアリル基を取り

込ませる。アミン修飾された miRNAを精製後、

GE社の N-hydroxy succinimide（ＮＨＳ）エ

ステルの CyDye を用いて Cy3、Cy5 をカプリ

ングさせる。または mirus biocorporation

社 のランダム蛍光色素ラベルキットでもラ

ベルを試みる。 (4)マイクロアレイ：

LNA(locked nucleic acid)プローブを利用し

て作成した Exiqon 社の miRCURY LNA miRNA 

Arrays を用いる。LNA はリボ核酸の 2’位の

酸素原子と 4’位の炭素原子が架橋した２つ

の環状構造を持つ核酸である。 DNA オリゴ

を用いたマイクロアレイとは違い LNA は

DNA/RNA に対する熱安定性が上昇し、高い結

合親和性を持ため１塩基のミスマッチも検

出可能である。またガラススライドが可能な

全スキャナーに対応している。(5)データベ

ース解析：候補となった miRNAのはじめの８

ヌクレオチドと完全に相補的な配列（８番目

は GU ペアを認める）であること、近傍の配

列が安定な２重構造を組まずに接触可能で

あることを指標にして、テロメレースと P糖

蛋白遺伝子に焦点を絞り、in silico で予測

して標的遺伝子を決定する。 

(6)miRNA機能解析 

①ノックダウン実験での検討 



Step 1：候補の miRNAからノックダウンプロ

ーブとコントロールプローブをデザイン。 

Step 2：in vitroで薬剤耐性細胞に遺伝子導

入。 

Step 3：テロメレース活性や, Western blot

でhTERTタンパク, P糖タンパクのレベルを

確認。 

またテロメレースや P 糖タンパクの 3’UTR

の配列を pGL4 レポーターベクターに挿入し

たコンストラクトを作成後、候補となった内

在性 miRNAに対するノックダウンプローブと

遺伝子導入してレポータータンパクの増加

をみる。また白血病芽球コロニー法でも確認

する。 

②過剰発現による検討 

候補となったいくつかの miRNAについて 

成熟型miRNAの導入、miRNA前駆体、miRNA発現

ベクター（pol II系またはpol III系）による

導入。テロメレースやP糖タンパクの3’UTR

の配列をpGL4ベクターに挿入したコンストラ

クトを作成し、候補となったmiRNAとともに遺

伝子導入し、ルシフェラーゼの発現が抑えら

れることでmiRNAの特異性を確認。白血病芽球

コロニー法での確認も併用する。 

４．研究成果 

科学研究費の支援により、P糖蛋白(Pgp)が強

発現している白血病細胞ではテロメレース

蛋白の発現増加も見られ、いずれも転写因子

STAT5 が関与していることを見出し報告した

(Activation of STAT5 confers imatinib 

resistance on leukemic cells through the 

transcription of hTERT and MDR-1. Cellular 

Signalling,23:1119-1127,2011）。すなわち P

糖蛋白発現とテロメレース蛋白発現の増強

が STAT5を介して薬剤耐性に関与する可能性

が考えられる。miRNA のマイクロアレイを行

い、テロメレースに的を絞った機能解析を目

的としたが、その結果やメチレーション解析

の結果等を基にして、癌幹細胞を標的とした

新たな薬剤耐性克服の治療戦略を開発する

ことを目指している。予備実験として白血病

幹細胞の性質を持った K562 細胞で薬剤耐性

獲得前後の細胞を使用した。薬剤耐性獲得前

後のプロモーター領域のメチレーションの

違いをメチレーション特異的抗体でクロマ

チン免疫沈降後アレイ解析を行った。この結

果、STAT5, HSP90のプロモーターの低メチル

化が顕著であった。これは我々が既に報告し

た STAT5,HSP90蛋白の発現増強の結果を裏付

け る も の で あ っ た （ Cellular 

Signalling,23:1119-1127,2011）。テロメレ

ース遺伝子(hTERT)、MDR1 遺伝子のプロモー

ターのメチル化は薬剤耐性獲得前後で特に

変化はないことから、STAT5 の活性化による

hTERT, MDR1 の蛋白発現増強が起こっている

ことが示唆された。 

骨髄線維症(PMF）から慢性骨髄性白血病

(CML)に移行した症例を経験したため、実際

の症例から免疫ビーズ法で CD34 陽性、CD38

陰性細胞の白血病幹細胞を濃縮し、AGPC法で

全 RNAを抽出後2分し、cDNAアレイ用と miRNA

の解析を行った。 CML 発症に伴い IL8, 

Bcl2,MMP9の発現増強が認められ、miR664の

発現低下がみとめられた。関連事項を論文に

報 告 し た (Emergence of a BCR-ABL 

Translocation in a Patient with the 

JAK2V617F Mutation: Evidence for 

Secondary Acquisition of BCR-ABL in the 

JAK2V617F Clone. J.C.O. in press). 
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