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研究成果の概要（和文）： 

我々はマイクロアレイによる遺伝子発現profilingを行いマウス造血幹細胞にMLL/AF4遺伝子
を導入することにより S100A-Calcium binding protein family の一つで細胞増殖に関与する
S100A6 が発現を亢進させていることを明らかにした。(Exp Hematol 2009 37:701-14）。更に
我々は S100A6 がどのように MLL/AF4 陽性 ALL の予後不良に関与しているかを検討し、通常造
血幹細胞移植の後起こるドナー由来の T細胞によるレシピエント由来の残存白血病に対する
攻撃（GVL 効果）にが MLL/AF4 陽性 ALL 白血病細胞が特異的に抵抗性を示すことを突き止めた。
その原因に MLL/AF4 陽性 ALL では GVL 効果の主体となる TNFαに反応して S100A6 活性が上昇
して P53 のアセチル化を阻害しアポトーシスの出現を免れていることを発見し報告した。さら
に IL24 は TNFαによるアポトーシス誘導を回復させた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We showed that MLL–AF4-positive ALL cell lines are resistant to TNF-α. To examine the 
mechanism of resistance to TNF-α of MLL–AF4-positive leukemia, we focused on S100A6 as 
a possible factor. Upregulation of S100A6 expression and inhibition of the p53–caspase 
8–caspase 3 pathway were observed only in MLL–AF4-positive ALL cell lines in the presence 
of TNF-α. The effect of S100A6 on resistance to TNF-α by inhibition of the p53–caspase 
8–caspase 3 pathway of MLL–AF4-positive ALL cell lines were also confirmed by analysis 
using small interfering RNA against S100A6. This pathway was also confirmed in previously 
established MLL–AF4 transgenic mice. These results suggest that MLL–AF4-positive ALL 
escapes from TNF-α-mediated apoptosis by upregulation of S100A6 expression, followed 
by interfering with p53–caspase 8–caspase 3 pathway. 
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MLL/AF9,MLL/ENL などが主で MLL/AF4 の白血
病化分子機構はほとんど報告がない。我々は
この MLL/AF4 融合遺伝子（MLL/AF4cDNA）の
クローニングに初めて成功した。 
(2) マウス 32D 細胞を用いた我々の in 
vitro 系の研究では bcr/abl 融合遺伝子や
c-kit 変異遺伝子、FLT3ITD 変異遺伝子と違
い、MLL/AF4 融合遺伝子は単独では自立増殖
能を獲得できない。MLL/AF4 融合遺伝子と
FLT3-D835I 変異遺伝子の共発現で 32D 細胞
は自立増殖能を初めて獲得することを明ら
かにした（Exp Hematol 2009 37:701-14）。 
(3) マイクロアレイによる遺伝子発現
profiling を行うと、MLL-AF4 の導入により
stat5,mdm1, CDKN1B に加えて S100A-Calcium 
binding protein family の一つで細胞増殖に
関与する S100A6(calcyclin)が発現を亢進さ
せていることが明らかになった。さらに
MLL-AF4 と Flt3 TKD の両者の導入発現によっ
て相乗的に S100A6 がさらに発現を亢進させ
ていることがわかった。 
 
２．研究の目的 
この３２D 細胞は HoxA9 を発現していないた
め、直接あるいは間接にしても MLL-AF4→
S100A6 の癌化機構が存在すると着眼しこの
「MLL-AF4→S100A6 分子機構の解明」と TGF
αを介した IL24 の抗腫瘍効果の解析を目的
として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
MLL/AF4 陽性 acute leukemic cell (ALL)細
胞株のSEM,RS4;11ならびにMLL/AF4陰性ALL
細胞株の MOLT4, Raji, H9, NAMALWA そして
HS-Sultan を用いて研究を行った。 
長期にMLL/AF4陽性ALL細胞においてS100A6
発現を抑制するため S100A6siRNAをレンチウ
イルスベクターで MLL/AF4 陽性 ALL 細胞に組
み込み SCID マウスに移植、ヒト PBMC(末梢血
単核球）を移植しヒト PBMC 由来の TNFαによ
る GVL 効果でで腫瘍 S100A6 siRNA 長期発現
MLL/AF4 陽性 ALL 細胞を駆逐出来るかどうか
を調べた。我々は１種類の MLL/AF4 陽性 ALL
細胞株にて S100A6 を長期抑制できれば GVL
効果で MLL/AF4 陽性 ALL 細胞を駆逐出来るこ
とを証明している。この結果をより信頼性の
高いものとするためもう 1種類の MLL/AF4 陽
性細胞株にて同様の実験を進めた。 

この両株を TNFα非存在下・存在下で細胞

増殖を比較し TNFα存在下でのみ S100A6 

siRNA 群で有意に増殖能力が低くなること確

認した。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞株のアポトーシスは DeadEnd 
Colorimetric TUNEL system にて解析をおこ
なった。Western ブロッティングは抗 p53 抗
体、抗アセチル p53 抗体、抗 TNF R1 抗体、
抗 caspase8 抗体、抗 caspase3 抗体を用いた。
陽性バンドの濃度定量化はβアクチンをイ
ンターナルコントロールにて定量化した。 
MLL/AF4 ならびに S100A6 の small 
interfering (siRNA)は sense および
antisense oligoribonucleotides をタカラ
（滋賀）で作成した。 
細胞株 SEM,RS4;11 を TransIT-TKO 
transfection溶液（Miruo Bio, Madison, USA）
を使用して transfection を行った。 
MLL/AF4 発現遺伝子導入マウスは既に発表し
ている論文（Leukemia. 2011 
May;25(5):888-91）のマウスを使用した（図
１）。この遺伝子導入マウスで S100A6 の発現
状態を観察した(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図１．MLL/AF4 発現遺伝子導入マ

ウスに導入した Vector 構造 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また IL24 サイトカインによる抗腫瘍効果を
下図の実験法により行い IL24 の抗腫瘍効果
を IVIS 解析にて行った（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）5ng/ml TNFα添加培養液中で MLL/AF4

陰性細胞株では増殖されたが、MLL/AF4 発現
細胞株 SEM,RS4;11 は 5ng/ml TNFαに抑制さ
れることなく増殖した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）MLL/AF4 発現にて S1006A の発現が亢進
し p53 を介して TNFαに抵抗性になっている
ことが Westernブロッティングを用いて明ら
かにした（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）siRNA にて MLL/AF4 発現を低下させる
と S1006A の発現は低下した（図７）。 
                 
               図７ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図２．MLL/AF4 発現遺伝子導入マウス 

脾臓腫大と末梢血に白血病細胞を認める。 

白血病細胞は臓器浸潤を観察する。 

 

 

 

図３． 
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（４）TNFα存在下に MLL/AF4 発現細胞株
SEM,RS4;11は siRNAにてMLL/AF4発現を低下
させると S1006A の発現低下を伴いアポトー
シスに陥った。これは Western ブロッティン
グで Caspase3/8 の活性化と p53 の活性化を
伴っていた（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）MLL/AF4 発現遺伝子導入マウスでも
Caspase3/8 発現は低下し p53 も不活化し
S1006A の発現亢進は亢進していた（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）MLL/AF4 発現遺伝子導入マウスに
AAV-IL24を投与するとMLL/AF4発現を抑制し
アポトーシスに誘導されることがわかった
( 図１０)。 
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