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研究成果の概要（和文）：デキサメサゾン受性急性リンパ性白血病細胞株から耐性株を誘導した。耐性細胞ではBim mR
NAやタンパク質発現が低下した。またグルココルチコイド受容体αサブユニット（GRα）発現も耐性株では低下した。
Bim発現を抑制するmiR 17-92クラスターやGRα発現を抑制するmiR142-3pは耐性株で発現が上昇した。miR142-3p mimic
とinhibitor導入では細胞の増殖や生存への影響を認めなかった。GR発現に応じたmimic/inhibitor投与時期の検討や導
入効率改善が必要であると考えられた。治療中の新鮮白血病MRD細胞からは充分なmRNA量が得られるよう系の改良を行
っている。

研究成果の概要（英文）：Dexamethazone resistant acute lymphoblastic leukemia cell lines were established f
rom sensitive cell lines. Both mRNA and protein expression of Bim showed marked reduction, and the express
ion of GR alpha subunit also decreased. Expressions of both miR17-92 cluster which inhibits Bim expression
 and miR142-3p which inhibits GR alpha expression indicated remarkable increase. Administration of mimic (
agonist) or inhibitor for miR142-3p to the resistant cell lines did not indicate alteration in cell prolif
eration or survival. It was supposed that adequate time of mimic/inhibitor administration according to GR 
alpha expression should be considered, and also efficacy of mimic/inhibitor transfection should be improve
d. We could not get sufficient mRNA dose from freshly isolated minimal residual cells in bone marrow from 
leukemia patients, so still we are trying to improve the experimental procedure. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）小児急性リンパ性白血病（ALL）では
グルココルチコイド（GC）投与による治療
の歴史はすでに半世紀にも及ぶ。現在までの
多くの治療研究で、わずか 7 日間の GC 単剤
治療、あるいは GC を中心とした 7 日間の多
剤併用療法が臨床予後と強く相関すること
が示されている。このように GC による治療
効果が臨床予後の予測に重要であることは
明らかであるが、そのメカニズムは近年まで
不明であった。ようやく最近 GC による細胞
死誘発メカニズムについて報告があり、その
機序が解明されつつある。しかし実際には、
患者の治療場面においては GC 投与によって
ALL 細胞減少はほとんどの症例で引き起こ
されており、ほとんどの症例で治療開始１５
日目の骨髄（day 15 BM）中の白血病細胞は
絶対数として 1％未満に減少している。即ち、
ほとんどの白血病細胞は治療に対して反応
性を有しているが、ごく一部の細胞のみが耐
性機序を有しており、白血病細胞の持続的残
存に貢献していると考えられる。このことは
Greaves M らが報告している白血病細胞の
クローナルな変化が重要であるという考え
方にも合致していると考えられる。即ち、高
い薬剤耐性化と生存能力を有する白血病幹
細胞としての役割を果たすクローンが基本
となり、クローナルな変化が重なることで増
殖活性の高い集団が増えて白血病が発症す
る。治療を受けると、薬剤感受性の高い細胞
は死滅していくものの、白血病幹細胞として
の役割を果たす基本クローンだけは生存を
続けると考えられる。これらの基本クローン
を見いだすことは実際には容易ではないが、
骨髄中の微小残存病変（MRD）を用いること
は非常に有用な手段であると考えられる。 
（２）小児 ALL の MRD 測定は大きく 3 種
類の方法が用いられる。キメラ遺伝子 RNA
を用いる方法、T 細胞受容体や免疫グロブリ
ン遺伝子の特異的再構成を検出する方法、フ
ローサイトメトリー（FCM）による方法、で
ある。前 2 者は検体全てから核酸を抽出して
使用するため、バックグラウンドとして正常
細胞由来の核酸が多く存在しており、残存す
る白血病細胞のみについて解析することは
不可能である。しかし FCM を用いた方法で
は、MRD 細胞一つ一つについてのタンパク
発現を同時に解析することも可能である。あ
るいは MRD 細胞だけをソーティングして
取り出して、顕微鏡で観察、あるいは核酸を
抽出しての解析も可能であり、非常に有用な
手段であると考えられる。 
（３）近年明らかになった ALL に対する GC
の細胞死誘発機構は以下がある。GC 誘発細
胞死にはオートファジーが関連しており、そ
の経路には Bim の発現が重要である。また
Bimが実際に働くためにはMcl-1との関係が
重要であり、さらに Bim の発現調節には
GSK3αが重要である、等の報告がある。さ
らに、GC による細胞死への耐性化には、Bim 

のエピジェネティックなサイレンシングが
重要であるという報告や、またそれらとは別
に microRNA による発現調節の報告もされ
てきている。これらの報告はほとんどが ALL
細胞株を用いて示されており、また新鮮検体
が使用されていたとしても治療開始前の白
血病細胞である。これらを治療開始前後の検
体を用いて確認することは、実際の耐性化へ
の重要性が明らかにできる。 
 
２．研究の目的 
（１）小児急性リンパ性白血病細胞が、GC
を中心とした化学療法で生存する際に必要
となる分子機構を明らかにする。すなわち、
アポトーシス分子機構、DNA メチル化によ
る不活化、ヒストン脱アセチル化による転写
制御、microRNA による転写制御など、遺伝
子発現やエピゲノム分子機構が細胞の生存
にどのように関わっているかを調べる。 
（２）初発時の白血病細胞は、実際には化学
療法でほとんどが細胞死を来たし、ごく一部
のみが MRD となって生存を続けて再発に至
る原因となる。そのため、発症時のサンプル
のみならず、化学療法実施後の細胞について
も調べることで、生存により重要なメカニズ
ムを発見する。 
 
３．研究の方法 
（１）GC によって細胞死が誘導される GC
感受性 ALL 細胞株（小児患者から樹立され
たものを含む）から GC 耐性株を誘導し、そ
れらの間で GC 投与による Bim, Bax/Bak, 
FOXO, GSK3, Akt, ERK, Mcl-1 などの細胞
死関連タンパク・遺伝子の発現変化を比較し
て明らかにする。 
（２）GC 感受性のある親株と GC 耐性株の
双方で、DNA メチル化阻害剤やヒストン脱
アセチル化（HDAC）阻害剤を用いて、GC
誘発細胞死への関与を明らかにする。また
Bim 遺伝子等のプロモーター領域の DNA メ
チル化の状態を直接調べて変化を明らかに
する。 
（３）GC 感受性のある親株と GC 耐性株の
双方で、GC 誘発細胞死に関連すると考えら
れる microRNA の発現変化を調べる。変化の
あった microRNA については、感受性株に対
する microRNA agonist（mimic）導入、あ
るいは耐性株に対する microRNA inhibitor
導入による細胞の増殖や生存に変化が生じ
るかを調査する。 
（４）新鮮検体および MRD 細胞を用い、上
記で明らかになったメカニズムについて調
査できる項目について検討する。可能であれ
ば分離された MRD 細胞から mRNA を分離
し、初発時と遺伝子発現を比較するアレイ解
析への足がかりを得る。 
 
４．研究成果 
（１）白血病の重要な治療薬剤である GC の
ひとつであるデキサメサゾン（DEX）で細胞



死が誘発される急性リンパ性白血病細胞株
（小児患者から樹立されたものを含む）を選
んだ。その培養液中に DEX をごく少量加え、
徐々に増加させることで、通常の細胞死誘発
濃度1x10-7μmol/Lを上回る1x10-6μmol/Lの
濃度でも細胞死が誘発されないDEX耐性細胞
株を４株誘導（697, Nalm-16, および三重大
学小児科で患者から樹立した２株）した。親
株および耐性細胞株から各々タンパク質や
mRNA を抽出し、Bim やカスパーゼなどの細胞
死関連蛋白の発現を調べて比較した。親株で
は DEX の投与により Bim の mRNA やタンパク
の発現が誘導されたが、耐性株では発現は誘
導されず、Bim の遺伝子発現調節以前の段階
で耐性化が生じていると考えられた。耐性化
細胞を DEX 抜きで培養を継続したところ、可
逆的な性質を示したものは１株に過ぎず、残
る３株は半年あまり培養を行っても再び細
胞死を誘導できるようにはならなかった。 
（２）次に親株・耐性細胞株における Bim 遺
伝子プロモーター領域のDNAメチル化プロフ
ィールを調べたが有意な結果は得られなか
った。そこで耐性細胞株に対して DNA メチル
化阻害剤 5-AZA や HDAC 阻害剤 SAHA を添加し
て効果を調べたところ、一定の効果を認めた
ためDNAメチル化やヒストン脱アセチル化の
関与は否定できなかった。 
（３）次に Bim 遺伝子プロモーターのメチル
化以外の遺伝子発現調節機構として、近年
microRNA の関与が示唆されているため、Bim
の遺伝子発現に関連すると考えられている
miR 17-92 クラスターの発現解析を行うとと
もに、GRα発現抑制作用が考えられている
miR142-3p についても発現の解析を行った。
その結果、いずれも耐性株では microRNA の
発現が上昇しており、DEX 誘発細胞死の抑制
機構への関与が疑われた。 
（４）次に miR142-3p について、agonistic
な働きを有する mimic、および阻害作用を示
すinhibitorのトランスフェクションの実験
を行ったが、いずれも DEX 誘発細胞死への影
響は認めなかった。GC 耐性誘導で GR の発現
は低下し、miR-142 の発現も著明に上昇して
おり、耐性化機序において miR 関与の可能性
が示唆されたにもかからわず miR-142-3p 導
入で細胞死誘導は低下しなかったのは、GR 発
現を時系列で確認し GC 投与時期を決める必
要があった可能性もある。また miR-142-3p
阻 害 で細胞 死 は増加 し なかっ た が 、
miR-17~92（Bim 抑制）等、他の miR の関与に
より細胞死が抑制されている可能性がある。
また miR-142-3p 導入効率の改善で細胞死誘
導の低下が生じる可能性があると考えられ
た。 
（５）新鮮サンプルにおいてのソーティング
については、細胞数やバイアビリティーの影
響で十分な mRNA 量が得られなかったため、
さらに系の改良をおこなっていく予定であ
る。 
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