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研究成果の概要（和文）：最近、エピジェネティクス機構がオールトランス型レチノイン酸 (ATRA)による急性前骨髄
球性白血病(APL)細胞分化に関与していることが判明した。今回、新規レチノイド化合物Am80が白血病細胞分化におけ
るエピジェネティクス機構への関与を検討した。その結果、Am80は、RARの転写活性をエピジェネティクスに関与する
転写因子であるMLL5 (mixed lineage leukemia 5、short form)の存在下で増強することが判明した。新規レチノイド
の分化機構の解明には、さらなる検討が必要と思われる。

研究成果の概要（英文）：Recently, it is reported that the differentiation of acute promyelocytic leukemia 
(APL) cells by all-trans retinoic acid (ATRA) is related with epigenetics mechanism. In the current 
study, we examined the epigenetics in differentiation of APL cells by synthetic retinoids. Am80 as 
synthetic retinoid up-regulated transcriptional activity of RAR and RXR with MLL5 (mixed lineage leukemia 
5, short form), which is the key molecule of epigenetics in differentiation of APL cells. Further 
investigations are required to clarify this issue.

研究分野：小児血液腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 急 性 前 骨 髄 球 性 白 血 病 （ acute 
promyelocytic leukemia; APL）に対する
all-trans retinoic acid (ATRA)療法は、APL
の染色体 15；17 転座に伴う PML/RAR 融合遺
伝子を標的とした分子標的療法である。APL
の治療は ATRA による分化誘導療法であり、
ATRA と化学療法の併用により高い寛解率
（88-95%）と長期生存が得られるようになっ
た(J Clin Oncol, 1998) 。しかし、ATRA 耐
性細胞の出現が、分化誘導療法の大きな壁と
なっている。その原因として１） ATRA 薬物
代謝の亢進、２）MDR (multi-drug resistance 
gene)遺伝子の出現、３）PML/RAR 融合遺伝子
の変異などが考えられる(Leukemia, 2005)。 
 近年、ATRA 耐性の克服を目的として、日本
で開発された新規レチノイド Am80 は、2005
年に再発・難治性の APL 治療薬として認可さ
れた(Blood, 1997)。新規非環式レチノイド
NIK-333 は、肝細胞癌の再発予防目的を対象
とした臨床試験では、良好な成績を修めてい
る（興和薬品）。NIK-333 は HL-60 細胞株に対
して分化誘導作用を有する。また最近、RXR
アゴニストであるレチノイド化合物
（HX630,PA024）が合成され、分化誘導能を
呈することが報告されている（J Med Chem, 
2005; 東京医科歯科大学 疾患生命科学研
究部 影近弘之教授）。 
 
２．研究の目的 
 ATRA 分化誘導のメカニズムとして、レチノ
イン酸受容体であるRAR/RXRの作用機構を知
ることが重要である。RAR/RXR は核内受容体
スーパーファミリーに属し、リガンド依存的
に標的遺伝子の転写を制御する転写因子で
ある。最近、核内受容体の作用機構には、エ
ピジェネティクスが大きく関与することが
判明した。すなわち、核内受容体が DNA ゲノ
ム上に作用する時に、複数のタンパク質複合
体が関与する。すなわち、核内受容体が HDAC
複合体と相互作用するときは不活化し、HAT
複合体と結合するときには活性化する。この
時にDNAに巻き付いているヒストン蛋白のア
セチル化・メチル化などの変化が起こる。APL
における ATRA 療法の作用機構を研究する際
に、このエピジェネティクスを検討する必要
がある。 
 PML/RAR 融合タンパク質あるいは、変異
PML/RAR 融合タンパク質が存在した場合では、
このエピジェネティクス機構に変化するこ
とが考えられる。しかし詳細については解明
されていない。さらに新規レチノイド化合物
と ATRA の分子生物学的特性を比較した基礎
的な研究はあまり多くない。特に新規レチノ
イドがエピジェネティクス機構への影響を
検討した研究は、あまりない。最近、レチノ

イン酸による HL-60 細胞分化に MLL5（mixed 
lineage leukemia5、メチル化酵素）と OGT
（O-GlcNAc 転移酵素）が関与することが判
明した。すなわち、単糖 GlcNAc（Nアセチル
グルコサミン）付加した MLL5 が活性化し、
ヒストン蛋白 H3 リジン４をメチル化し、
RAR/RXR の転写活性を促進するのである。そ
こで、本研究では、APL 細胞における新規レ
チノイド化合物のエピジェネティクス機構
への影響について、ATRA との差異を明確にす
る。 
 
３．研究の方法 
 新規レチノイド化合物がPML/RAR融合蛋白
質と MLL5 の相互作用に及ぼす影響 
レチノイド化合物の存在下で、MLL5 および
PML/RAR 融合タンパク質の転写活性への影響
および両蛋白の相互作用を検討する。PCR 法
にて、MLL5 遺伝子を増幅し、pcDNA ベクター
に組み込む。 
新規合成レチノイド Am80 投与による MLL5 お
よび PML/RAR融合タンパク質の転写活性の影
響をルシフェラーゼ法にて確認する。 
 
４．研究成果 
１）MLL5-pcDNA ベクターの構築 
Lih-Wen Deng 先生（シンガポール国立大学）
からpEF6-flag MLL5-His TOPOベクター（MLL5 
full length、1858 アミノ酸）をご供与いた
だいた。このベクターを鋳型にして、N 末の
MLL5 short form（609 アミノ酸）を PCR 法に
て増幅し、pCDNA ベクターに組み込んだ（図
１）。これを発現ベクターとして使用した。 
 

 
２）RAR/PML 融合タンパク質と MLL5(shot 
form)の相互作用 
 PML/RAR融合タンパク質とMLL5の相互作用
を検討した。PML/RAR 融合タンパク質および
転写因子MLL5(short form)の転写活性をルシ
フェラーゼ法（リポフェクタミン法）にて確
認した。発現ベクターとして、pCMX-hRARα、
pCMX-hRXRα、pCMX-HA-PML/RXR、SRC-1 発現
ベクターを利用し、レポーターとし tk—Luc

 



（timidine kinase）あるいは tkTRE-Luc を
使用した。その結果、MLL5 存在下で RAR およ
び RXR の転写活性を Am80 の濃度依存的に上
昇させた（図２）。 

 
また MLL5 の存在下のおいて、PML/RAR 融合遺
伝子たんぱく質およびRXRの転写活性につい
てもわずかながら上昇した（図３）。 

 
 
さらに RAR および RXR の転写活性は、
MLL5(short form)と転写共役因子 SRC-1 の添
加によって、わずからながら増強した（図４）。
以上から RARおよび RXRと MLL-5 の相互作用
に SRC-1 も関与し、さらに新規レチノイドに
よる細胞分化も同様の機構が存在する可能
性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 細胞分化におけるエピジェネティクス機
構については、まだ不明な点が多い。特に細
胞分化作用を有するレチノイン酸でもまた
あまり解明されていない。以前の報告により、
MLL5(short form)が関与することが報告され
たが、今回我々の検討でも、RARαおよび RAR
βの特異的なリガンドでもある Am80 におい
ても MLL5(short form)と RAR/RXR と相互作用
し、転写活性を増強させる可能性が示唆され
た。また、Am80 は、PML/RAR すなわち、Am80
においても ATRA と同様なエピジェネティク
ス機構が存在することが考えられる。今回の
検討では、ヒストンたんぱく質との関連を解
明できなかったまた、変異型が、今後のさら
なる検討課題である。 
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