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研究成果の概要（和文）：T-ALLは小児に好発する白血病であり、約50%にNotch1変異がみとめられる。本研究では、No
tch1抑制効果をもつmiRNAの探索を行った。
　Notch1が接着分子として機能することに注目し、miRNA導入後のT-ALL細胞のNotchリガンドへの接着を検討した。miR
NA導入により接着力の低下した細胞を回収し、候補となる5つのmiRNAを得た。うち1つに試験管内でのNotch1抑制機能
が示唆されため、骨髄移植実験を行ったところ、候補miRNAを発現させた造血前駆細胞はB細胞によりよく分化した。候
補miRNAはNotch1発現を抑制することでB細胞分化を促進したと予想される。

研究成果の概要（英文）：Notch1 mutation is one of the most frequent mutation found in T-ALL. miRNA is 
non-coding RNA regulating target genes post-transcriptionally. Recently miRNAs are suggested as potential 
biologics. In this study, I investigated miRNA targeting Notch1.
Focusing on the function of Notch receptors as adhesion molecules, I established a screening system for 
miRNA targeting Notch1. Library of murine miRNAs was transduced into T-ALL-derived MOLT-4, and MOLT-4 
cells were incubated on OP9 expressing Notch ligand, Dll4. If transduced miRNA represses Notch1 in 
MOLT-4, it is suggested the adhesion of MOLT4 to Dll4 would be interfered. By use of this system, I 
obtained 5 candidate miRNAs. One of them, miR-669m-1 functionally suppressed Notch1 in vitro. Next I 
performed bone-marrow transfer experiments, and found that miR-669m-1 expressing LSK cells efficiently 
gave rise to B cells. Since Notch1 suppresses B-lymphopoiesis, miR-669m-1 was suggested to enhance B cell 
development by repressing Notch1.

研究分野：血液学
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１．研究開始当初の背景 
 
T 細胞性リンパ芽球性白血病（T cell Acute 
Lymphoblastic Leukemia：T-ALL）は小児お
よび思春期男児に頻発するT細胞性の白血病
である。治療には多剤併用化学療法と造血幹
細胞移植が適応され、近年では約半数の患者
での治癒がみこまれる。しかしながら、一部
症例では化学療法による充分な抗腫瘍効果
がえられないことや、再発時の予後がきわめ
て不良であることなど、解決すべき問題をい
まだ抱えている［①］。 
 T-ALL患者の約 50%において、Notchシグ
ナルを伝達する受容体 NOTCH1 に変異がみ
とめられる［②］。哺乳類において Notch シ
グナルは、4 種の受容体（NOTCH1、2、3、
4）と 5種のリガンド（DLL1、3、4、JAG1、
2）により伝達される。T細胞の初期分化、末
梢 T細胞の活性化、未熟胸腺細胞、T細胞の
増殖には、NOTCH1からのシグナルが必須で
ある［③,④］。Notch シグナルは受容体とリ
ガンドが結合し、受容体細胞外ドメインが
TACE によって、細胞内ドメイン（ICN）が
γ-Secretase により切断され、ICN が核内に
移行、転写因子として機能することで伝達さ
れる。 
 T-ALL にみとめられる NOTCH1 変異とし
て、T細胞受容体 β鎖遺伝子座への転座や、
Heterodimerization ドメイン、ICN 領域の変
異などが報告されているが、いずれ変異も
NOTCH1 の持続的活性化を引き起こすもの
である［①,②］。ヒト NOTCH1の活性型 ICN
を発現させた造血幹細胞をX線照射処置をほ
どこしたマウスに移植すると、T-ALLが発症
することが報告されており、過剰な NOTCH1
シグナルが T-ALL 発症の要因となることは
明らかであろう［⑤,⑥］ 
 ICNが切断されることがNotchシグナル伝
達に重要であることから、γ-Secretase に対
する阻害薬（GSI）が T-ALLの分子標的治療
薬として注目されている［⑦］。しかし、
NOTCH1 変異をもつ T-ALL 由来細胞株のい
くつかに GSI 耐性がみとめられること［⑧,
⑨］、また、GSI は NOTCH1 シグナルに限
らず全てのNotchシグナルを阻害するために、
全身性に重篤な副作用（消化管毒性など）を
引き起こすといった問題点を抱えている。従
って、NOTCH1に対して、より特異性の高い、
新規治療法の開発が求められている。 
 
参考文献 
① J Clin Invest, 2012;122:3398-406 
② Science, 2004;306:269-271 
③ Immunity, 1999;11:299-308 
④ Annu Rev Immunol, 2010;28:343-365 
⑤ J Exp Med, 1996;183:2283-2291 
⑥ Annu Rev Pathol, 2008;3:587-613 
⑦ Leukemia, 2009;23:1374-1377 
⑧ Cancer Research, 2009;69:3060-3068 
⑨ Hematology, 2009;1:353-361 

２．研究の目的 
 
NOTCH1 変異に起因する T-ALL の新規治療
法の開発を目指し、その前段階として、
NOTCH1 を標的とするマイクロ RNA
（miRNA）を探索する。 
 タンパク質をコードしない小分子 RNA、
miRNAは、様々な標的遺伝子に発現を転写後
に制御する機能性 RNAである。miRNAは標
的となるメッセンジャーRNA の 3’側非翻訳
領域（3’UTR）に部分相補的に結合すること
で、その翻訳を抑制する。近年の研究成果か
ら、miRNAによる遺伝子発現制御が、発がん、
がん抑制、免疫機能、細胞の分化・発生とさ
まざまな生命現象に少なからぬ影響を及ぼ
していることが明らかとなっている。 
 miRNAは生物製剤として、試験管内での合
成が容易であり、かつタンパク質製剤と比較
すると安価に製造するここが可能である。ま
た、生体内の代謝系により正常に分解される
ので化学製剤とは異なり毒性が低いという
利点がある。つまり、NOTCH1を標的とする
miRNA を同定することができれば、これを
NOTCH1 阻害剤として活用することが期待
できる。 
 
３．研究の方法 
 
BONAC 社より提供されたマウス miRNA ラ
イブラリー（マウスに存在する 786 種類の
miRNA が搭載されている）より、ヒト
NOTCH1の発現を抑制しうるmiRNAを同定
する。Notch 受容体が接着分子として機能す
ることに着目し［①,②］、候補となるmiRNA
を探索する。 
 Notch 受容体は、試験管内において Notch
リガンドを介して足場となる細胞に強く接
着する。そこで miRNA ライブラリーを導入
した T-ALL細胞を、足場細胞上に播種し、浮
遊していたものを回収することで、そこから
候補となる miRNAを得る。もし T-ALL細胞
に導入されたmiRNAがNOTCH1発現抑制効
果を発揮すれば、細胞膜表面の NOTCH1 分
子が減少し、その結果、足場細胞への接着力
が低下、つまり浮遊すると予想される。 
 次に、得られた候補 miRNA の機能解析を
行う。まず初めに、得られた候補 miRNA が
NOTCH1を標的とし得るか、コンピュータ解
析を行い、足場細胞への接着実験により抑制
効果の再検討、ルシフェラーゼを利用した擬
似実験を行う。これらの検証で高い成績を収
めた候補 miRNA については、さらにマウス
生体内での Notch1 抑制効果の検討を行う。
具体的には、候補miRNAが T、B細胞分化に
及ぼす効果、候補 miRNA 欠損マウスの作製
および解析である。 
 
参考文献 
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４．研究成果 
 
(1) 候補miRNAの探索 
T-ALL 由来の細胞株 MOLT-4 にマウス由来
miRNA、786種からなるライブラリーを導入
した。miRNAライブラリーは、レンチウイル
スを基盤としたベクターに構築されており、
1 つのベクターが 1 種類の miRNA を発現す
る。理論上 1つの細胞には 1つのウイルスが
ランダムに感染するので、1 つの細胞に導入
されるmiRNAも 1種類となる。 
 Notch 受容体を介した接着力を検討するた
め、Notchリガンドの 1つである Dll4を過剰
に発現させた細胞 OP9-Dll4 を足場細胞に採
用した。ライブラリーを導入したMOLT-4を
OP9-Dll4上に播種し、1時間培養した後、浮
遊していた MOLT-4 を回収した。回収した
MOLT-4を 1週間培養、増殖させた後、再度、
同様の操作を行い、回収した細胞に導入され
たmiRNAを同定した。 
 miR-3966、miR-1966、miR-467b、miR-495、
miR-669m-1 の 5 種類の miRNA が候補とし
て得られた。これら候補のうち、miR-467b
と miR-669m-1 は同じ miRNA ファミリーに
属し、無作為に 5種類の miRNAを選択した
場合に 2つ以上の候補が同一ファミリーに属
する確立は 0.03である。miRNAの標的遺伝
子を予測するアルゴリズム microRNA.org お
よび TargetScan を用いて、それぞれの候補
の標的遺伝子を予測したところ、miR-495は
Notch1と Notch2を、miR-669m-1が Notch2
を標的とする可能性が示唆された（X2 test, p 
< 0.05）。さらに miRANDA を用いて、
NOTCH1 3’UTR上に候補miRNAの部分相補
的配列を検索したところ、全ての候補miRNA
の標的配列が存在することが明らかとなっ
た。 
 候補miRNAのNOTCH1発現抑制効果を検
討するために、ルシフェラーゼレポーターア
ッセイを行った。3’側にヒト NOTCH1 の
3’UTR を融合したルシフェラーゼ変異体を
作製し、候補 miRNA がルシフェラーゼ発現
を抑制するかを解析した。その結果、
miR-669m-1 が再現性をもって NOTCH1 
3’UTR をもつルシフェラーゼの発現を抑制
することが分かった。そこでmiR-669m-1を
T-ALL 由来細胞株 Jurkat に過剰発現させ、
Dll4への接着を計測したところ、miR-669m-1
は Jurkatの OP9-Dll4への接着を抑制するこ
とが分かった。以上の結果から miR-669m-1
は機能的に Notch1 の発現を抑制する可能性
が示唆された。 
 Notch1は生体内において、T細胞の分化促
進と、B細胞の分化抑制に重要な役割を担っ
ている。Notch1欠損マウスの胸腺内では、T
細胞分化が著しく損なわれ、B細胞の異所性
分化が起こる。逆に、骨髄内の造血前駆細胞
に活性化型Notch1を人為的に発現させると、
B 細胞分化が抑制される。生体内での
miR-669m-1 の機能解析を行うために、まず

B細胞分化段階における miR-669m-1の発現
様式を解析した。Notch1 の発現は B 細胞分
化の進行につれて減少するが、miR-669m-1
の発現はこれに反比例し、分化が進むにつれ
て上昇することが分かった。次に、
miR-669m-1が B細胞分化に及ぼす影響を検
討するために骨髄移植実験を行った。マウス
骨髄より分化マーカー陰性の造血幹・前駆細
胞集団を純化、miR-669m-1を遺伝子導入し、
X線照射処置を施したレシピエントマウスに
移植した。2 週間飼育し、骨髄細胞を回収、
B 細胞分化マーカーである B220 の発現をフ
ローサイトメトリを用いて解析した。対照実
験群では、移植した細胞の約 10％が B220を
発現する B 細胞に分化していた。一方
miR-669m-1を発現させた移植細胞の80％が
B 細胞に分化していた。この結果から
miR-669m-1は、Notch1の発現を抑制するこ
とで、B細胞分化を促進したのではないかと
予想される。 
 さらにmiR-669m-1の生理的重要性を解析
するために、CRISPR/Cas9 システムによる
miR-669m-1 欠損マウスの作製を行った。
miR-669m-1の上流と下流の 2箇所に gRNA
を設計することで、miR-669m-1 の完全欠損
マウスの作製を計画した。現在（2016 年 3
月）、得られたヘテロ接合体を掛け合わせ、
ホモ欠損マウスを得たところである。今後、
欠損マウスの造血系を解析する予定である。
miR-669m-1 が Notch1 の発現を調節するの
であれば、miR-669m-1 欠損マウスでは、B
細胞分化に異常を呈すると予想される。 
 
本研究では、Notch 受容体の接着分子として
の機能に着目し、目的の miRNA のスクリー
ニングを行った。このスクリーニング法は、
極めて簡便であり、また短期間で行うことが
できる。 
 miRNAあるいはshRNAや siRNAの導入に
よりある遺伝子が抑制された時、その遺伝子
が細胞の生存や増殖に極めて重要であると、
細胞は著しく減少あるいは失われ、その結果、
細胞に導入されていた小分子 RNA を同定す
ることが困難となる。従って、今回のような
機能的 miRNA を探索する場合は、迅速な操
作が求められる。また、標的遺伝子の発現を
フローサイトメトリなどで解析する方法と
異なり、本スクリーニング法は標的遺伝子の
発現をより機能的に解析することに等しい。
従って、完全に発現が抑制された細胞に加え
て、部分的に抑制された細胞も同時に回収す
ることができるという利点もある。 
 分子標的治療薬としての miRNA は期待が
高く、今後、より多くの疾患での活用が見込
まれる。もし、標的となるタンパク質が膜表
面分子であり接着分子として機能するので
あれば、本スクリーニング法はそれらの遺伝
子標的 miRNA の探索にも有効であろう。今
後、本スクリーニング法のさらなる開発、発
展にも努めたいと考える。 
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