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研究成果の概要： 

成人 T 細胞白血病（ATL）は抗癌剤治療抵抗性が高いため、予後は極めて不良である。我々は、

アポトーシスを抑制する因子である survivin が ATL、特に急性型 ATL に高発現することとヒ素

は ATL 細胞の survivin 発現レベルを低下させることを見出した。Survivin の発現は、ATL 細胞

の抗癌剤耐性の一つの要因と考えられ、ATL 治療の標的分子として注目されている。今回の研

究で、ヒ素が IB-の分解を抑制することによって、NF-B の核への移行を阻害し、NF-B を

介する survivin の転写を抑制し、ATL 細胞のアポトーシスを誘導したことは明らかにした。ま

た、Survivin が XIAP と結合する部位（15-38aa）を標的としたオリゴペプチドは ATL 細胞株 S1T

と MT2 の細胞増殖を抑制し、アポトーシスを誘導することを見出した。このペプチドによる ATL

細胞のアポトーシス誘導のメカニズムを解明すれば、ATL の新しい治療法の開発に貢献できる

と考えている。 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 成人 T細胞白血病（ATL）は、1976 年に

高月清らによって発見、命名された疾患であ

る。レトロウイルス、腫瘍ウイルスである

HTLV-1（ヒト T細胞白血病ウイルス I型）の

感染により発症する腫瘍性疾患である。日本

では西日本、特に九州に HTLV-1 感染者が多

く、HTLV-1 に感染している人の 0.07％が 40

～60年の潜伏期を経て成人T細胞白血病を発

症する。HTLV-1 のコードする Tax は ATL 発

症の初期段階に主要な病原因子である。Tax

は強力な転写因子で、ウイルス遺伝子の転写

を活性化させる一方、CREB、 NF-κB および
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SRF などの細胞の遺伝子の発現も制御する。

これらの転写因子が活性化され、細胞の増殖、

トランスフォメーションを促進し、悪性化を

引き起こす。ATL は急性型、リンパ腫型、慢

性型とくすぶり型の 4種類と急性転化型の 1

つの病態に分けられる。慢性型とくすぶり型

ATL は治療しないで、経過を観察するが、急

性型とリンパ腫型 ATL は通常、ビンクリスチ

ン、アドリアマイシン、エトポシドなどの抗

がん剤併用療法で治療が行われる。しかしな

がら治療抵抗性のため、ATL の予後は極めて

不良である。平均生存期間は約１年に過ぎず、

新しい治療法の開発が待ち望まれている。

ATL の薬剤耐性のメカニズムは P-糖蛋白質、

MRP1、LRP などの発現のほかに、Tax による

NF-κB の活性化も、ATL 細胞のトランスフォ

メーションとアポトーシス抵抗性に重要な

役割を果たしている。ほとんどの ATL 症例の

末梢血には Taxの発現が見られないにもかか

わらず、NF-κB が恒常的に活性化している。 

(2) NF-κBファミリーは Relホモロジードメ

インをもつ NF-κB/Rel Proteins とアンキリ

ンリピートを持つ IκB Proteins からなる。

細胞に一番多く存在するのは p65 と p50 のヘ

テロダイマーである。通常 p65/p50 ヘテロダ

イマーは I κ B αと結合して不活性化状態

で細胞質に局在する。HTLV-1 などのウイルス

感染や carcinogen、アポトーシス誘導剤など

の刺激によって IKK 複合体が活性化され、 

p65/p50と結合する IκB α がリン酸化され、

ユビキチン化され、プロテアソ－ムにより分

解される。残された p65/p50 は核に移行し、

標的遺伝子の発現を誘導する。 NF-κBはア

ポトーシス抑制、細胞増殖、 血管新生、免

疫、炎症反応などに重要な役割を果たしてい

る。HTLV-1 の Tax 蛋白質は細胞質と核の両方

で NF-κB の活性化に寄与している。細胞内

では、TaxはIKKあるいはIKK上流のMEKK1、

NIK と結合し、IKK 複合体を活性化する。Tax

は IKK、IKKβにも直接結合でき、それらの

分子のキナーゼ活性を亢進させる。また直接

IκB、βに結合して IκB、βの分解を促

進する。核内では、NF-κB に結合してその

２量体化を促進して転写活性を亢進する。

Tax は CBP/P300、P/CAF などの NF-κB のコア

クチベーターとも結合できる。このことによ

り NF-κB とそのコアクチベーターとの結合

を促すことにより NF-κB の転写活性を増強

する。アポトーシス抑制因子の survivin は

NF-κB の標的遺伝子の一つである。 

(3) Survivinは胎児期を除くとほとんどの正

常細胞で見られないが、各種の固形腫瘍や白

血病細胞で高発現する。Survivin は、健常人

の末梢血で検出されなかったが、ATL 症例、

ATL細胞株とHTLV-1をトランスフォームした

細胞で survivin mRNA が高発現することが報

告された。survivin の発現は癌の進行と予後

のマーカーだが、ATL においても survivin 高

発現症例の平均生存期間 6.4 ヶ月に対して、

survivin 低発現症例は 18 ヶ月であった。

survivin は ATL において高発現し、予後に関

わる因子であることが示唆された。survivin

は抗アポトーシス蛋白質である IAP

（inhibitor-of-apoptosis）ファミリーのメ

ンバーであり、17q25 に位置し、142 アミノ

酸、分子量 16.5KDa の小さい分子である。

Survivin は、一つの BIR 領域を有し、C末端

に coiled coil と呼ばれるヘリックス構造を

持ち、微小管と結合し、Ring finger 領域が

ないにも関わらずユビキチン化される、など

の特徴を有している。Survivin はホモダイマ

ーを形成して働いている。Survivin は細胞分

裂の調節とアポトーシス抑制の二つの機能

を持っている。細胞分裂の metaphase と

anaphase において、survivin は主に二つの

プールに局在する。一つは、直接的に中心体、 

metaphase の微小管、anaphase の紡錘体と結

合し、微小管のダイナミックを調節する。も

う一つは、Aurora B キナーゼ、INCENP、 

Borealin と結合し chromosomal passenger 

complex (CPC) を形成して、metaphase 染色

体のキネトコアに局在し、染色体分裂と細胞

質分裂を調節する。形成された CPC のキネト

コアへの正確な局在と微小管の安定化は両

極性紡錘体形成に重要である。Survivin はカ

スパーゼ-3、7、9 と結合し、カスパーゼ-3、

7、9の活性化を阻害することによってアポト

ーシスを抑制するができるが、survivin がカ

スパーゼ-3、7 と結合する能力は、XIAP より

かなり弱い。Survivin は BIR 領域を通じて

XIAP と結合し、XIAP を安定化させ、カスパ

ーゼ-9 の活性化を阻害する。Survivin のア

ポトーシス抑制機構は、細胞内では直接カス

パーゼ-3、7と結合するのではなく、他分子

との相互作用によってアポトーシスを抑制

していると考えられる。Survivin は、癌での

特異的な発現と予後に関わるため、がん治療

の標的分子として注目されている。 

(4)ヒ素は前骨髄性白血病（APL）治療に有効

な薬として知られている。APL 以外の白血病

および固形腫瘍においては、ヒ素は bcl-2 の

発現を低下させ、NF-κB の活性を抑制するこ



 

 

となどによって、これらの細胞のアポトーシ

スも誘導できる。近年、ヒ素と IFN-αの併用

が、ATL の新しい治療法として注目されてい

る。Hermine らは、再発 ATL と難治性 ATL にヒ

素と IFN-を併用する PhaseⅡの臨床試験を行

った。7例中 1例が完全寛解、3例が部分寛解、

そのうちの 1例が 32 ヶ月の時点で、disease- 

free を維持した。この臨床試験の結果は、ヒ素

が ATL の新しい治療法として有望であることを

示している。 

 

２．研究の目的 

我々は、38 例の ATL と 18 人の健常人の末

梢血細胞を用いて real-time PCR 解析を行い、

ATL、特に急性型 ATL 症例で survivin mRNA
レ ベ ル が 健 常 人 よ り 有 意 に 高 く 、

Performance status (PS)３－４ の ATL は PS 

１－２の ATL より survivin の発現が高いと

いう結果を得た。ヒ素で ATL 細胞を処理する

と、survivin の発現レベルが低下し、アポト

ーシスが誘導された。 

Survivin は ATL で高発現している。

Survivin は XIAP などの他分子との結合する

ことにより機能している。それらの結合を阻

害すれば、survivin の機能を抑制でき、

survivin の抗アポトーシス作用と分裂進行

作用を抑制することができると考えられ、が

ん治療の標的分子として魅力的である。我々

は、ATL において、ヒ素による survivin 発現

の低下のメカニズムを調べるとともに、

survivin を標的した治療法の開発を試みた。 

 

３．研究の方法 

(1)ヒ素による survivin発現レベル低下の解

析。 

ATL においては NF-κB が活性化している。

survivin が NF-κB の標的遺伝子の一つで、

ヒ素が Tax を抑制し、IκBのリン酸化を抑制

することにより NF-κB の活性化を抑制する

ことは知られている。我々は ATL 細胞株 S1T

と MT2 をヒ素で処理し、survivin の発現レベ

ル変化と NF-κB が活性化するかを調べた。 

①ヒ素で処理した MT2 と S1T 細胞の増殖を

MTT Assay で調べる。 

②ヒ素で処理した MT2 と S1T 細胞のアポトー

シス変化を FACS で調べ、sub-G1で評価する。 

③ヒ素で処理したMT2とS1T細胞のsurvivin 
RNAと蛋白質レベルの変化をRT-PCTとイムノ

ブロット法で調べる。 

④ヒ素で処理した MT2 と S1T 細胞を細胞質と

核に分けて、 NF-κB の p65 と p50、 IκB- 
の変化をイムノブロット法で調べる。 

 

(2) Survivinはホモダイマーを形成して機能

し、XIAP と結合することによって XIAP を安

定化させ、caspase9 の活性化を抑制している。

Survivin のダイマー形成あるいは XIAP との

結合を阻害すれば、survivin の機能を抑制で

き、survivin の抗アポトーシス作用と分裂進

行作用を抑制することができると考えられ

る。ATL の新しい治療法を開発するために、

我々は survivin のダイマー形成部位

（89-103aa）と、XIAP と結合する部位

（15-38aa）を標的としたオリゴペプチドを

合成し、ATL 細胞株 S1T と MT2 をそれらのオ

リゴペプチドで処理し、細胞の増殖、分裂、

アポトーシスに対するこれらのペプチドの

影響を調べる。 

①survivin のダイマー形成に関与するアミ

ノ酸配列部位（89-103aa）、XIAP と結合する

survivin の部位（15-38aa）の N 末端に膜透

過キャリアー（ TAT 蛋白質の protein 

transduction domains, PTD）をつけて、FITC

で標識したペプチドと FITC で標識していな

いペプチドを作製する。コントロールとして

は GFPのアミノ酸配列を持つオリゴペプチド

を用いる。 

②FITC で標識した各ペプチドで ATL 細胞株

S1T と MT2 を処理し、各ペプチドが確実に細

胞に入ることを共焦点顕微鏡で確かめる。 

③FITCで標識していない各ペプチドのS1Tと

MT2 細胞に対する毒性を MTT assay で調べ、

各ペプチドの S1T と MT2 細胞に対する増殖抑

制効果を評価し、その効果を比較する。 

④FITC で標識していないペプチドで処理し

た ATL 細胞を Annexin V と PI で染色し、FACS

で解析し、各ペプチドのアポトーシス誘導効

果を比較する。 

 
４．研究成果 
(1)我々は、Tax を発現する MT2 細胞と Tax を
発現しない S1T 細胞の２つの ATL 細胞株を 2 
M のヒ素で処理し、survivin の発現を低下
させると、２つの細胞ともヒ素の濃度と処理
時間に依存して増殖が抑えられた。MT2 細胞
では核内の p50 と p65 はヒ素の濃度と処理時
間に依存して低下した。一方、細胞質の Iκ
B- は増加した。S1T細胞でも核のp50と p65
はヒ素に依存して低下した。ATL 細胞では、
Tax の発現とは関係なく、ヒ素が IB-の分
解を抑制することによって、NF-B の核への
移行を阻害し、NF-B を介する survivin の転
写を抑制し、ATL 細胞のアポトーシスを誘導
したことが示唆された。 
 
(2) FITC で標識した 89-103aa と 15-38aa ペ



 

 

プチドとコントロールの GFP ペプチドが ATL
細胞株 S1T と MT2 の細胞質に分布することを
共焦点顕微鏡で観察した。89-103aa と 15-38 
aaペプチドの濃度と処理時間に依存して S1T
と MT-2 細胞の増殖が抑制され、アポトーシ
スが誘導された。15-38aa ペプチドの細胞毒
性とアポトーシス抑制作用は 89–103 aa より
強かった。以上の結果から、survivin のダイ
マー形成部位と、XIAP と結合する部位を標的
としたオリゴペプチド、特に XIAP と結合す
る部位を標的としたオリゴペプチドは、ATL
細胞のアポトーシスを強く誘導し、新しい
ATL 治療薬として有望であることを示した。
15-38aa ペプチドの ATL 細胞のアポトーシス
を誘導するメカニズムとしては、15-38aa ペ
プチドが survivin と XIAP の結合を阻害し、
XIAP が安定化できなくなり、caspase9 が活
性化するためと予想し、現在、そのメカニズ
ムを詳細に調べているところである。 
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