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研究成果の概要（和文）：NADPH oxidase (Nox)依存性に産生される活性酸素腫(ROS)が急性
リンパ性白血病(ALL)におけるがん形質発現に関与するメカニズムについて解析を行った。一
部のALL細胞に発現するNox5が産生するROSは白血病細胞の増殖やアポトーシス抑制に関与し
ていることが示され、治療の際の分子標的となり得ることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of carcinogenesis mediated by Nox 
–generating ROS in acute lymphoblastic leukemia. ROS generated by Nox5 expressed in 
part of ALL cells were related to the growth and inhibition of apoptosis of tumor cells. 
It was shown that Nox5 can be a molecular target of the therapy. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2010 年度 800,000 240,000 1,040,000 

2011 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・小児科学 
キーワード：小児血液学 
 
１．研究開始当初の背景 
小児急性リンパ性白血病(ALL)は小児期の

悪性腫瘍の中で最も頻度の高い疾患である。

小児 ALLの治療成績は多施設共同研究による

リスク別層別化による治療方法の改良、支持

療法の進歩で目覚ましい進歩をとげた。さら

に一部の小児 ALLでは遺伝子レベルでの原因

が明らかになりつつあり、治療への応用が期

待される。一方、ハイリスク症例や再発 ALL

症例は治療抵抗性かつ難治性で、それらの予

後は造血幹細胞移植をもってしても極めて

不良であり、今までの化学療法剤による

total cell killing の概念に基づいた治療に

は限界があると言わざるを得ない状況にあ

る。このような事実を踏まえた上で、いまま

で着目されなかった小児 ALLの新たな癌形質

の発現機序に基づいた新規治療法の開発が

緊急の課題である。 

 
２．研究の目的 
スーパーオキシド(O2

－ )や過酸化水素

(H2O2) 等 の 活 性 酸 素 (reactive oxygen 



species, ROS)は細胞内ミトコンドリア、ペ

ルオキシソーム、NADPH oxidase (Nox)ファ

ミリーや電離放射線などから産生され、酸化

ストレスや細胞障害に関与する。一部の癌細

胞にも発現がみられるが、その分子腫瘍学的

役割として、癌細胞から産生される ROS は遺

伝子にストレスを与えることで DNAに不安定

性をもたらし、ひいては癌遺伝子の活性化、

癌抑制遺伝子の不活性化をもたらすと考え

られてきた。しかし近年の ROS 研究から注目

すべきことは、Noxファミリーが産生する ROS

に依存したシグナルが、細胞増殖･形態等の

生理的シグナル伝達を直接撹乱することに

より、癌細胞への形質転換、癌細胞の増殖能

や運動能など癌形質の獲得に深く関わって

いることが明らかになりつつあることであ

る（Cancer Res 64:3580, 2004, J Biol Chem 

282:17640, 2007）。我々は好中球における酸

素非依存性殺菌タンパクとともに Nox2 によ

る自然免疫機構に注目してきた。その中で好

中球以外の末梢血細胞における Noxファミリ

ー分子発現を解析中に、血液中の CD34 陽性

細胞やリンパ節における T および B 細胞に

Nox 分子の発現がみられること、さらに Nox5

を高発現する複数の ALL細胞株および再発小

児 ALL 患者検体を見出した。これらの細胞が

実際 ROS を産生すること、また活性酸素阻害

剤の添加による Nox5 高発現 ALL 細胞株の顕

著な増殖抑制効果を確認済みである。このこ

とを踏まえた上で、本研究では小児 ALL の細

胞生物学的特性における Noxファミリー分子

の関与を分子生物学的に明らかにするとと

もに、Nox に依存した ROS によるシグナルを

制御コントロールすることによる難治性小

児 ALLに対する新たな分子標的療法を開発す

るための基礎的根拠を明らかにすることを

目的とする。 

 

３．研究の方法 
(1)小児 ALL サンプルおよび ALL 細胞株にお

ける Nox 遺伝子およびタンパクの発現解析：

７種類の Nox 遺伝子の発現を RT-PCR により、

東京小児がん研究グループより供与された

100 サンプル（初発および再発時）および 15

種類の細胞株につき RT-PCR 法を用いて解析

した。特に Nox５に着目した。 

 

(2)siRNA 発現細胞株の樹立：Nox5 の発現が

確認された細胞株につき siRNA および

scrambled siRNA 発現レトロウイルスベクタ

ーを作製した。Nox5 発現細胞株にレトロウイ

ルスを感染させ puromycinに対する薬剤感受

性をもとに siRNA発現細胞のクローニングを

行った(J Biol Chem 281: 20368, 2006)。樹

立した複数の細胞株における Nox5 発現低下

を real-time RT-PCR およびウエスタン解析

により確認した（control として用いる

scrambled siRNA 導入株では発現低下はみら

れない）。さらに ROS 産生低下をフローサイ

トメトリーで確認した（Cancer Res 64:3580, 

2004）。 

 

(3)siRNA 発現細胞株を用いた癌形質にかか

わる細胞特性の比較：(2)で樹立した細胞株

（親株、Nox5 発現低下株、コントロール）を

用いて解析した。増殖能は液体培養で経時的

に MTTassay を行った。アポトーシスに関し

ては doxorubicin 添加および serum 

starvation により annexin V/7-AAD の発現を

フローサイトメトリーで比較検討した。 

 
(4)細胞増殖およびcell survivalに関するシ
グナル伝達経路の解析：Nox5 siRNAおよびコ
ントロールsiRNAを導入したMT2細胞株を10%F
CS存在下で48時間培養し、p38MAP kinase, A
kt,ERKのリン酸化をウエスタン解析により比
較検討した。 
 
(5)融合遺伝子の導入による Nox5 発現解析 
(1)で Nox5発現と相関が明らかになった転座
型遺伝子変異（融合遺伝子、BCR-ABL）を
HEK293 細胞に遺伝子導入することにより
Nox5 の発現誘導が観察できるか real-time 
PCR で検討した。 
 
(6)免疫不全マウスにおける腫瘍造成能の比
較検討：Nox5 siRNAおよびコントロール siR
NAを導入したMT2細胞株をそれぞれ免疫不全
マウスに移植し、造腫瘍能を比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1)小児ALL臨牀検体のうち20％にNox5の高
発現がみられた。また細胞株では複数の細胞
で Nox5 の発現がみられたが、特に HTLV-1 感
染細胞である MT1 および MT2 細胞に Nox5 の
高発現を認めた。それぞれの細胞株に抗酸化
剤である DPI,NAC および PDTC 添加により
10%FCS 存在下液体培養をしたところ、非添加
の細胞に比し細胞増殖の抑制を認めた。以下
の実験では MT1 または MT2 細胞を用いた。 
 
(2)Nox5 siRNA および scrambled siRNA 発現
レトロウイルスを感染させて、親株に比し
Nox5 発現低下した MT1 siRNA, MT2 siRNA お
よび発現の変化がない MT1 control,MT2 
control を樹立した。フローサイトメーター
で MT1 siRNA,および MT2 siRNA における ROS
発現低下を確認した。 
 



(3)MTTassay による増殖能の比較では MT1 
siRNA および MT2 siRNA はそれぞれのコント
ロールに比し約 40％の増殖能低下を認めた。
フローサイトメーターによる adriamycin 添
加での apoptosis 誘導の解析では、MT1 siRNA
および MT1controlでの Annexin(+)7-AAD(-)
細胞分画は adriamycin 添加前ではそれぞれ
18%, 29%だったが adriamycin 添加後でそれ
ぞれ 30%, 48%に増加した。抗酸化剤 PDTC 添
加による cleaved PARP 生成をウエスタン解
析したところ MT1 および MT2 control に比し 
MT1 および MT2 siRNA で PDTC 添加前に比べ
PDTC 添加後に明らかな cleaved PARP の増加
を認めた。 
 
(4)MT2 siRNA 細胞株は MT2 control コントロ
ールに比し、培養 48 時間後のリン酸化 Akt
および ERKの減少すなわち活性化の抑制が明
らかになった（図１）。P38MAP kinase のリ
ン酸化には変化はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１リン酸化 Akt、ERK のウエスタン解析 
 
(5)(1)においてBCR-ABL陽性細胞株においてN
ox5発現がみられた。BCR/ABLによるNox5発現
の誘導を検討するためにHEK293細胞にBCR-AB
L発現ベクターを導入したところNox5発現が
誘導された。さらにHEK293細胞へのBCR-ABL
発現ベクター導入時にJAK inhibitorやSTI57
1を添加するとNox5誘導の抑制が観察された。
またSTAT5B siRNAを添加してBCR-ABL発現ベ
クターをtransfectしたところNox5発現誘導
は抑制された。これらのことからNox5はBCR-
ABLにより誘導され、そのシグナル伝達経路と
してJAK/STAT5B経路が関与していることが示
唆された。 

(6)免疫不全マウスへの移植実験では、コン
トロールに比し Nox5 siRNA 導入した細胞で
の造腫瘍速度およびサイズの減少がみられ
た。 
 
以上の結果から一部の ALL 細胞に発現する
Nox5が産生するROSは白血病細胞の増殖やア
ポトーシス抑制に関与していることが示唆
された(図３)。 
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図３ Nox5 発現にかかわるシグナル伝達経路 
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