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研究成果の概要（和文）：　c-myc遺伝子転写抑制因子FIR(FBP-interacting repressor)は基本転写因子TFIIHを
抑制する。FIR+/-p53-/-マウスを作製したところT細胞性急性リンパ性白血病を発症した。T-ALL発症マウスの胸
腺リンパ腫組織(腫瘍)及び末梢血液(血清)の比較プロテオーム解析・RNA-sequenceを行い、ヒトT-ALL臨床サン
プルを用いて新たな早期診断法の開発と治療応用を目指した。

研究成果の概要（英文）：The switch of pyruvate kinase (PK) M1 and PKM2 is pivotal for glucose 
metabolism in cancers. FUSE-binding protein (FBP)-interacting repressor (FIR) is a transcriptional 
repressor of the c-myc gene. This study investigated the thymic lymphoma tissues of mice and 
revealed that haplodeficiency of FIR significantly contributed to the splicing of PKM1 to PKM2 in 
mice thymic lymphoma using six-plex tandem mass tag (TMT) quantitative proteomic analysis in this 
mice model. TMT revealed 648 proteins that were up- or downregulated in mice thymic lymphoma 
tissues. Among them, PKM2 protein, but not PKM1, was upregulated in the thymic lymphoma as well as 
T-ALL. These results indicated that FIR haplodeficiency contributes the alternative splicing of PKM1
 to PKM2 by partly inhibiting hnRNPA1 expression in the thymic lymphoma cells prior to T-ALL. Taken 
together, our findings suggest that FIR and its related spliceosomes are potential therapeutic 
targets for cancers, including T-ALL.

研究分野： 臨床検査医学
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１．研究開始当初の背景 

(1) T 細胞性急性リンパ性白血病（T-ALL）の
新規病態メカニズム解明による早期診断法
や治療開発を目指して発症モデルマウス、
c-myc遺伝子転写抑制因子FIR(FBP interacting 
repressor)と p53 のヘテロコンパウンド KO 
マウス（FIR+/-p53+/-）同士を交配し c-myc 遺
伝子の発現増大を伴う T-ALL 発症モデルマ
ウス（FIR+/-p53-/-, C57BL6）を作製した。T-ALL
では高率（約５０％）に Notch1 の遺伝子変異
が認められる。一方、近年の報告では T-ALL 
ではポリユビキチンリガーゼ FBW7(F-box 
and WD-repeat domain-containing 7)の機能低
下により c-Myc や Notch1 が細胞内に蓄積し、
同時に p53 機能喪失を伴っている。 

我々は多くの癌で高発現している c-myc 遺伝
子の転写抑制因子 FIR はその転写抑制部位が
欠損したスプライシング変異（FIRΔexon2）
が癌で高発現し、大腸癌では FIRΔexon2/FIR 
mRNA 比が診断的に有用であることを報告
してきた。さらに FIRΔexon2 が正常型 FIR の
機能を拮抗阻害する結果、TFIIH/p89 の DNA
ヘリカーゼ機能を抑制できず c-myc 遺伝子の
持続的な賦活化が惹起されることを報告し
た。 

(2)以上の研究成果から c-myc 転写抑制因子
FIR と p53 のダブルヘテロノックアウト
（KO）（FIR+/-p53-/- ）マウスを作製したとこ
ろ T-ALL を発症し論文として報告した。この
T-ALL細胞では c-Mycの発現増大が認められ
ることを確認した。すなわち T-ALL では
（Notch1 の遺伝子変異によらず）c-Myc の発
現増大と p53 の機能喪失がその発症に重要
であることが示唆される。   

このような研究は本邦のみならず、世界的
にもほとんど行われていない。このような
我々の研究背景から、難治である T-ALL の未
解明の病態機序を解明して、新規の診断・治
療法の手がかかりを得たいと考え本研究を
着想した。 

２．研究の目的 

(1) T-ALL ではポリユビキチンリガーゼ
FBW7 の機能低下により c-Myc や Notch1 タ
ンパク質が分解されずに細胞内に蓄積し、
p53 機能喪失を伴っているため、本研究では
新規 T-ALL 発症モデルマウスの知見をヒト
T-ALL 臨床サンプルで確認し、さらに我々が
これまで報告してきた FIR /FIRΔexon2 と
SAP155（骨髄異型性症候群で遺伝子変異あ
り）の機能的な相互作用と FBW7（SAP155
と一部類似構造を持つ）の関連を調べ T-ALL
の新規コンパニオン診断（早期診断）と治療
応用を目指すことを当初の目的とした。 

(2) T-ALL の発症に重要な FBW7 の機能低下
により細胞内の c-Mycはユビキチン化阻害に
より増加する。また FIR は SAP155 の W
（tryptophan）D(aspartic acid) domain と結合す
ることが方向されている（図５）。FIR と結
合する SAP155 の WD domain は FBW7 の WD 
domain と極めて高い相同性（立体構造）を有
する（未発表）。これらの未発表データから
FIR が SAP155 のみならず FBW7 とも相互作
用して T-ALL における c-Myc 発現増大に関
与しているのではないかとの着想に至った。 

３．研究の方法 

(1) 我々は近年、FIR と SAP155 の相互作用が
癌化に強く関与していることを報告した。す
なわち多くのヒト癌組織において FIR と
SAP155 が高発現していること、SAP155 が
FIR pre-mRNA のスプライシングに必要なこ
と、大腸癌において FIRΔexon2 が高発現する
理 由 と し て （ 正 常 で は 見 ら れ な い ）
FIR/SAP155の結合が FIRと SAP155本来の機
能をそれぞれ阻害して c-myc 転写制御や
SF3b によるスプライシング調節の逸脱を惹
起していること、癌細胞では FIR-SAP155 の
結合が SF3b の機能低下により FIR のスプラ
イシングを変化させてFIRΔexon2が産生され
c-Myc の発現増大を惹起すること等を見出し
た。 

(2)本研究ではヒト臨床検体（白血病細胞）を
用いてFIRΔexon2/FIR mRNA比の診断的な意
義を検討する。FBW7 の機能低下は T-ALL の
発症に重要であり FIR-SAP155-FBW7 の結合
を阻害する低分子化合物は細胞増殖抑制剤
（抗癌剤）候補と考えられるため FIR の結合
化合物をスクリーニングした。本研究ではこ
れらの化合物の生理活性をさらに詳細に
我々の樹立した動物モデル（FIR+/-p53-/-）を用
いて調べた。 

４．研究成果 

(1) T-ALL発症モデルマウス(p53-/-FIR+/- 及び



p53-/-FIR+/+マウス)に発生する胸腺リンパ腫
の組織及び末梢血液中に発現するプロテオ
ーム比較解析を行い、疾患時に発現の変化が
見られるタンパク質すなわちバイオマーカ
ー候補を網羅的に同定し論文を投稿した
（2017 年５月１１日現在査読中）。白血病が
遺伝子・染色体異常のみならずタンパク質相
互作用により発症するという可能性を追求
した。  

(2) 本研究は難治性の白血病である T-ALL の
分子メカニズムを、これまで指摘されている
白血病の Notch シグナル変異とは全く異なる 
『FIR-SAP155 の相互作用ならびに FBW7 の
機能不全による c-myc 遺伝子の制御機構の逸
脱』という観点から解明するものである。癌
で認められる「多くのタンパク質間の相互作
用」の中でも、FIR-SAP155 の相互作用の解
析から癌を治療とする試みは、独創性(新規
性)が高い成果である。 

(3)Tandem Mass Tag(TMT)スペクトロメトリ
ー解析の結果、PKM2 の発現がマウスのリン
パ腫では正常マウスの胸腺に比べて約２倍
発現増大していた。PKM2 mRNAのqRT-PCR。
FIR+/- P53-/-マウスの胸腺リンパ腫（N=5）で
は FIR+/+P53+/+マウスの胸腺リンパ腫（N=2）
と比較して PKM2 mRNA が約 2.2 倍であった。
このことから、Tandem Mass Tag(TMT)スペク
トロメトリー解析と合わせて、マウス胸腺リ
ンパ腫ではPKM2は転写レベルで発現増大し
ていることが示唆された。さらに FIR+/- P53-/-

マウスの胸腺リンパ腫（N=5）では FIR+/+P53-/-

マウスの胸腺リンパ腫（N=5）と比較して
PKM2 mRNA が 40%増大していた。このこと
から、FIR haploinsufficiency はマウス胸腺リ
ンパ腫のPKM2の発現増大に寄与しているこ
とが強く示唆された。 

(4)結果からの考察：マウスモデルにおける
PKM2 の発現増大（転写レベル、タンパク質
レベル）の理由は FIR haploinsufficiency
（FIR+/-）に起因する c-myc 遺伝子の発現増大
によるのか、他の要因によるのか。例えば FIR
のスプライシングや相互作用するタンパク
質が関与しているのか。ヒト臨床サンプル
（T-ALL を含む白血病のサンプル）で今回の
マウスの結果を検証する予定である。  

これまでの論文報告（FIR, FIRΔexon2 と相互
作用するタンパク質候補）や今回の TMT 解
析により、PKM2 の発現増大に関与するタン
パク質群を table や Figure に整理して、論文
投稿中である。 

(5) FBW7 のプロペラ・ポケットには FIR と相
互作用可能な WD 配列が存在することを
FBW7 の３次元立体構造解析から明らかにし
た。 

FBW7 の３次元立体構造解析の結果より、
FBW7 のユビキチン化分解タンパク質結合部
位（degron pocket）には、WD 類似の配列が
存在することが確認された。今後、同部位と
FIR などの直接的な相互作用の可能性を調べ
る予定である。 

(6) FIR（FIRΔexon2）に結合する低分子化合
物の同定とそれらの生理活性を調べた。我々
はこれまでの研究（理化学研究所長田裕之研

究室との共同研究）により、FIR（FIRΔexon2）
に結合する低分子化合物を２万種類以上の
化合物バンクの中からスクリーニングした。 

本研究ではそれらの化合物の中から人工合
成し易い化合物をデザインして、種々の生理
活性（細胞増殖抑制、細胞死誘導、細胞周期
停止）などを調べた。FIR-SAP155 の相互作
用阻害による癌治療。我々は FIR-SAP155 の
相互作用を低分子化合物や抗体阻害するこ
とにより、FIR と Sap155 の本来の機能が回復
して癌治療に応用可能であると考えられる。
同時に本研究で FIRと FBW7の相互作用が証



明できれば、FIR の SAP155 結合部位と FIR
とFBW7の相互作用部位は同じであると考え
られるため、FIR-SAP155 の相互作用を阻害
する低分子物質あるいは抗体を癌治療薬候
補として検討した。 

(7) 我々の研究成果および他の研究者の論文
報告から、「T-ALL の発症には（シグナル伝
達の如何によらず）最終的には c-Myc の発現
増大と p53 の機能喪失の２つが必要十分」で
ある可能性が示唆された。本研究では我々の
樹立した動物モデルを用いて、白血病細胞を
フローサイトメトリーによりソーティング
（選別）して個々の腫瘍細胞と非腫瘍細胞の
正常を詳細に検討した。さらに動物モデル、
あるいはヒト臨床サンプル（末梢血）を用い
て、すでに我々の研究室で確立されたプロテ
オミクス解析により白血病の診断や治療に
役立つ分子を同定して論文投稿中である。本
研究の成果は今後の臨床検査（白血病の診
断）や治療にも役立つと考えられる。すなわ
ち FIRあるいは FIRΔexon2に結合する低分子
化合物の生理活性を詳細に調べることによ
り、抗癌剤開発の有効なスクリーニング法に
なると考えられる。本研究は本邦発の医薬品
が極めて少ないという現状を打破する一助
になる可能性が高い。千葉大学医学部附属病
院は医療法上の臨床研究中核病院の認定を
受けている。本研究の成果を受けて、今後は
医師主導の臨床研究を積極的にサポートし
ていきたい。 
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