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はじめに 

 T 細胞性急性リンパ性白血病  (T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia; 

T-ALL) は T リンパ球由来の高悪性度な造血器悪性腫瘍の一つで、ALL 全体に

占める割合は、小児例では 15%、成人例では 25%である。近年、集学的化学療

法の進歩により、治療成績は改善しつつあるが、特に初回完解導入療法不応例

や再発例では未だに予後不良である 1)。現在、T-ALL に対して有効な新規分子

標的治療薬に乏しいことから、T-ALL の新しい治療戦略を開発していくことは

急務であると考えられる。 

 Notch1はT-ALL症例の50%以上で活性型変異が報告されること 2)-4)やマウス

において正常な造血幹細胞に Notch1 を強発現させると T-ALL を発症すること

5)から、T-ALL の病態生理において最も重要な分子の一つであると考えられてい

る。また Notch1 はステロイド剤を初めとする多くの抗がん剤の薬剤感受性にも

影響することが示されている 6), 7)。特に T-ALL においてはステロイド感受性と

Notch1 の発現量は逆相関することが報告されている 8)。小児 ALL においてス

テロイド感受性が良好な患者群は反応性が不良な群に比し、完解導入率 (87% 

vs 70%)、8 年全生存率 (33% vs 17%)、8 年無再発生存率 (32% vs 22%) が良好

であることが報告されている 9)。 

 Notch1 受容体は Notch 受容体ファミリーの一員である。Notch 受容体ファミ

リーには 4 種類の受容体 (Notch1-4)、5 種類のリガンド (Delta1,3,4, Jagged 

1,2) が存在する 10), 11)。Notch1 受容体は細胞外ドメイン  (Extracellular 

domain; ECD) と細胞内ドメイン (Intracellular domain of Notch1; NICD) か

ら構成され、HD ドメイン (Heterodimerization domain; HD) により連結され

ている。Notch1 受容体にリガンドが結合すると、最終的にはγ-secretase で切

断され、Notch1 の活性型である NICD が遊離し、それが核内に移行していくこ

とで下流の細胞周期、細胞分化、そしてアポトーシス関連遺伝子の転写を制御

している 11), 12) (図 1)。T-ALL において Notch1 の変異は、NICD の分解に関わ

る C 末端の proline/glutamic acid/serine/threonine-rich (PEST) ドメインある

いは HD のいずれか、あるいは両方で生じ、NICD の安定化あるいはリガンド
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非依存性に NICD の遊離を促進することによって恒常的な Notch シグナルの活

性化を引き起こす 2), 11), 12) (図 2)。   

 

 

 

図 1. Notch シグナル 

(Van Vlierberghe P1, Ferrando A. J Clin Invest. 122 : 3398-3406. 2012 を参考に作成) 

Notch1 の細胞外ドメインにリガンドが結合し、複数のプロテアーゼにより切断されると、

Notch1 の活性型である NICD が遊離し、核内に移行する。NICD は核内で RBPJ などのエ

フェクター分子と結合し、HES1 を始めとする標的遺伝子のプロモーター領域に結合、転写

を活性化する。NICD は PEST ドメインを有し、その Serine/Threonine がリン酸化される

と FBXW7 によりユビキチンが付加され、プロテアソーム依存性に分解される。 
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図 2. Notch1 受容体の構造と HD、PEST ドメインの変異 (文献 2 より引用改変) 

Notch 受容体の細胞外領域は epidermal growth factor-like repeat (EGFR)、LIN12/Notch 

repeat (LNR)、HD ドメインにより構成されている。EGFR はリガンドの結合、LNR と

HD はリガンド非依存性の Notch 受容体活性化を抑制する機能を担っている。細胞内領域

にはタンパクの相互作用に関与する RAM ドメインと ankyrin repeat (ANK)、PEST ドメ

インが存在する。HD ドメインに変異（×で示す）が生じると NICD 産生が亢進し、PEST

ドメインに変異が生じると NICD の安定性が増す。 

 

 これらの知見に基づき、γ-secretase 阻害剤が NICD の遊離を阻害し、Notch

シグナルを抑制することで T-ALL に対し治療効果を発揮すると期待された

13)-15)。しかしながらほとんどの T-ALL 細胞株、特に HD に変異を有する細胞株

では、γ-secretase 阻害剤に抵抗を示した 16)。また、様々な悪性腫瘍を対象と

したγ-secretase の第Ⅰ相試験では、有効性は低く、かつ消化管毒性が容量制限

毒性として報告された 17), 18)。また、Notch1 受容体の特異的阻害抗体も開発さ

れているが、特に Notch1 受容体に変異がある症例に対しての治療効果は限定的

である 19), 20), 21)。以上より、現時点では Notch シグナルを制御できる有効かつ

安全な治療薬は存在せず、新たな分子標的治療薬の開発が必要であると考えら

れている。 

 プロテアソーム阻害剤、特に世界で初めて臨床応用された bortezomib は、現
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在、多発性骨髄腫 (multiple myeloma ; MM) の治療に広く使用されており、そ

の有効性、安全性、また多剤併用化学療法における耐用性は実臨床で十分に検

証されてきている 22)。最近では MM に対する bortezomib の皮下注射が適応と

なった。静脈注射と比較して、奏効率は非劣性でかつ末梢神経障害などの有害

事象は有意に減少し、より安全に使用できるようになった 23)。このため適応範

囲は拡大の方向にあり、例えば、難治性の小児 B-ALL 症例に対し、bortezomib

を従来の化学療法と組み合わせたプロトコールによる臨床試験が行われている。

結果は 70%を超える高い寛解率で、有害事象に関しても最も懸念される末梢神

経障害も grade 3 以上は 9%にとどまり、小児例に対しても、有効性、安全性の

両面から期待の持てる結果となっている 24)。 

MM において bortezomib は nuclear factor-κB (NF-κB) や histone 

deacetylases (HDACs) を標的分子とすることが知られている 25), 26)。いずれの

分子も T-ALL においても治療標的となりうることが知られている 27)-30)。T-ALL

細胞株に対する bortezomib の有効性を検討した報告はあるが 31)、作用機序に関

する詳細な研究は行われていない。そこで我々は T-ALL に対する新規分子標的

治療薬の候補として bortezomib に着目し、その作用機序の解明を試みた。 
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研究方法 

細胞株 

T-ALL 細胞株として、Jurkat, MOLT4, CEM, KOPT-K1 (山梨大学小児科・

犬飼岳史博士より分与) の 4 つを主に使用した。その他の造血器悪性腫瘍の細胞

株として以下を使用した（由来を括弧内に示す）：KMS12-BM、U266、RPMI8226 

(MM)、KOPM30 (B-ALL)、HBL-2 (mantle cell lymphoma; MCL)、Namalwa 

(Burkitt lymphoma; BL)、HL-60、K562 (acute myeloid leukemia; AML) 

(Health Science Research Resources Bank より購入)。すべての細胞株はウシ

胎仔血清(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)を 10%添加した RPMI1640 

(Sigma-Aldrich) 培地を用い、CO2 5%、37℃の条件下で培養した。RPMI1640

培地は、D-glucose 濃度が 2,000 mg/L, L-asparagine 濃度が 50 mg/L, 

L-glutamine 濃度が 300 mg/L であり、血液細胞の培養に最適な組成となってい

る。 細胞培養は、1 x 105 cells/ml で開始し、1 x 106 cells/ml まで増殖した時

点で再度 1 x 105 cells/ml に希釈し継代した。 

 

薬剤 

本研究で使用した薬剤と入手先（括弧内）は次のとおりである。 

Bortezomib、MLN120B (Millennium Pharmaceuticals)、K-7174 (Kowa)、

doxorubicin (ADM)(Meiji) 、 vincristine (VCR)(Shionogi) 、mithramycin、

dexamethasone (DEX) (Sigma-Aldrich)、cytosine arabinoside (Ara-C)、and 

4-hydroxycyclophosphamide (4-OHCY) (Wako Biochemicals)。  

いずれの薬剤も dimethyl sulfoxide で溶解し、1/1000 以下に希釈して使用した。 

 

細胞増殖分析   

細胞を 1 x 105 cells/ml の濃度になるように RPMI1640 培地で希釈し、96 ウ

ェルプレートに 100µl ずつ播種した。そこに目的の薬剤を、適切な濃度になる

ように加えた。CO2 5%、37℃の条件下で 72 時間培養後、各ウェルに 

2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetra
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zolium,monosodium salt (WST-8) を 10µl ずつ加え、マイクロプレートリーダ

ー (BIO-RAD) により、450 nm の吸光度を測定した。WST-8 は生細胞によっ

て還元され、水溶性のホルマザン（吸光度 450 nm）を生成するため OD450は生

細胞数に比例する。薬剤を加えていないウェルの吸光度を対照として相対値を

計算して細胞の生存率とした。補正吸光度が細胞密度を反映することは、それ

ぞれの細胞株において予備実験を施行し、直線性を確認している。 

 

アポトーシス解析 

 細胞を phycoerythrin-conjugated annexin-Ⅴ (annexin-Ⅴ/PE) (Biovision, 

Mountain View, CA, USA) で染色し、BD LSRFortessa flow cytometer 

(Becton Dickinson, Bedford, MA, USA)を使用して、annexin-V/PE 陽性細胞の

割合を定量してアポトーシス陽性率とした。 

 

薬剤の併用効果 

 bortezomib と他の抗がん剤との併用効果を解析するために combination 

index (CI)を使用した 32)。各薬剤の単剤での効果 X が得られる濃度、併用時に

効果 X が得られる濃度を上述の細胞増殖分析により求め、図３に示す計算式に

代入して CI を算出した。CI<1 は相乗作用 (synergism)、CI=1 は相加作用 

(additive)、CI>1 は拮抗作用 (antagonism)と判定される。 
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図 3. Combination index の算出、Fa-CI プロットの説明。 

 

リアルタイム RT-PCR 

RNeasy Kit (QIAGEN) を使用して、1~5 x 105個の細胞から total RNA を分

離した。RNA 500 ng を oligo (dT) primers の存在下に ReverTra Ace 

(TOYOBO) で逆転写し  (42℃  20 分、99℃  5 分、4℃  5 分 )、目的の

complementary DNA (cDNA) を得た。TaqMan Expression Assays (Notch1, 

HES1, CYLD, GATA3, RUNX3, RELA, NFKB1, and GAPDH) と TaqMan 

Fast Universal PCR Master Mix を用い、StepOne Plus (Applied Biosystems) 

でリアルタイム RT-PCR を行った。得られたデータは 2-ΔΔCt法で評価した 33)。 

2-ΔΔCt法：目的遺伝子およびリファレンス遺伝子の増幅効率が限りなく 1 に近

い場合、1 サイクルで 2 倍に増幅されると考えられる。本研究においては、

GAPDH をリファレンス遺伝子 (内在性コントロール遺伝子) とした。例えば

Notch1 遺伝子を N とすると、ΔCtN=GAPDH 遺伝子の Ct 値-Notch1 遺伝子

の Ct 値であり、n=2ΔCtNで GAPDH 遺伝子に対する Notch1 遺伝子の相対的発

現量が定量的に示される。 

さらにサンプル間での遺伝子発現を比較するために、次の方法を用いた。例え
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ば bortezomib非投与サンプル aに対する bortezomib投与サンプル bのNotch1

遺伝子発現量を示す場合には、ΔΔCt(b-a)=ΔCtNb-ΔCtNa として、Y=2-ΔΔ

Ct(a-b)でその発現量の差をあらわす。すなわち、Notch1 遺伝子は bortezomib 非

投与サンプルに比較して投与サンプルでは Y 倍発現しているということができ

る。この手法を用いて mRNA 発現量を比較した。 

 

ウエスタンブロット 

5~10 x 105個の細胞からプロテアーゼ阻害剤を含んだ RIPA lysis buffer を用

い、細胞タンパク質を単離した。タンパク質の量を、Bradford 変法を用いて定

量し、サンプルあたり 30 µg を、目的とするタンパク質の分子量に応じた濃度

の SDS ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動し、Immobilon-P (Millipore) に

転写した。膜は 10% non-fat dry milk と 1% bovine albumin を含む

Tris-buffered saline + 0.05% Tween-20 (TBS-T) でブロッキングした。1 次抗

体は添付文書を参考として室温で 1 時間、あるいは 4℃で 16 時間反応させた。

Wash buffer には TBS-T を使用した。３回洗浄後、horseradish peroxidase で

ラベルされた２次抗体を室温で 1 時間反応させ、ルミノール反応を利用した

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) にてシグナ

ルを検出した。使用した抗体を以下に示す。 

1 次抗体：anti-Notch1、anti-cleaved Notch1、anti-KLF4、anti-p105/p50、

anti-p100/p52 、 anti-p65 、 anti-c-Rel 、 anti-RelB 、 anti-IKKß 、

anti-phosphorylated IKK/ß、 anti-IκB (Cell Signaling Technology)、

anti-HDAC1 (Sigma-Aldrich) 、 anti-Sp1 、 anti-histone H1 (mouse) 、 

anti-MZF-1 (goat)、anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology) (種を示していな

い抗体はすべて rabbit 由来)。 

2 次抗体：anti-rabbit donkey IgG (H+L)、HRP Conjugate、anti-mouse sheep 

IgG  (H+L)、HRP Conjugate (GE Healthcare)、 anti-goat donkey IgG  

(H+L)、HRP Conjugate (Santa Cruz Biotechnology)。  

また、核タンパク質成分と細胞質タンパク質成分の分離は、1~3×106 個の細
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胞から nuclear extraction kit (Cayman Chemical) を使用して行った。 

NF-κB 活性の測定 

NF-κB の canonical pathway 構成成分である p65 と p50 の DNA 結合活性

を enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法に基づく NF- κ B 

Transcription Factor Assay Kit (Cayman Chemical) にて測定した 34)。NF-κ

B の結合コンセンサス 配列（下線）を含む オリゴヌクレオチド

(5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’)を固相化したプレートにサンプルを

加え、洗浄後、1 次抗体として anti-p65 抗体ないしは anti-p50 抗体を添加した。

結合した p65 および p50 を horseradish peroxidase でラベルされた 2 次抗体に

て検出した。本法で得られるデータとゲル・シフト法など従来の測定法との相

関は開発者によって示されている 34)。このキットでは p65/p65 のホモダイマー

と p65/p50 のヘテロダイマーの区別、あるいは p50/p50 のホモダイマーと

p65/p50 のヘテロダイマーの区別はできない。これらの活性は NF-κB 結合配

列を含むオリゴヌクレオチドに結合した、p65、p50 のタンパク質量に対応する。 

 

プロモーター解析 

Notch1 遺伝子のプロモーター領域の配列  (-392~-1, -342~-1, -315~-1, 

-300~-1) は、正常 T リンパ球の genome DNA を鋳型とし、5’側に KpnⅠ、3’

側にNheⅠの認識配列を付加してPCRで増幅 (熱変性 98℃ 2分、98℃ 10秒、

68℃ 30 秒 30 サイクル、72℃ 7 分、4℃ ∞) した。増幅産物を pGL4.17 firefly 

luciferase vector (Promega) の KpnⅠ、NheⅠサイト間に挿入した。プライマ

ーの配列は表 1 に示す。完成したベクターを T-ALL 細胞株 CEM に、ポジティ

ブ・コントロールである pGL4.73 Renilla luciferase vector (Promega) と共に

Microporator MP-100 (Digital Bio) を使用してエレクトロポレーション法によ

り導入した (Voltage 1230 V、Width 40 ms、Pulse Number 1)。48 時間後、

firefly・Renilla luciferase 活性を Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega) を用いて測定した。まず、Luciferase Assay Reagent II (LAR II) を

添加して firefly luciferase レポーター活性を測定し、同じチューブに Stop & 
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Glo® Reagent を添加してこの反応を消光させると同時に、Renilla luciferase

レポーター活性を測定した。プロモーター配列の挿入されていない pGL4.17 

firefly luciferase ベクターをネガティブ・コントロールとした。 

 

クロマチン免疫沈降法 

クロマチン免疫沈降法は ChIP-IT Express Enzymatic (Active Motif) を使用

して行った。まず細胞を1%ホルムアルデヒドで固定 (室温、10分)し、Enzymatic 

Shearing Cocktail で 37℃、10 分間反応させ、断片化したクロマチンを得た。

15000 rpm、４℃で 10 分間遠心した後、得られた上清に protein G magnetic 

beads と anti-Sp1 抗体 (Santa Cruz Biotechnology) 3µg ないし非特異的 IgG

抗体 (Cell Signaling Technology) 3µg を混合し、4℃で 16 時間反応させた。結

合した DNA フラグメントを、磁石を用いて精製し、Notch1 プロモーター領域

の Sp1 結合領域を含む-480~-342 を amplicon として、GC rich 領域でも増幅効

率のよい Mighty Amp (Takara) を使用し、PCR (熱変性 98℃ 2 分、98℃ 10

秒、68℃ 30 秒 40 サイクル、72℃ 7 分、4℃ ∞) を行い、増幅領域に結合し

た Sp1 量を半定量的に示した。使用したプライマーの配列を表 1 に示す。 

 

表 1.プロモーター解析、クロマチン免疫沈降法に使用したプライマーの配列 

プロモーター解析  

--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Sense   -392 5’-GAGGTACCCTCGGGGAGGCGCAAAGGCGG-3’ 

  -342  5’-GAGGTACCAGGGGGCGGGGGGACCGGCG-3’ 

  -315  5’-GAGGTACCGGCCGGGCGGGGCGGGGCCGGC-3’ 

  -300  5’-GAGGTACCGGCCGGCGGGGGCGGAGCGCACC-3’ 

Antisense  -1    5’-GAGCTAGCGCCTCCCCACCGGCTGCCCTC-3’ 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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クロマチン免疫沈降法 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Sense  -480  5’-AAGTAGTCCCAGGCGCCCGCTCCCG-3’ 

Antisense -342  5’-CCGCGGCCACCTCCTCCCGCAC-3’ 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

レンチウイルスによる T-ALL に対する NICD 強発現 

Notch1 cDNA の NICD フラグメント(Val1754～)をコードする領域を、正常

Tリンパ球の cDNAを鋳型として以下のプライマーを使用してPCRで増幅した。 

 

 Sense : 5’-TTCTCGAGCACCATGGTGCTGCTGTCCCGCAAGCG-3’ 

 Anti-sense : 5’-AAGGATCCTTACTTGAAGGCCTCCGGAATG-3’ 

 

PCR産物をレンチウイルス発現ベクターCSⅡ-CMV-MCS-IRES2-VENUSに挿

入した。このベクター 10µg を packaging plasmid (Invitrogen) と共に 293FT

細胞 (Invitrogen) にトランスフェクションした。48 時間後に上清を回収、超遠

心（28,000 rpm、15℃、2 時間）にてウイルス粒子を濃縮した後に目的の細胞

に感染させた。感染から 24 時間後に、VENUS 陽性をフローサイトメトリーで

確認し、stable transformant を得るために限界希釈して 96 ウェルプレートに

播種し、37℃、5% CO2の条件下で培養した。増殖細胞を 48 ウェルプレート→

24 ウェルプレート→12 ウェルプレート→6 ウェルプレートと段階的に播種した。

このようにして得られたクローンの VENUS 発現をフローサイトメトリー、

NICD 発現をウエスタンブロットで確認し、NICD が強発現されている stable 

transformant を得た。 

 

マウス異種移植実験 

CSⅡ-CMV-MCS-IRES2-VENUS ベクターに firefly luciferase cDNA (高崎

健康福祉大学 村上孝博士より分与) を挿入し、上記のとおりにレンチウイルス
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を作成し、MOLT4細胞に感染させてstable transformantを得た (MOLT4-Luc)。 

 1 x 107 cells の MOLT4 あるいは MOLT4-Luc 細胞を、100µl の Iscove’s 

modified Dulbecco’s mediumに懸濁し、100µlのMatrigel basement membrane 

matrix (Becton Dickinson)と混合、6週齢のnonobese diabetic/severe combined 

immunodeficiency (NOD/SCID) マ ウ ス (Charles River Laboratories, 

Wilmington, MA, USA) の皮下に移植した。3〜5 日間経過観察した後、vehicle

群、bortezomib 単剤群、DEX 単剤群、bortezomib + DEX 併用群の 4 群にマウ

スを振り分け、図４に示すスケジュールで治療を開始した。Day0、day7、day14、

day21 に腫瘍径を測定し、4/3π×(width/2)2×(length/2)の計算式により腫瘍量

を算出した。また MOLT4-Luc を投与したマウスでは day14 に D-Luciferin (1.5 

mg/body) を腹腔内投与し、IVIS Imaging System と Living Image software 

(Xenogen) を使用し、腫瘍の広がりを評価した。 

 

 

 

図 4. NOD/SCID マウスに対する治療スケジュール 
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結果 

プロテアソーム阻害剤は T-ALL 細胞株に対し、高い殺細胞効果を発揮する  

 まず、プロテアソーム阻害剤による種々の造血器悪性腫瘍細胞株に対する殺

細胞効果を調べた。Cell Counting Kit を使用した細胞増殖分析により測定した

IC50と典型的な dose-responese curve の例を示す (図 5A、B)。bortezomib の

IC50は Jurkat 13.0±2.9 nM、MOLT4 4.5±0.24 nM、CEM 3.5±0.24 nM、

KOPT-K1 4.7±0.29 nM であり、Jurkat 以外の T-ALL 細胞株では、MM や MCL

の細胞株と比較してもより高度な殺細胞効果を発揮することが明らかになった。

さらに bortezomib と構造が異なるプロテアソーム阻害剤である K-717435), 36)は、

Jurkat を含めた T-ALL 細胞株に対して強い細胞傷害を引き起こすことが判明

した。以上の結果より、プロテアソーム阻害剤が MM 同様、T-ALL の治療に有

効である可能性が示された。 

 

 

A 



16 

 

 

 

図 5. 種々の造血器悪性腫瘍細胞株に対するプロテアソーム阻害剤の IC50の比較 

(A) U266、KMS12-BM、RPMI8226 (MM)、KOPM30 (ALL)、HBL-2 (MCL)、Namalwa 

(BL)、Jurkat、MOLT4、CEM、KOPT-K1(T-ALL)、HL-60、K562 (AML)の各細胞株に対

し、独立した 3回の実験を施行し、平均値+標準偏差（bar）を示した。(B) CompuSyn software

で作成した U266 に対する bortezomib の dose-response curve の例。IC50は自動的に算出

される。 

 

Bortezomib は T-ALL 細胞の Notch1 タンパクの発現を低下させる 

 次に、プロテアソーム阻害剤の T-ALL 細胞に対する傷害作用の分子メカニズ

ムの解明を試みた。bortezomib はすでに世界中で臨床使用され、有効性・安全

性が十分検証されている薬剤である 22)。このため、以降の実験は bortezomib

を用いて行うことにした。T-ALL 細胞の bortezomib に対する高い感受性は、生

存に重要な因子を抑制するためと考えられる。そこでまず Notch1 の発現の変化

をウエスタンブロットで検証することにした。ALL の治療に一般的に用いられ

ている抗がん剤である 4-OHCY、ADM、DEX、VCR、Ara-C と bortezomib を

IC50で MOLT4 に作用させたところ、bortezomib によって full length Notch1 

(FL)、transmembrane region (TM)、NICD 全ての発現が抑制されることが分

かった。その他の抗がん剤では、DEX で同様の現象を認めたが、抑制の程度は

bortezomib に比べて弱かった（図 6A）。4-OHCY では FL、TM の軽度の発現

B 
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低下がみられるが、NICD 発現には変化がなかった (図 6A)。bortezomib は

Notch1 の発現を時間依存性かつ濃度依存性に抑制し、MOLT4 以外に Jurkat

や CEM 細胞でも抑制が観察された(図 6B、C)。 

 bortezomib は MM において Sp1 の分解を介して HDAC1 の発現を抑制し、

細胞死を誘導することが知られている 26)。T-ALL において Sp1 は同様に発現が

低下していたが、HDAC1 発現の抑制は見られなかった (図 6B、C)。 

 

   

 

 

図 6. Bortezomib は Notch1 の発現を抑制し、下流のシグナルに影響を与える 

A 

C B 

D E 
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(A) MOLT4 細胞に各種抗がん剤を IC50 (1 µM 4-OHCY、15 nM ADM、150 nM DEX、1 nM 

VCR、5 nM Ara-C、4 nM bortezomib)で添加し、24 時間培養して細胞タンパク質を抽出

した。サンプル当り 30 µg を電気泳動し、Notch1 と NICD に対する抗体でウエスタンブロ

ットを行った。(B) 各 T-ALL 細胞株に IC50の bortezomib (Jurkat は 12nM、MOLT4 と

CEM は 4nM) を加え、図中に示した時間に細胞タンパク質を抽出した。サンプル当り 30 µg

を電気泳動し、Notch1, NICD, Sp1, GAPDH に対する抗体でウエスタンブロットを行った。

(C) 各 T-ALL 細胞株を図中に示した濃度の bortezomib 投与下で培養し、24 時間後に細胞

タンパク質を抽出した。サンプル当り 30 µg を電気泳動し、Notch1, NICD, HDAC1, 

GAPDH に対する抗体でウエスタンブロットを行った。(D)(E) (C)の実験の際に同時に RNA

を抽出し cDNA を合成、リアルタイム RT-PCR で Notch 標的分子の発現を測定し、2-ΔΔCt

法で定量的に評価した。⋆p<0.05 

 

Bortezomib は転写レベルで Notch1 の発現を低下させる 

 図 6A、B、C で FL の Notch1 自体の発現が低下していたため、T-ALL にお

いて、bortezomib による Notch1 mRNA の発現の変化を調べてみるために、リ

アルタイム RT-PCR を行った。すると予想通り、Notch1 mRNA の発現低下が

認められた (図 6D)。さらに Notch1 標的分子である HES127)37)、GATA338)、ま

たRUNX1とPKC-θの発現抑制を介して薬剤抵抗性に寄与しているRUNX339)

の発現の変化をリアルタイム RT-PCR で検証した。するとこれも予想通り、発

現低下がみられた (図 6E)。CYLDはHES1により発現が抑制されているが 27)、

HES1 mRNAの発現低下に伴い、CYLD mRNAの発現が上昇していた (図 6E)。

以上の結果より bortezomib は Notch1 の発現を転写レベルで低下させることが

明らかになった。その下流の標的分子の mRNA 発現も Notch シグナルが抑制さ

れていることに矛盾しない結果であったが、bortezomib の直接作用であること

を否定するためには、NICD の強制発現によってキャンセルされるかどうかの

検討が必要である。 
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図 7. T-ALL における NF-κB シグナル 

Canonical pathwayとnon-canonical pathwayがあり、T-ALLでは主に canonical pathway

を利用している。Notch1 の恒常的な活性化によって HES1 を介する CYLD の抑制が増強

される。CYLD の抑制によって IKKβ複合体が活性化され、IκBαのリン酸化、プロテア

ソーム依存性分解を誘導する。その結果、p65/p50 複合体が核内に移行し、NF-κB エフェ

クター分子の転写が活性化される。 

 

Bortezomib は p65 と p50 の発現を低下させることで canonical NF-κB 活性を

抑制する 

 T-ALL においては、NICD によって誘導される HES1 が、NF-κB シグナル

の抑制に働く脱ユビキチン化酵素 CYLD の発現を抑制、その結果、NF-κB の

恒常的活性化が誘導されると報告されている 27), 28) (図 7)。そこで bortezomib

による NICD 発現抑制が、この既存の pathway を介して NF-κB シグナルを抑

制するかどうかを検証することにした。 

NF-κB には canonical pathway と non-canonical pathway が存在する。そ

れぞれ主として p105/p50、RelA (p65)と p100/p52、RelB で構成されており、
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canonical pathway のエフェクターにはこれらに加えて c-Rel が存在する。まず

T-ALL 細胞株から核タンパク質・細胞質タンパク質を分離し、ウエスタンブロ

ットで NF-κB の canonical pathway・non-canonical pathway それぞれの構成

因子の発現を確認した。すると p65・p50 は核・細胞質いずれにも発現が見られ

た。また c-Rel は細胞質のみに発現し、p52・RelB はいずれの分画にも発現が

見られなかった。以上の結果から、T-ALL においては canonical pathway の活

性化による p65/p50 複合体の核内移行が NF-κB 活性化の主体と考えられた 

(図 8A)。また MOLT4 においては p50 の発現が弱く、p65/p65 のホモダイマー

が主体である可能性が考えられたが、これは以前の報告とも一致している 40)。 

 次に bortezomibによるNF-κBシグナルの各構成因子に対する影響を調べた。

図 6E に示したように、bortezomib は NICD/HES1 の発現を抑制し、CYLD を

脱抑制する。その結果、IκBαが安定化され、発現量が増加すると予想された 

が、予想に反し IκBαの発現は低下した (図 8B、C)。この理由として、IκB

αは NICD の直接の転写標的分子であるため 41)、CYLD による安定化作用より

も NICD 低下による発現抑制が前面に出るためと考えられる。また MM におい

ては、bortezomib が IκB キナーゼβ (IKKβ) を活性化することが報告されて

いるが、T-ALL においては活性化（リン酸化）を誘導しないのみならず、その

発現を低下させていた (図 8B、C)。この所見の裏付けとして、IKKβ阻害剤で

ある MLN120B を使用した実験を行った。通常の T-ALL 細胞に対しては

bortezomib 単剤でも IKKβの発現を抑制してしまうため、bortezomib と

MLN120B を併用した際の CI は 1 を超えてしまい、拮抗作用と判定されるが、

NICD を強発現させ、bortezomib による IKKβ発現抑制をキャンセルさせると

CI が 1 を下回り、MLN120B を上乗せした効果が見られるようになる (図 9)。

一方、bortezomib を作用させると、p65・p50 いずれも時間依存性・濃度依存

性に著明に発現が低下した (図 8B、C)。 

 リアルタイム PCR で mRNA の発現を確認すると、p50 mRNA は低下してい

たが、p65 mRNA は変化がなく、MOLT4 ではむしろ増加していた (図 10)。し

たがって p65 の抑制は、転写レベルではなく、NICD の発現低下を介する安定
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性の低下が主因と考えられた 31), 41)。ELISA 法を用いて p65・p50 の DNA 結合

活性を測定すると両者とも有意に低下していた (図 8D、E)。以上より、T-ALL

において bortezomib は主に p65・p50 の発現を低下させることにより、NF-κ

B 活性を抑制することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

図 8. T-ALL における bortezomib による canonical NF-κB 活性の抑制 

B 

A 

C 

E D 
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 (A) T-ALL 細胞株を Nuclear extraction kit を用いて核タンパク質と細胞質タンパク質に

分離し、NF-κB 経路に関わるタンパク質の発現を確認した。(B)(C) 図 5B、C と同様の条

件下で NF-κB 構成因子の発現に対する bortezomib の影響を検証した。各レーンのタンパ

ク質の量は 30 µgである。(D)(E) 各T-ALL細胞株に IC50の bortezomib (Jurkat は 12nM、

MOLT4 と CEM は 4nM) 投与し、核タンパクを抽出し、p65、p50 の活性を ELISA 法に

より測定した。 

  

 

図 9. Bortezomib と IKKβ阻害剤 MLN120B の併用効果の combination index。 

左図は右図の各プロットを平均したもの。⋆p<0.05 
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図 10. T-ALL 細胞株における bortezomib による RELA (p65)、NFKB1 (p50) の mRNA 発

現の変化をリアルタイム RT-PCR で解析した。⋆p<0.05 

 

Bortezomib による Notch1 の転写抑制は Sp1 の分解に起因する 

 次に bortezomib による Notch1 の転写抑制の機構を解析した。ケラチノサイ

トでは-392～-1 の領域が完全なプロモーター活性を有するという報告 42)をもと

に、図 11A に示す４種類のプロモーター配列を挿入したレポータープラスミド

を作成し、T-ALL 細胞株 CEM に導入してレポーターアッセイを行った。

bortezomib を作用させると-392~-1 のフラグメントを含むレポータープラスミ

ドでは有意にプロモーター活性の低下を認めた。-342~-1 では抑制が認められな

かったため、-392~-342 が bortezomib-responsive element と考えられた。そこ

で、この部位に結合する転写因子をデータベースでサーチしたところ、Sp1・

KLF4・MZF1 が候補として挙げられた。そこでこれらの転写因子の T-ALL 細

胞における発現をウエスタンブロットで確認すると、Sp1のみが発現しており、

なおかつ bortezomib により著明に発現が低下した (図 11B)。また Sp1 選択的

阻害剤である mithramycin43)を作用させると、Notch1 の発現が著明に低下し、
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かつその下流に位置づけられる p65 の発現も同時に低下した (図 11C)。また

bortezomib によって Notch1 プロモーターへの Sp1 の結合が低下することをク

ロマチン免疫沈降法により確認した (図 11D)。以上の結果から主に Sp1 が

Notch1 遺伝子の転写を制御しており、bortezomib による Sp1 の発現低下が転

写レベルでの Notch1 発現抑制の一因であることが明らかとなった。ただし Sp1

タンパク質発現抑制の程度に比べ、レポーターアッセイによるプロモーター活

性の低下は軽度であり、他の転写因子の関与は否定できない。 

 

 

 

図 11. Bortezomib による Sp1 の分解が、Notch1 プロモーター活性を低下させる 

(A) Notch1 プロモーターの各断片を pGL4.17 ベクターに挿入し、レポーターアッセイで

bortezomib を作用させたときのプロモーター活性の変化を調べた。⋆p<0.05 (B) 各転写因

子の発現、bortezomib を作用させたときの変化をウエスタンブロットで確認した。K562

は MZF-1 の、HEK293 に KLF4 発現ベクターをトランスフェクションさせたものを KLF4

の各々ポジティブ・コントロールとした。各レーンのタンパク質の量は 30 µg である。(C) 

A B 

C D 
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Jurkat に mithramycin を作用させ、24 時間後にウエスタンブロットを行った。各レーン

のタンパク量は 30 µg である。(D) MOLT4、CEM に bortezomib を作用させ、48 時間後に

クロマチン免疫沈降法を行い、Notch1 プロモーターの-480~-342 領域を amplicon として

PCR を行った。 

 

T-ALL 細胞に NICD を強発現させると bortezomib によるアポトーシスが抑制

される 

 T-ALLにおける bortezomib の標的分子がNotch1であることを裏付けるには、

NICDの強制発現によって bortezomibによる効果がキャンセルされることを検

証することが必要となる。そこで Jurkat・MOLT4 に NICD を強発現した系を

用いることにした。まずはレンチウイルスベクターで一過性に NICD を強発現

させた二つの細胞株 (図 12A) に bortezomib を作用させ、annexin-Ⅴでアポト

ーシス細胞の割合を調べた。Jurkat、MOLT4 いずれの細胞株でも mock を強制

発現させた細胞株と比べて NICD 強発現群で有意にアポトーシスが抑制された 

(図 12B)。また MOLT4 に NICD を強発現させた stable transformant を作成し

た。NICD 強発現株においては bortezomib を作用させても NICD の発現はほと

んど抑制されず、それと同時にその下流に位置すると考えられている p65 の発

現の低下も見られなかった (図 12C)。bortezomib あるいは Sp1 選択的阻害剤で

あるmithramycinを作用させてもNICD強発現株ではp65の活性の低下が抑制

されていた (図 12D)。同様に両薬剤によるアポトーシスも著明に抑制された 

(図 12E)。また、NICD 強発現株に各種抗がん剤を作用させると、bortezomib・

DEX・Ara-C では有意に抗がん剤の効果が抑制された (図 12F)。以上の結果か

ら、T-ALL 細胞株に対する bortezomib の様々な効果が NICD の強制発現によ

り抑制されることが明らかになった。 
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図 12. NICD 強発現による bortezomib の作用の抑制 

(A) Jurkat、MOLT4 にレンチウイルスで一過性に NICD を強発現させ、ウエスタンブロッ

トで確認し、(B) annexin-Ⅴ染色、フローサイトメトリーでアポトーシス細胞の割合を測定

した。MOLT4 で NICD の stable transformant を作成し、(C) bortezomib を作用させた

ときの NICD、p65 の発現 (各レーンのタンパク質の量は 30 µg である)、(D) bortezomib、

mithramycin を作用させたときの p65 の活性、 (E) アポトーシス細胞の割合、 (F) 各種

抗がん剤の殺細胞効果の変化を評価した。 ⋆p<0.05 

 

 

 

F 

A B 

C D 

E 
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Bortezomib と他の抗がん剤との併用療法は T-ALL 細胞株に高い有効性を示す 

 恒常的な Notch シグナルの活性化は薬剤抵抗性と密接に関連している 6)7)。 

そこでbortezomibによるNotchシグナルの抑制は薬剤感受性を増強させるとい

う仮説を立て、bortezomib と他の抗がん剤との併用効果を CI で解析した。

Jurkat、MOLT4 いずれの細胞株でも、特に DEX、ADM との併用が相乗的で、

4-OHCY、Ara-Cでも相加的な併用効果を示した (図 13A)。BortezomibとDEX、

ADM を併用すると Notch1 タンパク質の発現低下はより増強された (図 13B)。

NICD を強発現させた stable transformant では特に DEX との併用効果がキャ

ンセルされていた。以上より、bortezomib は既存の抗がん剤の感受性を増強さ

せることが明らかで、bortezomib と他剤の併用化学療法は高い有効性を示す可

能性が示された。 

 

   

 

 

A Jurkat MOLT4 

B 
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図 13. Bortezomib と他の抗がん剤との相乗効果 

(A) 各々Jurkat (左図)、MOLT4 (右図) で bortezomib と 4-OHCY、DEX、ADM、Ara-C

との併用療法に関する combination index を算出した。 (B) 各々MOLT4 における

bortezomib と DEX (左図)、ADM (右図) と併用した時の Notch1、NICD の発現の変化を

ウエスタンブロットで確認した。各レーンのタンパク質の量は 30 µg である。(C) Jurkat、

MOLT4 と各々作成した NICD の stable transformant で bortezomib と各種抗がん剤の

combination index を比較した。各薬剤 n=20~25 の plot より平均値を算出した。⋆p<0.05. 

 

In vivo における bortezomib と DEX の相乗効果 

 MOLT4 およびホタルルシフェラーゼを強発現させた MOLT4-Luc の stable 

transformant を、NOD/SCID マウスの皮下に移植し、 in vivo における

bortezomib と DEX の効果を定量的に解析した。腫瘍サイズを直接計測した場

合 (図 14A、B)、IVIS を使用してルシフェラーゼ活性を測定した場合（図 14C、

D）のいずれにおいても、併用療法によって有意に腫瘍の増殖が抑制された。す

なわち in vivoでも bortezomibとDEXの併用療法が有効であることが示された。 

 

C 
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図 14. In vivo における bortezomib と DEX の相乗効果 

NOD/SCID マウスの皮下に MOLT4 を移植し、Vehicle (対照) 群、bortezomib 単剤群、DEX

単剤群、bortezomib＋DEX 併用群に分け (n=3~4)、上記の時間で腫瘍径を測定した。(A) 継

時的変化と (B) day14, day21 における各群の腫瘍量の平均値を比較した。(C) MOLT4-Luc

細胞を移植したマウスに同様のスケジュールで治療し、IVIS で腫瘍をイメージングした。

(D)ルシフェラーゼ活性の平均値＋標準偏差（bar）を示す（n=3）。⋆p<0.05. IVIS により

定量したルシフェラーゼ活性が体内の腫瘍サイズと相関することは過去の文献により示さ

れている 44)。 

 

 

 

 

 

 

A B

V 

C D 
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考察 

 本研究において申請者は、bortezomib が T-ALL において恒常的に活性化して

いる Notch1 シグナルを抑制することで抗腫瘍効果を発揮し、かつ他の抗がん剤

に対する感受性を増強させることを in vitro および in vivo で示した。γ

-secretase 阻害剤とは対照的に、bortezomib は Notch1 の転写活性自体を抑制

するので、HD 変異の有無に関わらず、高い有効性を発揮する。この点はγ

-secretase 阻害剤や Notch 阻害抗体よりも優れている点である (図 15)。

Bortezomib の臨床使用に関する安全性・有効性に関する評価は MM 等におい

て十分になされており、T-ALL に対する bortezomib を含む多剤併用化学療法は

臨床応用が充分に可能と考えられ、治療成績の向上に寄与することが期待され

る。特に bortezomib と DEX との併用は、Notch18)のみならず、NF-κB45)をも

互いに抑制することから、相乗作用が見られている可能性が高い。 

 

 

図 15. Bortezomib による Notch1 シグナルの抑制。Notch 阻害抗体やγ-secretase 阻害剤

は HD 変異がある場合には無効だが、bortezomib は転写レベルで抑制できるので HD 変異

の有無に関わらず、Notch シグナルを抑制することができる。 
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プロテアソーム阻害剤による Notch1 発現抑制は、遺伝子発現の抑制が主要な

機序と考えられたが、転写後にも何らかのメカニズムが寄与している可能性は

否定できない。Notch1 は caspase-6 で切断されることが知られており 46)、また

リガンド非依存性の Notch シグナルの活性化にリソソームが関与している 47)。

Caspase-6 阻害剤である Z-VEID-fmk やリソソーム阻害剤であるクロロキンを

用いて bortezomib による Notch1 発現抑制への影響を調べたが、これらの経路

の関与は証明できなかった。今回の検討範囲では、bortezomib による Notch1

発現低下は主に転写レベルで起きていると結論した。 

 また T-ALL における Notch1 の転写抑制には Sp1 が重要な働きを担っている

が、Sp1 の発現が低下するメカニズムに関しては議論の余地がある。MM にお

いて、bortezomib は caspase-8 依存性に Sp1 分解し、caspase-8 阻害剤を作用

させると bortezomib による Sp1 タンパク質の分解、アポトーシスが抑制される

26)(図 16)。 

 

 

図 16. MM においては、bortezomib は caspase-8 依存性に Sp1 を分解する。 

(文献 26 より引用) Caspase-8 阻害剤を投与すると bortezomib による Sp1 タンパク質の

分解が抑制される。 
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また、Sp1 はリン酸化、グリコシル化、アセチル化、SUMO 化、そしてユビ

キチン化など様々な翻訳後修飾が起こることが知られている 48)。翻訳後修飾が

起こると Sp1 本来の転写活性化能は見られなくなる。Sp1 が SUMO 化される

と、E3 リガーゼである RNF4 によってユビキチン化され、ユビキチン-プロテ

アソーム経路を介して分解される。プロテアソーム阻害剤はこの過程を阻害す

ることによりユビキチン化された Sp1 を蓄積させる可能性がある。Sp1 は

auto-regulation している転写因子として知られており、自らの転写活性化に

Sp1 自身の働きが重要である 49)。すなわち修飾された Sp1 が増加するとたちま

ち Sp1 の活性が急速に低下してしまうことが予想される。 

 またNotch1が多様なメカニズムによりNF-κB経路を活性化していることが

明らかになってきている。CD3/CD28 刺激性マウス T リンパ球では、NICD が

直接 c-Rel や p50 に結合し、それらの因子の核への再移行を促進することが分

かっている 50)。また、NICD を強制発現させると造血前駆細胞において p65、

p50、c-Rel や RelB の核局在を誘導することが報告されている 41)。T-ALL や胆

管癌において、NICD は CYLD の発現抑制を介する IKK 複合体活性化 26)27)や

プロテアソーム依存的 IκBα分解 41)により canonical NF-κB 経路を活性化す

ることが報告されている。過去の研究による成果を模式図にまとめると図 17 の

ようになる。当初は bortezomib による NICD の発現抑制に伴ってこれらのプロ

セスが解除されるため、NF-κB 活性が低下すると推察したが、実際の実験結果

はこれらの所見を支持しなかった。T-ALL 細胞において bortezomib により

NICDの発現が低下すると核内の p65やp50自体の発現が著明に低下していた。

その機序として、mRNA は NFKB1 のみ一部の細胞株での発現低下を認めるに

とどまり、今回の p65・p50 の発現低下は NICD 発現低下による安定性の低下

が主であると推察された。また、T-ALL においては、bortezomib による NICD

の発現低下が IKKβの安定性を低下させることにより活性を阻害するが、IκB

αの蓄積は認めなかった。IκBαは NICD が直接、転写活性化している標的分

子であるため、NICD の発現が低下すると IKKβ複合体の発現に関わらず、発

現量が低下すると考えられる。IκBαの発現が低下しても、最終的なエフェク
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ターである p65・p50 自体の発現が抑制されているため全体として NF-κB シグ

ナルは抑制されているのであろうと推察される (図 17)。 

 

             

図 17. T-ALL における NF-κB シグナルと bortezomib 投与による影響 

bortezomib により NICD の発現が低下すると下流の HES1 の発現が低下し、CYLD の蓄積

がみられるようになる。IKKβ複合体の発現は低下し、リン酸化も誘導されない。IkBαは

NICD が直接、転写活性化しているため、NICD の発現が低下すると IKKβ複合体の発現

に関わらず、発現量が低下している。しかし、p65・p50 自体の発現も抑制されているため

全体として NF-κB シグナルは抑制されている。 

 

 なぜ様々な細胞に普遍的に発現している転写因子 Sp1 の抑制が、T-ALL にお

いて HDAC1 や GAPDH など他の遺伝子発現に影響することなく、Notch1 の

発現を選択的に抑制するのであろうか？ Loven らの論文 51)から考察すると、

T-ALLにおいてNotch1の発現は、プロモーター領域にSp1が集中的に結合し、

いわゆるsuper-enhancerを形成することによって維持されている可能性がある。

このため、プロテアソーム阻害剤による Sp1 の発現変化が、他の遺伝子に比べ

Notch1 の発現に大きく影響すると考えられる。 

また、臨床使用する際、正常細胞においても Sp1 を分解が起こってしまうと

思わぬ有害事象が発生してしまう可能性も考えられる。しかし、がん細胞では

正常な末梢血単核球に比べ Sp1 が強発現していることが多く、特に MM におい

てはその発現をノックダウンすることで腫瘍選択的な細胞死が誘導される 52)。
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T-ALL においても同様に Sp1 が強発現しており、bortezomib による Sp1 分解

の影響が腫瘍選択的に起こる可能性が高いと考えられる。 
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