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学 位 論 文 内 容 の 要 旨 

 

  博士の専攻分野の名称  博士（医 学）    氏 名  石尾 崇 

 

学 位 論 文 題 名 

CRISPR/Cas9 screening によって同定された ATLLの新規治療分子標的 

 

(Genome-wide CRISPR/Cas9 screen identifies novel therapeutic targets in ATLL)  

 

【背景と目的】成人 T細胞性白血病/リンパ腫(Adult T-cell leukemia/lymphoma; ATLL)は

human T-cell lymphotropic virus type I(HTLV-1)感染者の一部に発症する悪性リンパ腫

で、既存の化学療法に対する奏功が乏しい予後不良の疾患である。それ故に、ATLLの増殖

および生存に関与する必須遺伝子を標的とした新規治療方法の開発が喫緊の課題である。

これまで次世代シークエンスによりゲノム異常を網羅的に解析した結果、ATLLの病態に寄

与する様々な遺伝子変異やシグナル伝達経路が同定され、ATLLの発症機構の理解に極めて

重要な情報が提供されている。しかしながら、変異を伴う遺伝子が治療標的になりうるか

は別の問題として考えなければならない。治療標的を同定する観点において、腫瘍の増殖

や生存に関わる機能的なタンパク質を遺伝子の変異の有無により取捨選択することなく

網羅的に解析する必要がある。我々のグループでは以前 ATLL に対して免疫細胞に関連す

る 1051 の遺伝子を変異の有無に関わらず標的としてノックダウンする short hairpin 

RNA (shRNA)ライブラリーを用いた機能スクリーニングを施行し、ATLLの増殖および生存

に必須の遺伝子を網羅的に検索した。その結果、免疫関連転写因子複合体の BATF3/IRF4 が

ATLL の増殖と生存に必須であることを明らかにした。この shRNA スクリーニングにより

様々な疾患に対して治療分子標的が同定されているが、より多くの遺伝子を対象とするに

は別のアプローチが必要である。この課題に取り組むため、我々は一度に約 20000遺伝子

を網羅的に機能解析することが可能な新規ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9 を ATLL 細

胞株に用いて遺伝子を網羅的にノックアウトさせ、細胞毒性に寄与する遺伝子を同定する

ためにゲノムワイドな機能的スクリーニングを施行した。 

【材料と方法】ATLLの細胞株と対照群の MCLの細胞株を Brunello CRISPR knockout pooled 

library を用いて 19,114 種類の遺伝子群の sgRNA を導入した。導入された細胞はピューロ

マイシン耐性を獲得するため、ピューロマイシンを投与してセレクションをした。4週間継

代培養した後にゲノム DNA を抽出し、次世代シークエンサーで検出できるようにゲノム DNA

上の sgRNA配列を増幅した。PCR後の検体はサイズセレクションを行い、シークエンス解析

を施行した。各々の sgRNA 数を計測し、MAGeCK algorithm に従い day28の検体と day0の検

体との比を log2 換算した。 

【結果】上記スクリーニングにより CDK6、CCND2、JUNB、STAT3および IL10RB が ATLLの増
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殖と生存に必須の遺伝子であることを明らかにした。このうち現時点で臨床応用されてい

る薬剤の標的遺伝子は細胞周期機構に関わる CDK6 (Cyclin dependent kinase 6)のみであ

った。我々は乳癌に国内保険適応となっている CDK4/6 阻害薬(パルボシクリブ)が ATLL 細

胞株の細胞周期進行を抑制し、アポトーシスを伴う細胞毒性を有することを証明した。多く

の ATLL細胞株でパルボシクリブの有効性を認めたが、TP53異常を伴う細胞株では相対的に

抵抗性であることが判明した。このメカニズムを克服する治療法を開発するために、我々は

ゲノムワイド CRISPR スクリーニングのデータを ATLL のみに絞り、細胞全般に必須の遺伝

子である core fitness gene を含めた ATLLに必須の遺伝子シグナルを検索した。その結

果、ATLLでは mTORC1経路が必須であることが判明した。さらに、ATLLでは TP53異常によ

る mTORC1 経路の活性化が起こることが判明したため、我々は ATLL 細胞株に対してパルボ

シクリブと mTORC1 阻害薬(エベロリムス)を併用投与した。その結果、Rbタンパクのリン酸

化を著明に抑制することで TP53 異常の有無に関わらず相乗効果を認めることを証明した。

我々は ATLL患者検体からの細胞に対する併用投与の有用性を示し、さらに ATLL xenograft

マウスモデルに対しても併用投与で合併症の増加なく腫瘍量が有意に縮小することを確認

した。 

【考察】本実験ではゲノムワイドの CRISPR/Cas9ライブラリースクリーニングを用いて ATLL

に特異的な必須遺伝子を同定した。ATLL 患者では生体内の CDK4/6 を阻害する CDKN2A の欠

失を 25%程度認めており、細胞周期の G1/S期チェックポイント機構の破綻が ATLLの病態に

関与していると考えられた。我々は CDK4/6阻害薬のパルボシクリブが ATLLの Rbタンパク

のリン酸化を抑制して cell cycle arrest とアポトーシスを引き起こし、生存と増殖を抑

制することを見出した。一方、TP53 異常を有する場合はパルボシクリブの単独投与では不

十分であることも判明した。ATLL 患者で TP53 の変異と欠失はそれぞれ 17.8%と 26%に認め

ており、ATLLにおいて TP53 はパルボシクリブ反応性の指標として有用と思われる。パルボ

シクリブ抵抗性の問題を克服するために、我々は mTORC1 阻害薬のエベロリムスに着目した。

ATLL において両者の併用投与により Rb タンパクのリン酸化が著明に減少し、TP53 異常の

有無に関わらず相乗効果を認めたことから、TP53 異常を有する他の悪性腫瘍に対しても併

用投与による相乗効果が期待される。ATLL では TP53 異常による mTORC1 経路の活性化が起

こることが判明し、これがパルボシクリブに抵抗性をもたらす可能性が示唆された。 

【結論】我々はゲノムワイドの CRISPR/Cas9ライブラリースクリーニングを用いて遺伝子

に変異の見られない CDK6 が ATLLに特異的な必須遺伝子であることを同定し、かつ、

CDK4/6阻害薬のパルボシクリブを用いることで治療標的となりうることを見出した。ま

た、パルボシクリブと mTORC1阻害薬のエベロリムスの併用投与は有望な相乗的治療効果

を示しており、TP53異常を有する ATLL 細胞に対しても極めて効率的にその増殖生存を阻

害することが示された。本研究の結果は ATLLのみならず他の悪性腫瘍にも波及効果が期

待でき、臨床応用への展開が期待される。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

ALCL 

ALK 

AP-1 

ASO 

ATLL 

bZIP 

Cas9 

CCND 

CDK 

CRISPR 

GFP 

HBZ 

HTLV-1 

IC50 

JAK 

NFkB 

MCL 

mTORC1 

MTS 

 

NSG 

OCR 

PBS 

PCR 

PROTAC 

PTCL-NOS 

Rb 

sgRNA 

shRNA 

STAT 

TCR 

TSC2 

anaplastic large cell lymphoma 

anaplastic lymphoma kinase 

activator protein 1 

antisense oligonucleotide 

adult T-cell leukemia/ lymphoma 

basic leucine zipper domain 

CRISPR associated protein 9 

cyclin D 

cyclin-dependent kinase 

clustered regularly interspaced short palindromic repeat 

Green Fluorescent Protein 

HTLV-1 bZIP factor 

human T-cell lymphotropic virus type 1 

50 percent inhibitory concentration 

janus kinase 

nuclear factor-kappa B 

mantle cell lymphoma 

mammallian target of rapamycin complex 1 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl) 

-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

NOD scid gamma 

oxygen consumption rate 

phosphate buffered saline 

polymerase chain reaction 

proteolysis targeting chimera 

peripheral T-cell lymphoma, not otherwise specified 

Retinoblastoma 

single guide ribonucleic acid 

short hairpin ribonucleic acid 

signal transducers and activator of transcription 

T cell receptor 

tuberous sclerosis complex 2 
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緒言 

 

成人 T 細胞性白血病/リンパ腫(adult T-cell leukemia/lymphoma; ATLL)は

human T-cell lymphotropic virus type I(HTLV-1)感染者の一部に発症する悪性

リンパ腫で、既存の化学療法に対する奏功が乏しく長期生存が 2 割を下回る極

めて予後不良の疾患である(Ishitsuka and Tamura, 2014; Katsuya et al., 2015; 

Matsuoka and Jeang, 2007; Tsukasaki and Tobinai, 2014; Utsunomiya et al., 

2015)。それ故に、ATLL の増殖および生存に関与する必須遺伝子を標的とした

新規治療方法の開発が喫緊の課題である。これまで次世代シークエンス解析に

よりゲノム異常が網羅的に解析され、CCR4 遺伝子の機能亢進型変異など ATLL

の病態に寄与する様々な遺伝子変異やシグナル伝達経路が同定され、ATLL の

発症機構の理解に極めて重要な情報が提供されている(Kataoka et al., 2015; 

Nakagawa et al., 2014)。これらの報告により ATLL が遺伝子またはエピジェネ

ティックにヘテロな集団であることが分かり、今後は個別の治療が提供される

可能性がある。しかしながら、変異を伴う遺伝子が治療標的になりうるかは別の

問題として考えなければならない。HTLV-1 の Tax 遺伝子のように、ATLL の

形成に重要ではあるが維持には不要となる遺伝子の可能性がある。さらに、遺伝

子に変異は持たないが、発現量の変化などにより腫瘍の維持に極めて重要な役

割を担うタンパク質も存在する。すなわち、治療標的を同定する観点において腫

瘍の増殖や生存に関わる機能的なタンパク質を遺伝子の変異の有無により取捨

選択することなく網羅的に解析する必要がある。 

上述の通り、治療標的となりうる機能的に重要な遺伝子は十分に解明されて

いない。この問題を解決するためには、機能的な遺伝子スクリーニングを行う必

要がある。我々のグループでは ATLL に対して免疫細胞に関連する 1051 の遺

伝子を有無に関わらず標的としてノックダウンする  short hairpin RNA 

(shRNA)ライブラリーを用いた機能スクリーニングを施行し、ATLL の増殖お

よび生存に必須の遺伝子を網羅的に検索した。その結果、免疫関連転写因子複合

体の BATF3/IRF4 が ATLL の増殖と生存に必須であることを明らかにした

(Nakagawa et al., 2018)。この shRNA スクリーニングにより様々な疾患に対し

て治療分子標的が同定されているが、ノックダウンが不十分な場合や shRNA 自

体による off-target 効果が生じることがあり、より多くの遺伝子を対象とするに

は別のアプローチが必要であった(Boutros and Ahringer, 2008; Gu et al., 2012; 

Luo et al., 2009; Ngo et al., 2006; Moffat et al., 2006; Schlabach et al., 2008; 

Silva et al., 2008; Zuber et al., 2011)。この課題に取り組むため、我々は新規ゲ

ノム編集技術である CRISPR/Cas9 を ATLL 細胞株に用いて遺伝子を網羅的に

ノックアウトさせ、細胞毒性に寄与する遺伝子を同定するためにゲノムワイド
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な機能的スクリーニングを施行した。CRISPR/Cas9 システムは高効率かつ高い

特異性で標的遺伝子をノックアウトするゲノム編集技術である (Cho et al., 

2013; Cong et al., 2013; Evers et al., 2016; Koike-Yusa et al., 2014; Korkmaz 

et al., 2016; Mali et al., 2013; Shalem et al., 2014; Wang et al., 2014; Zhou et 

al., 2014)。このシステムによりゲノムワイドな機能的スクリーニングが可能と

なり、これまでに様々な悪性腫瘍で必須遺伝子が同定されている(Behan et al., 

2019; Chen et al., 2015; Munoz et al., 2016; Parnas et al., 2015; Shi et al., 

2015)。この技術を応用した本スクリーニングでは、一度に約 20000 遺伝子を網

羅的に機能解析することが可能であった。我々はマントル細胞リンパ腫と比較

した結果から BATF3 の他に新たに CDK6、CCND2、JUNB、STAT3 および

IL10RB が ATLL の増殖と生存に必須の遺伝子であることを同定した。このう

ち現時点で臨床応用が可能な薬剤の標的遺伝子は細胞周期機構に関わる CDK6 

(Cyclin dependent kinase 6)のみであり、この遺伝子に着目して研究を進めた。 

CDK6 は Cyclin D と複合体を形成するセリン/スレオニンキナーゼである

(Asghar et al., 2015; Malumbres and Barbacid, 2009; Meyerson and Harlow, 

1994; Musgrove et al., 2011; Otto and Sicinski, 2017; Sherr et al., 2016)。我々

はこのゲノムワイド CRISPR/Cas9 スクリーニングから、細胞周期の G1-S 期移

行に関わるチェックポイント分子複合体である CDK6 と Cyclin D2 を阻害する

ことで ATLL 細胞増殖を極めて効率的に抑制できることを発見した。その後の

解析から ATLL では他のリンパ系腫瘍と比較して mRNA およびタンパク質レ

ベルで CDK6 を高発現することも明らかにし、CDK6/Cyclin D2 複合体が ATLL

の有望な治療標的であることを裏付けていると考えた。 

我々は再発難治性乳癌に国内保険適応となっている CDK4/6 阻害薬(パルボシ

クリブ)を ATLL 細胞株に用いた結果(Turner et al., 2015)、ATLL 細胞株では細

胞周期の進行が抑制され、アポトーシスを伴う細胞毒性が生じることを示した。

多くの細胞株でパルボシクリブの有効性を確認できたが、TP53 異常を伴う細胞

株では CDK4/6 阻害薬パルボシクリブに対して抵抗性を有していることが判明

した。この反応性の違いを機能ゲノミクスの観点から解析するため、我々は

TP53 野生型の ATLL 細胞株に対して CRISPR/Cas9 を用いて TP53 をノック

アウトした。その結果、TP53 ノックアウトによりパルボシクリブ抵抗性が獲得

されることを証明し、TP53 異常が ATLL 細胞のパルボシクリブ抵抗性獲得の

主要因であることを証明した。約 30%の ATLL 患者に TP53 異常を認めるため

(Kataoka et al., 2015; Kataoka et al., 2018)、TP53 異常によるパルボシクリブ

抵抗性は臨床的に重要な問題となると考えている。さらなる分子生物学的解析

から、TP53 異常を伴う ATLL 細胞株ではパルボシクリブを用いて CDK6 を阻

害しても CDK2 の代償作用により G1/S 期細胞周期移行阻害からエスケープし
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てしまうことも明らかにした。CDK2 を特異的に阻害する薬剤は現状では存在

しないため、パルボシクリブ抵抗性の TP53 異常を有する ATLL 症例には別の

薬剤によるアプローチが必要である。TP53 異常を有する ATLL 細胞株に対す

るパルボシクリブ抵抗性を克服するために、我々は変異型 p53 タンパクを再活

性化させる APR-246 に着目した(Bykov et al., 2002; Lambert et al., 2009; 

Lehmann et al., 2012)。パルボシクリブと APR-246 を併用投与した結果、TP53

変異型細胞株ではパルボシクリブ抵抗性を克服することが出来たが、TP53 欠失

型細胞株では抵抗性を克服することが出来なかった。従って、パルボシクリブと

APR-246 の併用投与は TP53 変異を伴う ATLL のみに有用であることが示唆さ

れた。 

TP53 異常によるパルボシクリブへの抵抗性のメカニズムを克服する治療法

を開発するために、我々は ATLL における G1/S 期移行阻害に対して有効な薬

剤の組合せを検索し、これらがどのような分子メカニズムを基盤にして細胞周

期制御に関わるのかをゲノムワイド CRISPR スクリーニングのデータを ATLL

のみに絞り、細胞全般に必須の遺伝子である core fitness gene を含めた ATLL

に必須の遺伝子シグナルを検索した(Blomen et al., 2015; Hart et al., 2015; 

Wang et al., 2015)。その結果、ATLL では mTORC1 経路が必須であることが

判明した。そこで、我々は臨床応用を目的として ATLL 細胞株に対してパルボ

シクリブと mTORC1 阻害薬(エベロリムス)を併用投与した。結果、Rb タンパ

クのリン酸化を著明に抑制することで TP53 異常の有無に関わらず相乗効果を

認めることを証明した。また、ATLL 患者検体からの細胞においてもパルボシク

リブ単独投与によって濃度依存的に細胞毒性を認め、エベロリムスを併用投与

することで細胞毒性が増強されることが示された。さらに、ATLL xenograft マ

ウスモデルに対してパルボシクリブとエベロリムスを併用投与することで単独

投与と比較して合併症の増加なく腫瘍量が有意に縮小することを確認した。以

上より、我々は CDK6 が ATLL に特異的な治療標的であり、TP53 野生型では

パルボシクリブ単独投与が、TP53 異常型ではパルボシクリブとエベロリムスの

併用投与が臨床応用となりうることを証明した。 

機能ゲノミクスは大規模な遺伝子変異・発現解析、さらには遺伝子機能解析を

加えた網羅的な情報を統合的に解析し、重要な治療分子標的を同定する研究分

野である。本研究はゲノムワイド CRISPR/Cas9 機能的ノックアウトスクリー

ニング法という先進技術から見出した CDK6 に基づく独創的研究である。我々

は機能スクリーニングにより遺伝子に変異の見られない CDK6 を同定し、これ

が ATLL の増殖および生存において極めて重要な役割を担っており、かつ、治

療標的となりうることを見出した。また、CDK4/6 阻害薬のパルボシクリブと

mTORC1 阻害薬のエベロリムスの併用投与は有望な相乗的治療効果を示して
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おり、TP53 異常を有する ATLL 細胞に対しても極めて効率的にその増殖生存

を阻害することを突き止めた。パルボシクリブは臨床での安全性情報は豊富で

あり、本研究は飛躍的に発展する可能性を秘めている。また、本研究の結果は

ATLL のみならず、乳癌を含めた他の悪性腫瘍にも波及効果が期待でき、臨床応

用への展開に直結すると思われる。 
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実験方法 

 

1. 倫理・コンプライアンス 

成人 T 細胞白血病/リンパ腫(ATLL)患者検体を用いた検討においては、ヘル

シンキ宣言に準じた同意のもとで採取された検体を使用した。この検討は、北

海道大学大学院医学研究院およびアメリカ国立衛生研究所の機関審査委員会の

承認を得ている。マウスを用いた検討においては、国立がん研究所の動物管理

使用委員会の承認を得ており、同委員会のガイドラインに従って施行した。 

 

2. 細胞培養 

ATLL 細胞株の ED40515(-)、ED41214C(-)、 ATL43Tb(-)、ATL55T(+)は京

都大学ウイルス研究所の前田道之先生に、ST1、 KOB、 KK1 は長崎大学大

学院の山田恭暉先生に、Su9T01 と S1T は鹿児島大学大学院の有馬直道先生

に、TL-Om1 は東北大学大学院の菅村和夫先生にそれぞれ提供いただいた。マ

ントル細胞リンパ腫(MCL)細胞株の Jeko1、UPN1 はアメリカ国立衛生研究所

の Louis. M. Staudt 先生に提供いただいた。 

これらの造血器悪性腫瘍細胞株は 10%ウシ胎児血清(NICHIREI 

BIOSCIENCES, Tokyo, Japan)と 1%ペニシリン・ストレプトマイシン

(nacalai tesque, Kyoto, Japan)を添加したロズウェルパーク記念研究所培地

1640（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を用い、37℃、5%CO2下で培養した。

IL-2 依存の細胞株である ATL55T(+)、KOB、KK1、TL-Om1 にはヒトリコン

ビナント IL-2(100IU/ml, Hoffmann-La Roche)を追加して培養した。マイコプ

ラズマの混入に対しては Mycoplasma Removal Agent を用いて除去した。す

べての細胞株で DNA コピー数多型(copy number variant; CNV)が異なること

を L.Bergsagel による CNV fingerprint(未報告)を用いて確認した。さらに、

これらの造血器悪性腫瘍細胞株に単鎖ガイド RNA(single guide RNA; sgRNA)

ベクターとレトロウイルス発現ベクターを導入するために同種指向性レトロウ

イルスレセプター遺伝子、TET 抑制遺伝子、ブラストサイジン抵抗性遺伝子を

導入した。また、Cas9 介在の遺伝子を不活化するために、KK1、ST1、

Su9T01、ED40515(-)、TL-Om1 に対して lenti-Cas9-Blast ベクターまたは

pTO-Cas9-hygro ベクターを用いてヒトのコドンに適した S.pyogenes Cas9 を

発現するよう改変した。lenti-Cas9-Blast ベクターはマサチューセッツ工科大

学の張鋒先生が作成したもので、Addgene から購入した(# 52962)。pTO-

Cas9-hygro ベクターは Louis. M. Staudt 研究室で lentiCRISPR v2（Addgene 

# 52961）から制限酵素で S.pyogenes Cas を切り出し、pRCMV/TO-hygro 

vector にクローニングされたものを用いた。トランスフェクションに用いた
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Human embryonic kidney 293 T (293T) 細胞は 10%ウシ胎児血清と 1%ペニ

シリン・ストレプトマイシンを添加したダルベッコ変法イーグル培地（Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO）を用い、37℃、5%CO2下で培養した。 

 

3. 試薬および抗体 

CDK4/6 阻害薬のパルボシクリブは AdooQ BioScience より購入した。p53

活性剤の APR-246 と mTORC1 阻害薬のエベロリムスはセレックバイオテッ

ク株式会社から購入した。各々の薬剤はジメチルスルオキシドにて溶解し-

20℃で保存した。 

リン酸化 Rb 抗体(D59B7, 8180)、Rb 抗体(4H1, 9309)、Cyclin D1 抗体

(92G2, 2978)、Cyclin D2 抗体(D52F9, 3741)、Cyclin D3 抗体(DCS22, 

2936)、CDK4 抗体(DCS35, 1917)、CDK6 抗体(D4S8S, 13331)、リン酸化 S6

抗体(2211)、S6 抗体(54D2, 2317)、リン酸化 4EBP1 抗体(9451)、4EBP1 抗体

(53H11, 9644)、mTOR 抗体(2972)は Cell Signaling Technology から購入し

た。Actin 抗体(AC-15, sc69879)、GAPDH 抗体(V-18, sc20357)は Santa Cruz 

Biotechnology から購入した。p53 抗体(DO-7)は BioLegend から購入した。

CDK2 抗体(A18000)は ABclonal から購入した。 

 

4. ゲノムワイド CRISPR ライブラリースクリーニング 

ATLL の細胞株(ST1、KK1、Su9T01)と対照群の MCL の細胞株(Jeko1、

UPN1)を Brunello CRISPR knockout pooled library (David Root 先生、John 

Doench 先生からご提供; Addgene #73178)を用いて 19,114 種類の遺伝子群の

sgRNA を導入した。導入された細胞はピューロマイシン耐性を獲得するた

め、4 日間ピューロマイシン(2g/ml)を投与してセレクションをした後に一部

の検体を day0 用として凍結保存した。残りの検体は 4 週間継代培養した後に

(day28 用)、解凍した day0 用の検体とともに QIAamp DNA blood Maxi kit 

(QIAGEN)を用いてゲノム DNA を抽出した。抽出されたゲノム DNA は次世

代シークエンサー(Illumina’s NEXTSeq500)で検出できるように indexed PCR

プライマーと NEBNext High-Fidelity 2x PCR Master Mix (NEB)を用いてゲ

ノム DNA 上の sgRNA 配列を増幅した(プライマーの配列は以下に記載)。PCR

後の検体は E-Gel(Invitrogen)を用いてサイズセレクションを行い

Qubit(Thermo Fisher Scientific)で定量した後に、NEXTSeq500 (Illumina)で

シークエンス解析を施行した。シークエンスされた DNA ライブラリーのクラ

スターは Illumina TrueSeq HT kit を用いて各々に振り分けた(de-

multiplex)。各々の sgRNA 数を計測し、MAGeCK algorithm 

(https://sourceforge.net/p/mageck/wiki/Home/)に従い day28 の検体と day0 の
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検体との比を log2 換算した(Li et al., 2014)。 

 

i5 indexed PCR primer: 

D501,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTT

CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATGCATGCTCTTGTGGAAAGGACGA

AACACCG 

D502,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGCACACTCTT

TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGCATGCAGTCTTGTGGAAAGGAC

GAAACACCG 

D503,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTATCCTACACTCTTT

CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCATGCATCGTCTTGTGGAAAGGAC

GAAACACCG 

D504,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGCTCTGAACACTCTT

TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCATGCATGACGTCTTGTGGAAAGG

ACGAAACACCG 

D505,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGGCGAAGACACTCTT

TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGTACGTATACATCTTGTGGAAAG

GACGAAACACCG 

D506,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAATCTTAACACTCTTT

CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGTACGTGTATATCTTGTGGAAAG

GACGAAACACCG 

D507,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCAGGACGTACACTCTT

TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTACGTACGCGTGTATCTTGTGGAA

AGGACGAAACACCG 

D508,AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTACTGACACACTCTT

TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTACGTACACCCGTATCTTGTGGA

AAGGACGAAACACCG 

i7 indexed PCR primer: 

D701,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAGTAATGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D702,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCGGAGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D703,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATGAGCGGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D704,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAATCTCGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 
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D705,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGAATGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D706,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGAATTCGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D707,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTTCAGGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D708,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCATTAGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D709,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATAGCCGGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D710,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCGCGGAGTGACTGGAGTT

CAGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D711,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCGAGAGTGACTGGAGTT

CAGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

D712,CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTATCGCTGTGACTGGAGTTC

AGACGTGTGCTCTTCCGATCtctactattctttcccctgcactgt 

 

5. sgRNA を用いたノックアウト実験 

10%ウシ胎児血清と 1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加したダルベ

ッコ変法イーグル培地で 12 well plate の各 well に 300x104個の 293T 細胞を

培養した。24 時間後にメディウムを optimem で置換し、37℃、30min 以上で

incubate した。PAX2 packaging plasmid (addgene #12260) 0.75g と MD2.G 

packaging plasmid (addgene #12259) 0.25g を添加した optimem(100l)に特

定の sgRNA plasmid を 200ng 加えた。vortex した後、lipofectamin2000 

(1.7l)を添加した optimem (100l)を追加し、RT、30 分間 incubate した。作

成した溶液を optimem で置換された 293T 細胞に各 200l ずつ添加し、

37℃、5%CO2、overnight で incubate した。翌日にメディウムを 10%ウシ胎

児血清と 1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加したダルベッコ変法イー

グル培地に置換し、37℃、5%CO2、24 時間で incubate した後、上清(virus)を

採取した。virus は vortex した後に 96 well plate に撒いた細胞株に

polybrane(最終濃度 5g/ml)とともに添加した。2500rpm, 16℃, 90min で遠心

した後、37℃、5%CO2、overnight で incubate した後、予めドキシサイクリ

ン依存性に発現する Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1, KK1, Su9T01, 

ED40515(-), TL-Om1)と MCL 細胞株(Jeko1, UPN1)に GFP と特定の sgRNA

を共発現させたピューロマイシン耐性のレンチウイルスベクター(pLenti-

sgRNA-pgk-PG)を感染させた(day0)。この sgRNA が感染した細胞にドキシサ
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イクリン(最終濃度 40ng/ml)を添加して Cas9 を発現させ、48 時間後(day3)を

基点として GFP レポータータンパク発現をフローサイトメトリーで経時的に

測定した。本実験で用いた sgRNA 標的配列を以下に記載した。 

 

sgAAVS1  GGGGCCACTAGGGACAGGAT 

sgCCND2_1  CATGACTTCATTGAGCACAT 

sgCCND2_2  CAAGCATGCTCAGACCTTCA 

sgCDK6_1  GCCCGCGACTTGAAGAACGG 

sgCDK6_2  TGGCTCACCTGACCACGTTG 

sgTP53         CCATTGTTCAATATCGTCCG 

sgCDK2         AAGCAGAGAGATCTCTCGGA 

sgMTOR_1  GGTGATGGCCTGGACAACCA 

sgMTOR_2  TCAGGAAATGATCCGCACAG 

 

6. レスキューアッセイ 

10%ウシ胎児血清と 1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加したダルベ

ッコ変法イーグル培地で 6 well plate の各 well に 350x104個の 293T 細胞を培

養した。24 時間後にメディウムを optimem で置換し、37℃、30min 以上で

incubate した。pHIT60 packaging plasmid (2.5g)と EA6 x3* packaging 

plasmid (2.5g)を添加した optimem(750l)に特定の sgRNA plasmid を 10g

加えた。vortex した後、lipofectamin2000 (12.5l)を添加した optimem 

(750l)を追加し、RT、30 分間 incubate した。作成した溶液を optimem で置

換された 293T 細胞に各 500l ずつ添加し、37℃、5%CO2、overnight で

incubate した。翌日にメディウムを 10%ウシ胎児血清と 1%ペニシリン・スト

レプトマイシンを添加したダルベッコ変法イーグル培地に置換し、37℃、

5%CO2、24 時間で incubate した。その後、上清を回収し、retro-X 

concentrator を回収した上清で 3 倍希釈して 4℃、overnight で incubate し

た。293T からの上清は翌日も同様に concentrator を用いて回収し、4℃、

overnight で incubate した。その後、1500g, 45min, 4℃で遠心し、メディウ

ムを少量の 10%ウシ胎児血清と 1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加し

たロズウェルパーク記念研究所培地 1640 に置換して virus を 40 倍程度に濃縮

した。濃縮した virus は vortex した後に 96 well plate に撒いた細胞株に

polybrane(最終濃度 5g/ml)とともに添加した。2500rpm, 16℃, 90min で遠心

した後、37℃、5%CO2、overnight で incubate した後、予めドキシサイクリ

ン依存性に発現する Cas9 を導入した ATLL の細胞株(ST1)に Cyclin D1、

sgCDK2 抵抗性の Cyclin D2、Cyclin D3、Cyclin-dependent kinase(CDK) 
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4、sgCDK6 抵抗性の CDK6 をそれぞれコードしたピューロマイシン耐性のレ

トロウイルスベクター(pRCMV/TO-puro vector)を導入した。sgRNA 抵抗性の

相補 DNA は標的配列にサイレント変異を持たせており、タンパク合成を改変

せずに sgRNA の標的とならないように改変している。導入された細胞はピュ

ーロマイシン耐性を獲得するため、4 日間ピューロマイシン(2g/ml)を投与し

てセレクションをした後に、GFP/ピューロマイシン耐性遺伝子のキメラ遺伝子

と特定の sgRNA を共発現させることのできるレンチウイルスベクター

(pLenti-sgRNA-pgk-PG)に感染させた(day0)。この sgRNA が感染した細胞に

ドキシサイクリン(最終濃度 40ng/ml)を添加して Cas9 を発現させ、48 時間後

(day3)を基点として GFP レポータータンパク発現をフローサイトメトリーで

経時的に測定した。 

 

7. 細胞周期解析 

ATLL の細胞株(ST1、Su9T01)に特定の sgRNA を導入または CDK4/6 阻害

薬のパルボシクリブ(1 M)を投与した。sgRNA を導入した細胞は 37℃、

5%CO2下で 96 時間培養した。また、パルボシクリブを投与した細胞は 37℃、

5%CO2下で 24 時間培養した。1.0x106個の細胞を 1700rpm, 5min, 4℃で遠心

し、 4℃の PBS を用いて 2 回 wash した後に、PBS で希釈した 2%のパラホ

ルムアルデヒド(Electron Microscopy Sciences)を添加し 10 分間、RT で

incubate して固定した。固定された細胞は 1700rpm, 5min, 4℃で遠心し、 

4℃の PBS を用いて 2 回 wash した後に、 FACS buffer(4℃)で希釈した

0.0078125%のサポニン(Sigma) を添加し vortex した。4℃、12 分間 incubate

して細胞膜に穴を開けた。7000rpm, 3min, 4℃で遠心し FACS buffer(4℃)で

wash した後に、PBS で希釈した RAase A(500 g/ml)を含むヨウ化プロピジ

ウム(50 g/ml)で染色した。DNA 成分は sub G1 期を除いて FACSCANTOII 

(BD Biosciences)で解析した。 

 

8. アポトーシス解析 

ATLL の細胞株(ST1、Su9T01)に特定の sgRNA を導入または CDK4/6 阻害

薬のパルボシクリブ(1 M)を投与した。5x105の細胞を採取し、5000rpm, 4℃, 

3min で遠心後、AnnexinⅤ binding buffer を用いて 2 回 wash した後に、

AnnexinⅤ binding buffer で 25 倍希釈した APC Annexin V(BD 

Pharmingen)を添加し vortex した。室温で 15 分間 incubate した後、

AnnexinⅤ binding buffer で希釈したヨウ化プロピジウム(5 g/ml)を用いて染

色し、FACSCANTOII (BD Biosciences)で解析した。 

 



16 

 

9. ウエスタンブロット 

細胞は SDS 溶解バッファー（1.7% SDS、60 mM Tris-HCl, pH6.8、0.85% 

2-mercaptoethanol、タンパク質分解酵素阻害薬）を加え、1ml シリンジ (SS-

01T2613S, TERUMO, Tokyo, Japan) にてシアリングを行ったのち 98℃で 5

分ボイルした。検体は 4-15%アクリルアミドゲル(BIO-RAD)と 4-12%トリスグ

リシンゲル(Invitrogen)を用いた SDS-PAGE により分画を行った。SDS-PAGE

は 150 V で電圧を固定して行った。タンク式ブロッター(BIO-RAD)にて 30V、

3 時間電圧をかけ、PVDF メンブレン(Millipore, Immobilon-P)に転写した。転

写した膜は分子量マーカーSee Blue®Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen, 

LC5925)をボールペンにてマーキングして不要部分をカットした上で、

Blocking buffer として milli Q 水を用いて SuperBlock® Dry Blend (TBS) 

Blockin Buffer (ThermoFisher scientific)を使用し、室温にて 1 時間ベリーダ

ンサー・シェーカー（IBI Scientific, Peosta, IA）を用いて緩徐に振盪しながら

インキュベートした。Blocking 後、膜を Hybri-bag (COSMO BIO, Tokyo, 

Japan) に入れ、旋回培養器 (ROTARY CULTURE RCC-100, IWAKI, Chiba, 

Japan) を用いて 0.05% Tween-PBS で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させ

た。反応後の膜を、0.05% Tween-PBS で 3 回 15 分間洗浄し、旋回培養器 

(ROTARY CULTURE RCC-100, IWAKI, Chiba, Japan) を用いて 0.05% 

Tween-PBS で希釈した二次抗体と 4℃で 2 時間反応させた。再度 0.05% 

Tween-TBS で 3 回 15 分間洗浄した後、ECL Plus Western Blotting 

Detection System (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, 

England)で化学発光を行い、LAS4000mini (GE Healthcare Life Sciences, 

Buckinghamshire, England) で検出した。 

一次抗体の希釈比率は、p53 抗体(DO-7)の 1:500 を除いて 1:1000 で施行し

た。二次抗体は Horse Radish Peroxidase 標識ウサギ抗マウス抗体（Jackson 

ImmunoResearch, Suffolk, England）、Horse Radish Peroxidase 標識ヤギ抗

ウサギ抗体（Jackson ImmunoResearch, Suffolk, England）を用い、それぞ

れ 1:2000 の希釈比率で施行した。 

 

10. In vitro における細胞増殖の検討 

96 well plate を用いて 1 well あたり 5,000 個の細胞を撒き、1 well あたりの

総量が 100l となるようパルボシクリブとエベロリムスを単独または併用で投

与した。2 日後に最終濃度が同等となるようそれぞれの薬剤を 100l 追加し、

総量を 200l とした。さらに 2 日後(初回投薬時から 4 日後)に CellTiter 

96®AQueous One Solution Cell Proliferation(MTS)(Promega)を 1 well あた

り 30 l 用いて代謝活性を検討した。吸光度は Spectra Max Paradigm 96-well 
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plate reader (Molecular Devices)を用いて 490nm で測定した。Background

は 10%ウシ胎児血清と 1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加したロズウ

ェルパーク記念研究所培地 1640 を 200l 添加した well の吸光度値とし、各検

体と Background の吸光度値の差を測定した。この吸光度値と無治療の well

の吸光度値との比を GraphPad Prism 7.0 を用いて非線形回帰で IC50 値を測

定した。 

 

11. Combination Index の検討 

パルボシクリブとエベロリムスとの相互作用を検討するために、

Combination Index(CI)を用いた(Chou, 2010; Chou and Talalay, 1984)。CI は

Chou-Talalay 先生のアルゴリズムに従い Compusyn(Combosyn Inc, 

Paramus, NJ)を用いて計算した。以下にそのアルゴリズムを記載する。 

 

CI = [D]1/[Dx]1 + [D]2/[Dx]2 

[D]1と[D]2 はそれぞれの薬剤を併用で投与した際に特定の阻害効果(fractional 

affect)を得る各薬剤(薬剤 1 と薬剤 2)の濃度を示す。一方、[Dx]1と[Dx]2はそ

れぞれの薬剤を単独で投与した際に特定の fractional affect を得る各薬剤(薬剤

1 と薬剤 2)の濃度を示す。 

CI が 1 未満の場合に相乗効果、1 に等しい場合に相加効果、1 より大きい場合

に拮抗効果と判定する。 

 

12. ミトコンドリアの酸素消費速度(oxygen consumption rate; OCR)評価 

成人 T 細胞白血病/リンパ腫の細胞株(ST1、Su9T01)にパルボシクリブ(1 

M)を投与した。37℃、5%CO2下で 48 時間培養した後に、メディウムをフェ

ノールが除かれ 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 酸(最終濃度

1mM)が添加されたロズウェルパーク記念研究所培地(Seahorse Bioscience)に

ブドウ糖(最終濃度 11mM)をさらに加えたメディウムに置換した。予め Cell 

Tak(Corning)でコーティングした XFp polystyrene cell culture plate 

(Seahorse Bioscience)に 1 well あたり 50,000 個の細胞を撒き、well の下面に

細胞を付着させた。検体は 37℃、0.04%CO2下で 15 分培養した後に、XFp 

Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience)を用いて OCR を測定し

た。測定中にミトコンドリア複合体 V 阻害薬のオリゴマイシン(最終濃度 4.5 

M)、脱共役剤の Carbonyl cyanide 4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazone(ST1 は最終濃度 1.0 M、Su9T01 は最終

濃度 0.5 M)、ミトコンドリア複合体 I 阻害薬のロテノンおよびミトコンドリ

ア複合体 III 阻害薬のアンチマイシン A(いずれも最終濃度 0.5 M)を添加し、
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ATP 依存呼吸能、予備呼吸能、基礎呼吸能をそれぞれ測定した。 

 

13. Primary ATLL cell 

慢性型 ATLL 患者(Lymphoid Malignancies Branch, National Cancer 

Institute)の末梢血から Ficoll-Hypaque を用いて単核細胞を分離した。96 well 

plate を用いて 1 well あたり 105個の単核細胞を撒き、パルボシクリブとエベ

ロリムスを単独または併用で投与した。投与した細胞は 37℃、5%CO2下で 6

日間培養した後に 1 mCi の 3H-thymidine を 6 時間暴露させ、MicroBeta2 

plate counter (Perkin Elmer)を用いて細胞数を測定した。 

 

14. Xenograft 

雌の NSG マウス(NOD scid gamma, NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ)

は Jackson 研究所から購入した。107個の成人 T 細胞白血病/リンパ腫の細胞株

(ATL43Tb(-))を NSG マウスの右側腹部に皮下注射し、腫瘍径が 50mm3に到達

した段階で各 6 匹のマウスをコントロール群、パルボシクリブ(12.5mg/kg)単

独投与群、エベロリムス(2.5mg/kg)単独投与群、パルボシクリブ(12.5mg/kg)・

エベロリムス(2.5mg/kg)併用群の 4 群に分けた。各薬剤は腹腔内に週 3 日の間

隔で投与した。腫瘍径はキャリパーを用いて測定し、各群の平均腫瘍径±標準

誤差を計算した。発光イメージングによる腫瘍量の定量は 3mg の D-ルシフェ

リンをマウスの腹腔内に投与した後に Xenogen IVIS imaging system (Caliper 

Life Science)を用いて測定し、発光シグナルを Living Image version 4.1 で解

析した。 

 

15. Data Availability 

T 細胞性リンパ腫患者検体のマイクロアレイのデータは GSE94732. 

GSE6338, GSE14879, GSE19069 を用いた。 

 

16. 統計解析 

2 群の値の比較には、Mann-Whiteny U 検定を用いて統計学的に解析し、P

値 < 0.05 を有意とした。これらの統計学的解析は EZR(Kanda, 2013)を用いて

行った。 
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実験結果 

 

1. CRISPR ライブラリースクリーニングによる ATLL 必須遺伝子の同定 

Cas9 を予め導入した成人 T 細胞白血病/リンパ腫細胞株(ATLL: adult T-cell 

leukemia/lymphoma)の ST1、KK1 および Su9T01 とマントル細胞リンパ腫細

胞株(MCL: Mantle cell lymphoma)の Jeko1 と UPN1 に 19,114 種類の遺伝子

を標的とした sgRNA ライブラリースクリーニングを施行した。導入された細

胞はピューロマイシン耐性を獲得しており、ピューロマイシン(2g/ml)を投与

してセレクションをした。28 日継代培養した後に sgRNA を PCR で定量し、

day0 との sgRNA 量との比を log2 換算した。その結果、ATLL 細胞株で 1278

種類の必須遺伝子が同定され、このうち細胞全般に必須の遺伝子である core 

fitness gene(964 種類)を除外した。残りの 314 種類の遺伝子の中で MCL 細胞

株に必須の遺伝子(305 種類)を除外した結果、9 種類の必須遺伝子が ATLL 細

胞株に特異的であることを見出した。細胞周期の G1/S 期チェックポイント機

構(Cyclin dependent kinase 6 (CDK6), Cyclin D2(CCND2))、AP-1 転写因子

(BATF3, JUNB)、JAK/STAT 経路(STAT3, IL10RB)、RNA 結合タンパク

(SYNCRIP, ZFP36L2)が同定されたが、現時点で臨床応用されている阻害薬が

あるのは CDK6 のみであった。そこで、我々は CDK6 および CDK6 と複合体

を形成する CCND2 に着目して実験を進めた。 

 

 

 (A)                     (B) 

 

 (C) 
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Figure 1: (A) 本検討で用いたゲノムワイドの CRISPR スクリーニングの概要

を記載した。(B) 上記のスクリーニングに同定された ATLL 細胞株の必須遺伝

子に対する除外フローチャートを記載した。(C) 上記スクリーニングおよびフ

ローチャートで同定された ATLL 細胞株に特異的な 9 種類の必須遺伝子を

ATLL 細胞株と MCL 細胞株それぞれの sgRNA PCR 量の比(day28/day0)を

log2 換算した結果と各遺伝子の機能を記載した。 

 

 

2. sgRNA を用いた CDK6 および CCND2 のノックアウト 

予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1, KK1, Su9T01, ED40515(-), TL-

Om1)と MCL 細胞株(Jeko1, UPN1)に sgRNA を用いて CDK6 と CCND2 をそ

れぞれノックアウトした。ウエスタンブロットで sgRNA によって CDK6 と

CCND2 がそれぞれノックアウトされている事を確認できた。総ての ATLL 細

胞株で CDK6 または CCND2 をノックアウトすることにより細胞毒性を認め、

CDK6 と CCND2 がそれぞれ ATLL 細胞株に必須の遺伝子であることを示し

た。一方、MCL 細胞株では CDK6 と CCND2 をノックアウトしても細胞毒性

は認めなかった。ウエスタンブロットの結果から、ATLL 細胞株(ST1)では

CDK6 をノックアウトすることで Rb タンパクのリン酸化が減少した。 

 

(A)                               (B) 

 

 (C) 
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Figure 2: (A) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA を用いて

CDK6 をノックアウトし、ウエスタンブロットで CDK6 タンパク発現と Rb タ

ンパク発現およびリン酸化 Rb タンパク発現を評価した。(B)予め Cas9 を導入

した ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA を用いて CCND2 をノックアウトし、ウエス

タンブロットで CCND2 タンパク発現と CCND1 タンパク発現および CCND3

タンパク発現を評価した。(C) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1, KK1, 

Su9T01, ED40515(-), TL-Om1)と MCL細胞株(Jeko1, UPN1)に sgRNAと GFP

が導入されたレンチウイルスベクターを用いて CDK6 と CCND2 をそれぞれノ

ックアウトした。ノックアウトされた細胞は GFP を発現し、day 3 の GFP 陽

性率に対する各測定日のGFP陽性率との比をフローサイトメトリーで経時的に

測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。 

 

 

 

3. CDK6 および CCND2 のレスキューアッセイ 

sgRNA の細胞毒性が CDK6 ノックアウトあるいは CCND2 ノックアウトに

特異的であることを示すために、それぞれのタンパクを sgRNA 導入下で過剰

発現させた ATLL 細胞株(ST1)を用いて rescue assay を施行した。ウエスタン

ブロットで CDK6 と CDK4、CCND2 と CCND1 および CCND3 がそれぞれ

過剰発現されている事を確認できた。 CDK6 および CCND2 を過剰発現させ

る事でノックアウトによる細胞毒性を回避し、それぞれの sgRNA が標的特異

的に細胞毒性をもたらしていることを示すことができた。CDK6 をノックアウ

トした場合、CDK4 過剰発現による細胞毒性の回避は限定的であった。一方、

CCND2 をノックアウトした場合においては CCND1 または CCND3 過剰発現

により細胞毒性を回避することが判明した。これは Cyclin D がそれぞれ構造

的かつ機能的に類似している既報と一致した結果である(Ciemerych et al., 

2002; Cooper et al., 2006; Lam et al., 2000)。以上より、ATLL 細胞株は

CDK6 に強く依存していることを示すことができた。 
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 (A)              (B) 

 

 (C) 

 

 (D) 

 

Figure 3: (A, B) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1)にレトロウイルスベ

クターを用いて sgCDK6 抵抗性の CDK6 または CDK4、sgCCND2 抵抗性の

CCND2、CCND1 または CCND3 を過剰発現させ、ウエスタンブロットで

CDK6 タンパク発現と CDK4 タンパク発現、CCND2 タンパク発現、CCND1

および CCND3 タンパク発現を評価した。(C) CDK6 タンパクと CDK4 タンパ

クをそれぞれ過剰発現させた Cas9 発現 ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA と GFP

が導入されたレンチウイルスベクターを用いて CDK6 をノックアウトした。ノ

ックアウトされた細胞は GFP を発現し、day 3 の GFP 陽性率に対する各測定

日の GFP 陽性率との比をフローサイトメトリーで経時的に測定した。(D) 

CCND2 タンパク、CCND1 タンパクと CCND3 タンパクをそれぞれ過剰発現

させた Cas9 発現 ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA と GFP が導入されたレンチウ

イルスベクターを用いて CCND2 をノックアウトした。ノックアウトされた細

胞は Figure 3C と同様に測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。 
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4. CDK6 と CCND2 の mRNA およびタンパク発現 

ATLL 細胞株(ST1, KK1, Su9T01, ED40515(-), TL-Om1, ED41214C(-), 

KOB, ATL43Tb(-))と MCL 細胞株(Jeko1, UPN1, JVM2)にウエスタンブロット

を施行した結果、ATLL 細胞株では CDK6 および CCND2 タンパクが高発現し

ていた。また、患者検体によるマイクロアレイ解析データから ATLL と他の T

細胞性リンパ腫(ALK 陽性未分化大細胞リンパ腫(ALK+ALCL)、末梢性 T 細胞

リンパ腫非特異的群(PTCL-NOS))を比較した結果、ATLL 患者の CDK6 およ

び CCND2 は mRNA 発現量が有意に高値であった。 

 

 (A) 

Figure 4: (A) ATLL 細胞株(ST1, KK1, 

Su9T01, ED40515(-), TL-Om1, 

ED41214C(-), KOB, ATL43Tb(-))と

MCL 細胞株(Jeko1, UPN1, JVM2)に対

して、ウエスタンブロットで CDK6 タン

パク発現、CCND2 タンパク発現、

CDK4 タンパク発現、CCND1 タンパク

発現と CCND3 タンパク発現を評価し

た。(B) ATLL 患者検体、ALK+ALCL 患

者検体と PTCL-NOS 患者検体によるマ

イクロアレイ解析データから CDK6、

CCND2、CDK4、CCND1 と CCND3 の 

                                  mRNA 発現量を比較した。標準偏差をエ 

ラーバーで表示している。**P < 0.01。 

***P < 0.001。 

 (B) 
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5. 細胞周期解析とアポトーシスの評価 

予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(Su9T01)に対して CDK6 および CCND2

をそれぞれ sgRNA でノックアウトした結果、細胞周期が G1/S 期に入る前に

停止し、アポトーシス割合が有意に上昇した。従って、CDK6 と CCND2 は

ATLL 細胞株において細胞周期の G1/S 期進行を担っており、各々がアポトー

シスにも関与している事が判明した。 

 

 (A) 

 

 (B) 

 
 

Figure 5: (A) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(Su9T01)に sgRNA と GFP

が導入されたレンチウイルスベクターを用いて CDK6 と CCND2 をそれぞれノ

ックアウトした。ノックアウトされた細胞は GFP を発現し(青線)、ノックアウ

トされていない細胞(赤線)とともにフローサイトメトリーで day 5 の DNA 量

を測定した。(B) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(Su9T01)に sgRNA と

GFP が導入されたレンチウイルスベクターを用いて CDK6 と CCND2 をノッ

クアウトした。ノックアウトされた細胞の中で、annexin V とヨウ化プロピジ

ウムを用いてフローサイトメトリーで生細胞の分画(ヨウ化プロピジウム陰性)

に対するアポトーシス分画(annexin V 陽性かつヨウ化プロピジウム陰性)の割

合を経時的に測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。 
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6. パルボシクリブによる細胞毒性 

ATLL 細胞株(ST1, KK1, Su9T01, ED40515(-), TL-Om1, ED41214C(-), 

KOB, ATL43Tb(-), MT1, ATL55T(+), S1T) 、ALK+ALCL 細胞株

(Karpass299, SR786, SUDHL1, DEL, L-82)、MCL 細胞株(Jeko1, UPN1, 

JVM2)に対して CDK4/6 阻害薬のパルボシクリブを投与した結果、いずれの細

胞株においても濃度依存的に細胞毒性を認めた。また、ATLL 細胞株(ST1, 

Su9T01)ではパルボシクリブ投与により濃度依存的に Rb タンパクのリン酸化

が減少した。 

 

 (A) 

 

 (B) 

 

Figure 6: (A) ATLL 細胞株(ST1, KK1, Su9T01, ED40515(-), TL-Om1, 

ED41214C(-), KOB, ATL43Tb(-), MT1, ATL55T(+), S1T) 、ALK+ALCL 細胞

株(Karpass299, SR786, SUDHL1, DEL, L-82)、MCL 細胞株(Jeko1, UPN1, 

JVM2)に対して CDK4/6 阻害薬のパルボシクリブを各濃度で投与した後、day 

4 に MTS を用いて生細胞を測定した。標準誤差をエラーバーで表示してい

る。(B) ATLL 細胞株(ST1, Su9T01)にパルボシクリブを各濃度で投与し、24

時間後にウエスタンブロットで Rb タンパク発現とリン酸化 Rb タンパク発現

を評価した。 
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7. パルボシクリブによる細胞周期解析とアポトーシス評価 

ATLL 細胞株(ST1)に対してパルボシクリブを投与した結果、細胞周期が G1

期で停止し、アポトーシス割合が有意に上昇した。従って、ATLL 細胞株にお

ける CDK6 の役割(細胞周期の G1/S 期進行およびアポトーシスへの関与)がパ

ルボシクリブにより発揮されることが判明した。 

 

 (A) 

 
 (B) 

 

Figure 7: (A) ATLL 細胞株(ST1)にパルボシクリブ(1M)を投与した。パルボシ

クリブ投与 24 時間後の細胞(青線)と投与されていない細胞(赤線)に対してフロ

ーサイトメトリーで DNA 量を測定した。(B) ATLL 細胞株(ST1)にパルボシク

リブ(1M)を投与した。パルボシクリブを投与した細胞の中で、annexin V と

ヨウ化プロピジウムを用いてフローサイトメトリーで生細胞の分画(ヨウ化プロ

ピジウム陰性)に対するアポトーシス分画(annexin V 陽性かつヨウ化プロピジ

ウム陰性)の割合を経時的に測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。 
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8. TP53 異常によるパルボシクリブ抵抗性の獲得 

Figure 6A で示した通りパルボシクリブの投与により ATLL 細胞株で濃度依

存的に細胞毒性を認めたが、一部の細胞株は相対的にパルボシクリブ抵抗性で

あった。ATLL 患者検体に次世代シークエンサーを用いて遺伝子変異を調べた

既報では、3 割程度に TP53 異常(機能喪失型)を認めていた(Kataoka et al., 

2015; Kataoka et al., 2018)。本実験で ATLL 細胞株のパルボシクリブの IC50

を解析した結果、TP53 異常型の細胞株(KK1, Su9T01, ED40515(-), TL-Om1, 

ATL43Tb(-), MT1, ATL55T(+))の IC50 は TP53 野生型の細胞株(ST1, 

ED41214C(-), KOB, S1T)と比較して高い傾向にあった(p=0.058)。 

 

Figure 8: TP53 異常型の ATLL 細胞株群(KK1, 

Su9T01, ED40515(-), TL-Om1, ATL43Tb(-), 

MT1, ATL55T(+))と TP53 野生型の ATLL 細胞株

群(ST1, ED41214C(-), KOB, S1T)に対してパルボ

シクリブの IC50 を t 検定で比較した。標準誤差

をエラーバーで表示している。 

 

 

 

 

9. APR-246 によるパルボシクリブ抵抗性の克服 

TP53 異常を有する ATLL 細胞株に対するパルボシクリブの感受性を高める

ために、我々は APR-246(PRIMA-1 MET)を併用投与した。APR-246 は変異型

p53 タンパクを再活性化してアポトーシスを誘導する化合物で、変異型 p53 タ

ンパクのシステイン残基に結合しその野生型コンフォメーションを回復させる

活性化合物メチレンキヌクリジノンに変換されるプロドラックである(Bykov et 

al., 2002; Lambert et al., 2009; Lehmann et al., 2012)。様々な悪性腫瘍で臨

床応用されており、造血器腫瘍の骨髄異形成症候群や急性骨髄性白血病では

DNA メチル化阻害薬のアザシチジンと併用投与する臨床試験が行われている

(Cluzeau et al., 2021; Sallman et al., 2021)。p53 タンパクを発現する TP53

変異型 ATLL 細胞株(KK1, MT1)では、パルボシクリブと APR-246 を併用投与

することでパルボシクリブの感受性が回復された。一方、p53 タンパクを発現

しない TP53 欠失型 ATLL 細胞株(Su9T01, ED40515(-))では、パルボシクリブ

と APR-246 の併用投与によるパルボシクリブ感受性の回復は認められなかっ

た。従って、パルボシクリブと APR-246 の併用投与は TP53 変異型の ATLL

のみに有効であることが示された。 
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Figure 9: p53 タンパクを発現する TP53 変異型 ATLL 細胞株(KK1, MT1)と

p53 タンパクを発現しない TP53 欠失型 ATLL 細胞株(Su9T01, ED40515(-))に

対して各濃度のパルボシクリブと APR-246 を併用投与した後、day 4 に MTS

を用いて生細胞を測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。 

 

 

 

10.  TP53 ノックアウトによるパルボシクリブ抵抗性の獲得 

予め Cas9 を導入した TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA を用いて

TP53 をノックアウトした。ウエスタンブロットで sgRNA によって TP53 がノ

ックアウトされている事を確認できた。TP53 野生型 ATLL 細胞株は TP53 を

ノックアウトすることでパルボシクリブ投与後の割合がノックアウトされてい

ない細胞株と比較して相対的に上昇した。従って、ATLL は TP53 の機能を喪

失することでパルボシクリブに抵抗性となることが示された。 

 

 

(A)              (B) 

 

Figure 10: (A) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA を用いて

TP53 をノックアウトし、ウエスタンブロットで p53 タンパク発現を評価し

た。(次頁へ続く) 
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(B) 予め Cas9 を導入した TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA と GFP

が導入されたレンチウイルスベクターを用いて TP53 をノックアウトした後

に、パルボシクリブを各濃度で投与した。ノックアウトされた細胞は GFP を

発現し、パルボシクリブ投与直前(day 0)の GFP 陽性率に対する各測定日の

GFP 陽性率との比をフローサイトメトリーで経時的に測定した。標準誤差をエ

ラーバーで表示している。 

 

 

11.  TP53 ノックアウトによるパルボシクリブの細胞周期解析とアポトーシス 

予め Cas9 を導入した TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に対して sgRNA を用

いて TP53 をノックアウトした上でパルボシクリブを投与した結果、TP53 が

ノックアウトされていない TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)と比較して細胞周

期は G1/S 期に進行し、アポトーシス割合が有意に減少した。従って、TP53

は ATLL 細胞株においても細胞周期の G1/S 期進行に抑制的な役割を担ってお

り、アポトーシスにも関与している事が判明した。 

 

 (A) 

 

 (B)  
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Figure 11: (A) 予め Cas9 を導入した TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に

sgRNA と GFP が導入されたレンチウイルスベクターを用いて TP53 をノック

アウトした後に、パルボシクリブ(1M)を投与した。ノックアウトされた細胞

は GFP を発現し(青線)、ノックアウトされていない細胞(赤線)とともにフロー

サイトメトリーでパルボシクリブ投与 24 時間後の DNA 量を測定した。(B) 予

め Cas9 を導入した TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA と GFP が導入

されたレンチウイルスベクターを用いて TP53 をノックアウトした後に、パル

ボシクリブ(1M)を投与した。ノックアウトされた細胞の中で、annexin V と

ヨウ化プロピジウムを用いてフローサイトメトリーで生細胞の分画(ヨウ化プロ

ピジウム陰性)に対するアポトーシス分画(annexin V 陽性かつヨウ化プロピジ

ウム陰性)の割合を経時的に測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。 

 

 

 

12.  CDK2 ノックアウトによるパルボシクリブ抵抗性の克服(TP53 異常) 

予め Cas9 を導入した TP53 異常型 ATLL 細胞株(KK1)に sgRNA を用いて

CDK2 をノックアウトした。ウエスタンブロットで sgRNA によって CDK2 が

ノックアウトされている事を確認できた。TP53 異常型 ATLL 細胞株は CDK2

をノックアウトすることでパルボシクリブ投与後の割合がノックアウトしてい

ない細胞株と比較して相対的に低下した。 

 

 (A)                (B) 

 

Figure 12: (A) 予め Cas9 を導入した TP53 異常型 ATLL 細胞株(KK1)に

sgRNA を用いて CDK2 をノックアウトし、ウエスタンブロットで CDK2 タン

パク発現を評価した。(次頁に続く) 
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(B) 予め Cas9 を導入した TP53 異常型 ATLL 細胞株(KK1)に sgRNA と GFP

が導入されたレンチウイルスベクターを用いて CDK2 をノックアウトした後

に、パルボシクリブ(0.25 M)を投与した。ノックアウトされた細胞は GFP を

発現し、パルボシクリブ投与直前(day 0)の GFP 陽性率に対する各測定日の

GFP 陽性率との比をフローサイトメトリーで経時的に測定した。標準誤差をエ

ラーバーで表示している。 

 

 

 

13.  CDK2 ノックアウトによるパルボシクリブ抵抗性の克服(sgTP53) 

続いて、予め Cas9 を導入して sgRNA を用いて TP53 をノックアウトした

TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)にさらに sgRNA を用いて CDK2 をノックア

ウトした。TP53 をノックアウトした TP53 野生型 ATLL 細胞株は CDK2 をノ

ックアウトすることでパルボシクリブ投与後の割合が CDK2 をノックアウトし

ていない細胞株と比較して相対的に低下した。以上より、TP53 の機能を喪失

した ATLL は CDK2 をノックアウトすることでパルボシクリブに感受性を回

復させることが示された。パルボシクリブと CDK2 阻害薬を併用することで

ATLL のパルボシクリブ感受性を回復させることが期待されるが、現時点では

CDK2 に特異的に作用する薬剤は存在しない。 

 

Figure 13: 予め Cas9 を導入した

TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に

sgRNA が導入されたピューロマイ

シン耐性のレンチウイルスベクタ

ーを用いて TP53 をノックアウト

し、ピューロマイシン(2g/ml)を投

与してセレクションをした。その

細胞に sgRNA と GFP が導入され

たレンチウイルスベクターを用い

て CDK2 をノックアウトした後

に、パルボシクリブ(0.25 M)を投

与した。ノックアウトされた細胞

は GFP を発現し、パルボシクリブ投与直前(day 0)の GFP 陽性率に対する各測

定日の GFP 陽性率との比をフローサイトメトリーで経時的に測定した。標準

誤差をエラーバーで表示している。**P < 0.01。 
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14.  TP53 機能喪失による mTORC1 経路の活性化 

予め Cas9 を導入した TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA を用いて

TP53 をノックアウトした。ウエスタンブロットの結果から、ATLL では TP53

をノックアウトすることで mRNA からの翻訳やミトコンドリア活性などに関

わる mTORC1 の下流に位置する S6 タンパクと 4EBP1 タンパクのリン酸化が

増加していた。従って、ATLL では TP53 の機能が喪失することで mTORC1

が活性化され、異常な細胞増殖や代謝が引き起こされ腫瘍進行の一因となるこ

とが示唆された。 

 

Figure 14: 予め Cas9 を導入した TP53 野生型

ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA を用いて TP53 を

ノックアウトした後にパルボシクリブ(1 M)を

投与し、4 時間後にウエスタンブロットで p53

タンパク発現、S6 タンパク発現、リン酸化 S6

タンパク発現、4EBP1 タンパク発現およびリン

酸化 4EBP1 タンパク発現を評価した。 

 

 

 

 

 

 

15.  CRISPR ライブラリースクリーニングによる mTORC1 経路の同定 

Figure 1A のスクリーニングで同定された ATLL の必須遺伝子(1278 種類)の

中で T 細胞性リンパ腫のシグナル経路に関わる遺伝子を解析した結果、転写因

子(IRF4, BATF3, JUNB, MYC)、JAK/STAT 経路(STAT3, Tyk2, JAK1)および

G1/S 期チェックポイント機構(CDK6, CCND2)に加えて、mTORC1 経路に関

わる遺伝子(RPS6, EIF4E, mTOR, RPTOR, mLST8)の集積が認められた(Fiore 

et al., 2020)。これらの遺伝子は細胞全般に必須の遺伝子である core fitness 

gene であるが、Figure 14 の TP53 機能喪失による mTORC1 経路亢進を鑑み

ると、ATLL ではパルボシクリブと mTORC1 阻害薬を併用することで相乗効

果を生む可能性が推測された(Blomen et al., 2015; Hart et al., 2015; Wang et 

al., 2015)。他の悪性腫瘍で in vivo で CDK4/6 阻害薬と mTOR 阻害薬の併用

による相乗効果が報告されていることもこの推測を支持する根拠となった。 
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Figure 15: Fig 1A のゲノムワイドの

CRISPR スクリーニングで同定された

ATLL 細胞株の必須遺伝子(1278 種類)の中

で T 細胞性リンパ腫に関連したシグナル経

路(mTORC1 経路、mTORC2 経路、エピ

ジェネティック機構、TCR/NF-κB 経路、

細胞輸送機構、転写因子、JAK/STAT 経

路、G1/S 期チェックポイント機構)で分類

し、ヒートマップを作成した。 
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16.  sgRNA を用いた mTOR のノックアウト 

予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1, KK1, Su9T01, ED40515(-), TL-

Om1)に sgRNA を用いて mTORC1 の中心を担う mTOR をノックアウトし

た。ウエスタンブロットで sgRNA によって mTOR がノックアウトされている

事を確認できた。総ての ATLL 細胞株で mTOR ノックアウトにより細胞毒性

を認め、mTOR が ATLL 細胞株に必須の遺伝子であることを確認した。 

 

 (A)           (B) 

 

Figure 16: (A) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1)に sgRNA を用いて

mTOR をノックアウトし、ウエスタンブロットで mTOR タンパク発現を評価

した。(B) 予め Cas9 を導入した ATLL 細胞株(ST1, KK1, Su9T01, 

ED40515(-), TL-Om1)に sgRNA と GFP が導入されたレンチウイルスベクター

を用いて mTOR をノックアウトした。ノックアウトされた細胞は GFP を発現

し、day 3 の GFP 陽性率に対する各測定日の GFP 陽性率との比をフローサイ

トメトリーで経時的に測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。 

 

 

 

17.  パルボシクリブとエベロリムスの併用投与 

TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)と TP53 異常型 ATLL 細胞株(KK1)に対して

パルボシクリブと mTORC1 阻害薬のエベロリムスを併用した結果、各濃度で

combination index が 1 未満となり相乗効果を認めた(Chou, 2010; Chou and 

Talalay, 1984)。さらに、予め Cas9 を導入して sgRNA を用いて TP53 をノッ

クアウトした TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に対してパルボシクリブとエベ

ロリムスを併用した結果、各濃度で combination index が 1 未満となり相乗効

果を認めた。以上から、ATLL 細胞株は TP53 異常の有無に関わらずパルボシ

クリブとエベロリムスの併用投与により相乗効果を認めることが判明した。 
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 (A)                (B) 

 

Figure 17: (A) 上図: TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)と TP53 異常型 ATLL 細

胞株(KK1)に対して各濃度のパルボシクリブとエベロリムスを併用投与した

後、day 4 に MTS を用いて生細胞を測定した。標準誤差をエラーバーで表示

している。下図: 上記に対して combination index を計算した。1 未満の場合

に相乗効果、1 の場合に相加効果、1 より大きい場合に拮抗効果と判定した。

(B) 上図: 予め Cas9 を導入して sgRNA を用いて TP53 をノックアウトした

TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)に対して各濃度のパルボシクリブとエベロリム

スを併用投与した後、day 4 に MTS を用いて生細胞を測定した。標準誤差を

エラーバーで表示している。下図: 上記に対して combination index を計算

し、Figure 17A と同様に判定した。 

 

 

 

18.  パルボシクリブとエベロリムスの併用投与による相乗効果の機序 

続いて、ATLL 細胞株でパルボシクリブとエベロリムスの併用投与により相

乗効果となる機序を検討した。ウエスタンブロットの結果から、TP53 野生型

ATLL 細胞株(ST1)と TP53 異常型 ATLL 細胞株(KK1)はともにパルボシクリブ

とエベロリムスを併用投与することでパルボシクリブの単独投与による Rb タ

ンパクの脱リン酸化が亢進されることが判明した。従って、パルボシクリブと

エベロリムスの併用投与により TP53 異常の有無に関わらず細胞周期の進行が

停止することが示された。一方、mTORC1 の下流に位置する S6 と 4EBP1 の

リン酸化はエベロリムス単独投与で十分に抑制され、パルボシクリブとの併用

投与においても抑制されたままであった。 
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(A)                 (B) 

 

Figure 18: (A, B) TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)と TP53 異常型 ATLL 細胞

株(KK1)にパルボシクリブ(各々1M, 2.5M)とエベロリムス(2.5M)を併用投

与し、24 時間後にウエスタンブロットで Rb タンパク発現、リン酸化 Rb タン

パク発現、S6 タンパク発現、リン酸化 S6 タンパク発現、4EBP1 タンパク発

現およびリン酸化 4EBP1 タンパク発現を評価した。 

 

 

 

19.  パルボシクリブによるミトコンドリア代謝の亢進 

膵癌では CDK4/6 を阻害することで mTORC1 が活性化されミトコンドリア

代謝の亢進を起こすと報告されている(Franco et al., 2016)。我々は TP53 野生

型 ATLL 細胞株(ST1)と TP53 異常型 ATLL 細胞株(Su9T01)に対してパルボシ

クリブを単独投与した結果、上記の既報と同様にミトコンドリア代謝の亢進を

認めた。mTORC1 がミトコンドリアの機能を亢進するため mTORC1 阻害薬に

よってパルボシクリブによるミトコンドリア代謝の亢進が抑制されると考えた

が(Morita et al., 2013; Morita et al., 2017)、mTORC1/2 阻害薬の AZD8055

の併用投与によるミトコンドリアの代謝亢進に対する抑制は軽度であった。 

 

(A)               (B) 
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Figure 19: (A) TP53 野生型 ATLL 細胞株(ST1)と TP53 異常型 ATLL 細胞株

(Su9T01)に対してパルボシクリブ(1M)を単独投与し、48 時間後に XFp 

Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience)を用いてミトコンドリア酸

素消費速度を測定した。その際にオリゴマイシン(a)、FCCP(b)、ロテノンおよ

びアンチマイシン A(c)を添加し、ATP 依存呼吸能、予備呼吸能、基礎呼吸能を

それぞれ測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。(B) TP53 野生型

ATLL 細胞株(ST1)と TP53 異常型 ATLL 細胞株(Su9T01)に対してパルボシク

リブ(1M)と AZD8055(0.1M)を併用投与し、48 時間後に XFp Extracellular 

Flux Analyzer (Seahorse Bioscience)を用いてミトコンドリア酸素消費速度を

測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。**P < 0.01。 

 

 

 

20.  ATLL 患者検体を用いたパルボシクリブとエベロリムスの併用投与 

ATLL に対するパルボシクリブとエベロリムスの併用投与を臨床応用に結び

つけるために、我々は慢性型 ATLL 患者の末梢血から分離した単核細胞を用い

て実験を施行した。Figure 17 の細胞株の結果と同様に、患者検体からの細胞

においてもパルボシクリブ単独投与で濃度依存的に細胞毒性を認め、さらにエ

ベロリムスを併用投与することで細胞毒性が増強されることが示された。 

 

Figure 20: 慢性型 ATLL 患者の末梢血か

ら分離した単核細胞に対して各濃度のパ

ルボシクリブとエベロリムスを併用投与

し、投与 6 日後に 3H-thymidine を用い

て生細胞を測定した。標準誤差をエラー

バーで表示している。**P < 0.01。***P 

< 0.001。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

21.  ATLL xenograft マウスによるパルボシクリブとエベロリムスの併用投与 

パルボシクリブとエベロリムスの併用投与による生体内の効果および安全性

を調べるために、ATLL 細胞株(ATL43Tb(-))を NSG マウスに移植して

xenograft を作成した。パルボシクリブまたはエベロリムスの単独投与により

コントロールと比較して腫瘍量は有意に縮小し、さらに両者の併用投与により

単独投与と比較して有意に縮小を認めた。経過中にいずれの群のマウスも体重

減少を含めた合併症は認められず、パルボシクリブとエベロリムスの併用投与

が安全かつ有効であることが示された。 

 

(A)                   (B) 

 

(C)               (D) 

 

Figure 21: ATLL 細胞株(ATL43Tb(-))を NSG マウスに移植して xenograft を

作成し、コントロール群、パルボシクリブ(12.5mg/kg)単独投与群、エベロリ

ムス(2.5mg/kg)単独投与群、パルボシクリブ(12.5mg/kg)・エベロリムス

(2.5mg/kg)併用投与群の 4 群に分けた。各薬剤は腹腔内に週 3 日の間隔で投与

した。(A, B) Xenogen IVIS imaging system (Caliper Life Science)を用いて各

xenograft マウス群の D-ルシフェリンの発光イメージング画像を作成し、発光

シグナルによる腫瘍量を測定した。(C) キャリパーを用いて各 xenograft マウ

ス群の腫瘍径を経時的に測定した。(D) 各 xenograft マウス群の体重を経時的

に測定した。標準誤差をエラーバーで表示している。*P < 0.05。**P < 0.01。

***P < 0.001。 
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考察 

 

本実験ではゲノムワイドの CRISPR-Cas9 ライブラリースクリーニングを用

いて ATLL に特異的な必須遺伝子を同定した。BATF3 と JUNB は AP-1 ファ

ミリーに属する bZIP 転写因子でダイマーを形成して機能する。BATF3 と

IRF4 は既報の通り ATLL で必須の転写因子複合体である。JUNB は成人 T 細

胞白血病/リンパ腫の病態に関わる HTLV-1 bZIP factor (HBZ)とダイマーを形

成し、BATF3 の発現を促進する(Basbous et al., 2003; Murphy et al., 2013)。

また、STAT3 と IL10RB は IL10、IL22 および IL26 のシグナル経路に関与し

ており、一部の ATLL では他の悪性リンパ腫と同様に STAT3 の変異を認める

と報告されている(Chapuy et al., 2018; Ennishi et al., 2019; Kataoka et al., 

2015; Kucuk et al., 2015; Lacy et al., 2020; Sabat et al., 2014; Schmitz et al., 

2018; Song et al., 2018; Watatani et al., 2019)。最近の報告では、HBZ が

STAT3 に相互作用し、IL10/JAK/STAT3 シグナル経路を調節して HTLV-1 に

感染した T 細胞の増殖を促進すると言われている。上記の既報から IRF4、

BATF3、JUNB、HBZ、STAT3 および IL10 は ATLL の生存・増殖に対して

協調的に機能していると推察される。現時点ではこれらの遺伝子に対して特異

的に阻害する薬剤は存在せず、ATLL 患者に今後臨床応用されるよう開発が期

待される。 

 ATLL 患者検体に次世代シークエンサーを用いて遺伝子変異を調べた既報で

は、生体内の CDK4/6 を阻害する CDKN2A の欠失を 25%程度認めており、細

胞周期の G1/S 期チェックポイント機構の破綻が ATLL の病態に関与している

と考えられた(Kataoka et al., 2015; Yamada et al., 1997)。本検討は CDK6 が

ATLL の必須遺伝子であることを初めて証明した報告である。我々は CDK4/6

阻害薬のパルボシクリブが ATLL の Rb タンパクのリン酸化を抑制して cell 

cycle arrest とアポトーシスを引き起こし、生存と増殖を抑制することを見出

した。これまでの論文では、CDK4/6 を阻害することで代謝、オートファジ

ー、抗腫瘍免疫反応に影響すると報告されている(Anders et al., 2011; Cretella 

et al., 2018; Deng et al., 2018; Goel et al., 2017; Liu et al., 2017; 

Vijayaraghavan et al., 2017; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2018)。本検討

ではパルボシクリブにより ATLL のミトコンドリア代謝が亢進することを証明

しており、ミトコンドリア代謝が細胞毒性に寄与していると考えられる。パル

ボシクリブ投与により Rb タンパクがミトコンドリアに直接作用する報告があ

るが、今後の検討が必要である(Franco et al., 2016)。 

 一方、一部の ATLL はパルボシクリブの単独投与では不十分であることも判

明した。これまでに TP53 変異、RB1 変異、CCNE の amplification、CDK6
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の amplification、生体内の CDK2 を阻害する p27KIP1 および p21CIP1 の抑

制が CDK4/6 阻害薬への抵抗性に関与していると報告されている(Abbas and 

Dutta, 2009; Alvarez-Fernandez and Malumbres, 2020; Gong et al., 2017)。

我々は ATLL がパルボシクリブに抵抗性となる原因の 1 つが他の悪性腫瘍と同

様に TP53 異常によるものであることを示した。TP53 異常により細胞周期の

移行が促進し、腫瘍増殖に寄与すると言われている(Polager and Ginsberg, 

2009; Sherr and McCormick, 2002)。また、ATLL においても TP53 異常が予

後不良の一因であると考えられる(Tawara et al., 2006)。CDK6 が TP53 の機

能を抑制している報告もあり、パルボシクリブが TP53 依存的に抗腫瘍効果を

もたらす可能性がある(Bellutti et al., 2018)。ATLL 患者検体に次世代シーク

エンサーを用いて遺伝子変異を調べた既報では、TP53 の変異と欠失(17p13.1)

はそれぞれ 17.8%と 26%に認めていた(Kataoka et al., 2015)。従って、ATLL

において TP53 はパルボシクリブ反応性の指標として有用である可能性があ

り、今後臨床的な検討が必要と考えられる。 

TP53 変異を有する ATLL に対してパルボシクリブと変異型 p53 タンパクを

再活性化させる APR-246 の併用投与は有望な選択肢であるが、TP53 欠失を伴

う ATLL に対して APR-246 を投与しても TP53 タンパク発現がなく無効であ

る。また、パルボシクリブと CDK2 阻害薬の併用投与は TP53 異常を有する

ATLL に対して有望な選択肢であるが、現時点では CDK2 に特異的に作用する

薬剤がなく、今後の開発が期待される。既報では、CDK2 の不活化により Rb

経路依存性にパルボシクリブや他の CDK4/6 阻害薬のアベマシクリブに対する

感受性を高めると述べられている(Walter et al., 2019)。Rb 経路と p53 経路は

細胞周期の根幹を担っており、Rb の上流に CDK6 が、TP53 の下流に CDK2

が位置する(Fischer, 2017; Hafner et al., 2019)。従って、CDK6 と CDK2 を

両方とも阻害することで TP53 異常の有無に関わらず細胞毒性をもたらすと推

察される。 

 本実験のゲノムワイドの CRISPR-Cas9 ライブラリースクリーニングから

我々は mTORC1 経路の遺伝子が ATLL に必須であることを見出した。

mTORC1 経路の亢進は腫瘍化に繋がることが知られている(Ma and Blenis, 

2009; Mossmann et al., 2018; Saxton and Sabatini, 2017)。さらに、Figure 

14 で示したように、ATLL では TP53 異常により mTORC1 経路の活性化が起

こることが判明した。他の悪性腫瘍では TP53 は TSC2 タンパクのリン酸化を

介して mTORC1 経路を抑制し、TP27 を活性化させることで CDK2 を抑制す

ると報告されている(Budanov and Karin, 2008; Feng and Levine, 2010; 

Kawada et al., 2014; Song et al., 2007)。Figure 12 および Figure 13 から

TP53 異常を有する ATLL ではパルボシクリブを用いて CDK6 を阻害しても
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CDK2 の代償作用により G1/S 期細胞周期移行阻害からエスケープしてしまう

ことが判明しており、mTORC1 経路の亢進によるパルボシクリブ抵抗性への

関与が示唆された。 

そこで、我々は TP53 異常を有する ATLL がパルボシクリブ抵抗性となる機

序を克服するための薬剤候補として mTORC1 阻害薬のエベロリムスに注目し

た。パルボシクリブと mTOR 阻害薬の併用投与では他の悪性腫瘍でも有効性

が示唆されている(Olmez et al., 2017; Pikman et al., 2017; Song et al., 2019; 

Teh et al., 2018; Yoshida et al., 2019)。Figure 18A で示したように、ATLL に

おいてパルボシクリブとエベロリムスの併用投与により Rb タンパクのリン酸

化が著明に減少し、TP53 異常の有無に関わらず相乗効果を認めた。この結果

から、TP53 異常を有する他の悪性腫瘍に対してもパルボシクリブとエベロリ

ムスの併用投与によって相乗効果が得られる可能性があると考えられた。 

 我々はゲノムワイドの CRISPR-Cas9 ライブラリースクリーニングを用いて

CDK6 が ATLL に特異的な必須遺伝子であることを同定した。CDK4/6 阻害薬

のパルボシクリブは TP53 野生型 ATLL に対して奏功し、パルボシクリブとエ

ベロリムスの併用投与により TP53 異常型 ATLL に対しても奏功することが示

された。本研究の結果は ATLL のみならず、他の悪性腫瘍にも波及効果が期待

でき、臨床応用が期待される。 
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総括および結論 

 

1. 本研究全体から得られた新知見 

⚫ ATLL に対してゲノムワイド CRISPR/Cas9 機能的ノックアウトスクリー

ニングにより遺伝子に変異の見られない CDK6 を同定し、これが ATLL に

特異的な必須遺伝子で治療標的となりうることを見出した。 

 

⚫ ATLL に対して CDK6 のノックアウトまたは CDK4/6 阻害薬のパルボシク

リブを用いることで、細胞周期が G1/S 期に入る前に停止し、アポトーシ

スを誘導することを示した。 

 

⚫ TP53 異常を伴う ATLL ではパルボシクリブに抵抗性となり、CDK2 の代

償作用により G1/S 期細胞周期移行阻害からエスケープしてしまうことを

明らかにした。 

 

⚫ 上記スクリーニングにより ATLL では mTORC1 経路に関わる遺伝子が増

殖および生存に必須であり、TP53 異常を伴うことで mTORC1 が活性化さ

れることを示した。 

 

⚫ ATLL に対してパルボシクリブと mTORC1 阻害薬のエベロリムスの併用

投与することで Rb タンパクのリン酸化が著明に抑制され、相乗効果によ

り TP53 異常の有無に関わらず増殖生存を抑制できることを示した。 

 

 

2. 新知見の意義 

 ATLL は既存の化学療法に対する奏功が乏しく、増殖および生存に関与する

必須遺伝子を標的とした新規治療方法を開発することが喫緊の課題である。今

回、我々が同定した CDK6 は ATLL の治療標的として極めて有望であると考

えている。CDK4/6 阻害薬のパルボシクリブは臨床での安全性情報は豊富であ

り、本研究の結果は ATLL のみならず他の悪性腫瘍にも波及効果が期待でき、

臨床応用への展開に直結すると思われる。また、パルボシクリブ抵抗性となり

得る TP53 異常を有する場合に対しても、既に臨床で用いられているエベロリ

ムスと併用投与することでその抵抗性を克服できる可能性があり、今後の臨床

研究が期待される。 
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3. 今後の研究展開 

 本検討では、ATLL で CDK6 の mRNA およびタンパク発現が高値となる機

序は解明できなかった。HTLV-1 感染から ATLL 進展への機序に関わる HBZ

の RNA が標的遺伝子のプロモーターを活性化すると報告されており(Mitobe 

et al., 2015)、HBZ RNA により CDK6 のプロモーターが活性化するかどうか

を検証する。 

 細胞内の標的 RNA に対して相補的な配列を持ち標的遺伝子発現を特異的に

抑制する一本鎖のアンチセンス核酸(antisense oligonucleotide; ASO)と細胞内

の標的タンパクとユビキチン E3 リガーゼの近接化を促進してユビキチン-プロ

テアソーム系により標的タンパクを分解するキメラ分子(proteolysis targeting 

chimera; PROTAC)は、それぞれ臨床応用が期待される分野である(Ferry et 

al., 2017; Nalawansha and Crews, 2020)。今回我々が検討した CDK6 以外の

ATLL に特異的な必須遺伝子(JUNB、STAT3 および IL10RB など)は現時点で

特異的な阻害薬は存在しないが、これらの遺伝子が臨床応用となり得るか ASO

や PROTAC を用いて評価することを検討している。 
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