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研究成果の要旨 

 急性白血病において最も高頻度に染色体転座の標的となる AML1 遺伝子が ETO 遺伝子と融合する

8;21 転座型急性骨髄性白血病では c-Kit の点変異が高頻度に検出されることを確認し、これらの患

者は予後が非常に不良であり、試験管内実験によりイマチニブが有効である可能性が示された。AML1

遺伝子の白血病関連点突然変異である R139Q、R174Q、そして R177Q を導入した遺伝子改変マウスを

作製し、これらの点突然変異が AML1 の生物作用を完全に廃絶させること、AML1 は HIPK2 によりリン

酸化されて AML1 複合体による転写が促進されることを明らかにした。また、急性骨髄性白血病に観

察された inv(12)(p13q13)より新規キメラ遺伝子 TEL/PTPRR をクローニングし、TEL/PTPRR 遺伝子産

物はがん抑制因子 TEL に対するドミナント・ネガティブ効果と STAT3 シグナルの恒常的活性化効果

により白血病を発症すると結論された。一方、t(15;17)転座により生じる PML-RARa が転写コリプレ

ッサー N-CoR と直接結合して N-CoR を細胞質にリクルートすることにより小包体依存的に分解す

ること、NUP98-HOXA9 の協調遺伝子 Dnalc4 は Bim と結合し細胞死を抑制すること、Bcl11a は B 細胞

分化に必須で、cell non-autonomous に胸腺リンパ腫を誘導することを見い出した。 
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分担研究課題 

AML1 複合体因子の機能解析 

 

12p13 転座型白血病の発症機構の解析 

 

マウスモデルを用いた転座関連遺伝子の解析 

 

PML と核内構造体の基礎的研究 

 

AML1 遺伝子変異と協調して白血化を促進するパートナー遺伝子異常

の同定と機能解析 

AML1 遺伝子機能の基礎的・臨床的研究 

B 細胞性リンパ腫の発症と予後における t（14；18）転座

と、転写因子 IRF-4 および IRF-8 の役割に関する検討 

 

 総括研究報告 

その結果生じる融合遺伝子産物の発現やがん遺伝子の発

現異常が発症に関与する。このなかで AML1 及び PML 遺伝

子は、ヒト白血病において最も高頻度に染色体転座の標

 

１ 研究目的 

 ヒト白血病では高頻度に特異的な染色体転座が見られ、 
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２ 研究成果 的となり、他の遺伝子と融合して異常な融合蛋白質を生

じる。また、AML1 の機能を損なう点変異も多く報告され

ていて、AML1 の機能異常が白血病発症に深く関与すると

考えられる。AML1 は成体型造血に必須でありことが示さ

れており、様々な造血細胞特異的な遺伝子の発現を制御

することにより造血細胞の分化・増殖を制御すると考え

られる。最近、本研究班主任研究者の北林らにより急性

白血病における染色体転座の主要な標的である AML1 及

び PML が複合体として作用することが明らかにされた。

本研究は、AML1 及び PML などの染色体転座関連因子及び

それらの融合タンパク質の機能を明らかにして、それら

の因子を分子標的とした白血病治療薬を開発するための

基礎的な知見を得ることを目的とする。 

AML1 の点突然変異のホットスポットのうち、R139Q、

R174Q、R177Q の 3種類についてノックイン法によってマ

ウス胚細胞系列に導入し、その個体への影響について検

討した。３種類の変異を持つヘテロ接合マウスはいずれ

も健常に生誕し、生育し、さらに交配も可能であった。

また、これまでのところいずれのヘテロ接合マウスにお

いても成体における顕著な造血障害は観察されていない。

白血球数、赤血球数さらに血小板数については、野生型

の同胞と比較するかぎり、有意な違いはいまのところ見

出せていない。また、血球の形態にも異常を認なかった。

すなわち、これらの点突然変異は、融合型 AML1 白血病遺

伝子で観察されたような強いドミナント・ネガティブ作

用を、少なくとも個体レベルにおいては、持たないもの

と考えられる。今後、これらの変異がもたらす生物作用

の詳細について、遺伝子改変マウスの解析を通じて明ら

かにしてゆきたい。一方、いずれの点突然変異について

も、そのホモ接合体は出生せず胎生期死亡となることが

明らかになった。これらのマウスでは変異をヘテロで保

有することになり、ヒト症例での白血病細胞内での遺伝

学的状況を再現していることが予想される。しかしなが

ら、これまでの観察では、その生存期間内には、白血病

の自然発症が認められていない。このことからは、AML1

の変異だけでは造血前駆細胞の完全な腫瘍化には至らず、

白血病発症には付加的遺伝子変異の蓄積を要することが

示唆される。 

 白血病の分子標的治療薬として第一に考えられるのは、

白血病特異的に発現する融合蛋白質の活性を抑制する薬

剤である。既に臨床応用されているイマチニブ（グリベ

ック TM）は慢性骨髄性白血病において９０％以上で発現

する BCR-ABL 融合チロシンキナーゼを特異的に阻害する。

しかしながら、急性白血病では染色体転座の種類が多様

で、急性骨髄性白血病で最も多いとされる AML1-MTG8、

CBFb-MYH11、PML-RARa の発現はそれぞれ全体の 10-20%

程度であり、これらの融合蛋白質が共通の分子標的には

なりにくい。そこで、次に期待できる治療薬は、染色体

転座の主要な標的である AML1 複合体を活性化する試薬

である。これまでに機能が解析された AML1-MTG8、

CBFb-MYH11、TEL-AML1、MOZ-CBP はいずれも AML1 に対し

ドミナントネガティブに作用し、AML1 による転写活性化

を抑制することが明らかになっている。多くの白血病で

は対立遺伝子は正常であることから、正常な AML1 複合体

も共存していると考えられ、融合蛋白質により抑制され

た AML1 複合体を再活性化する試薬が得られれば急性白

血病の治療への応用が期待できる。イマチニブは Abl ま

たは Bcr-Abl キナーゼの阻害薬として開発されたが、

c-Kit や PDGF 受容体の機能をも阻害する。実際、c-Kit

点変異を持つ gastrointestinal stromal tumor (GIST)

や PDGF 受容体異常を有する好塩基球増多症にその適応

は拡大している。AML 患者の中にもイマチニブが有効な

症例があるという考えもあるが、これまでの試みは患者

の選別を十分に行なっておらず、その結果は失望的であ

った。そこで 8;21 転座型 AML に高頻度に検出される

c-Kit の点変異がイマチニブによる治療の対象となる可

能性を考え、基礎的な検討をおこなった。 

 8;21 転座型白血病 47 例を検討したところ 12 例

(25.5%)にキナーゼ領域内の点変異を見い出したが、傍細

胞膜ドメイン内の変異はなかった。c-Kit 点変異を有す

る 8;21 転座型 AML 患者と有さない患者との間で、発症年

令や性比、染色体所見などに有意差はなかった。寛解導

入成功率も両者とも 90%以上であったが、再発率には大

きな差が認められた。5 年以上の無病生存者は、c-Kit

変異のない 25症例中 13例に対し、変異のある 12症例で

は 1例のみであった。この結果は c-Kit 点変異を有する

8;21 転座型 AML は通常の治療に加えて、寛解持続期間を

延長する追加治療を行なう必要があることを示している。

c-Kit 変異(Asn822Lys)を有する Kasumi-1 細胞株と変異

のない SKNO-1 細胞株のイマチニブ感受性を検討した。

Kasumi-1 はイマチニブ感受性で、Ph1 染色体陽性白血病

由来の細胞株よりもむしろ低い濃度で細胞分裂が停止し、

アポトーシスが誘導されたが、SKNO-1 は高濃度のイマチ

ニブ存在下でも旺盛な増殖を続けた。無血清培養下で、
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Kasumi-1 には強い自己リン酸化が見られ、イマチニブ添

加によって脱リン酸化されが、SKNO-1 では自己リン酸化

がなかった。次に未治療の 8;21 転座型 AML 患者骨髄血か

ら単核球を分離して短期培養を行ない、イマチニブ感受

性を検討した。白血病細胞は c-Kit 変異の有無に関わら

ず、70%以上の細胞が分化しながら 4日以上生存した。し

かし通常濃度のイマチニブを加えると、c-Kit 変異のあ

る 4症例（全例 Asp816 変異）では生存率が 20%以下まで

減少し、ほぼ死滅したのに対し、c-Kit 変異のない 4 症

例ではイマチニブ非添加と区別がつかなかった。また

c-Kit 変異のある症例では自己リン酸化が見られ、イマ

チニブにより脱リン酸化された。全 AML の約 15%が 8;21

転座を有しており、その約 25%が c-Kit 変異陽性である

として、全 AML の 4%にイマチニブが効く可能性がある。

このタイプのAMLは通常の化学療法でほとんどCRに入る

が、再発が非常に多いため、CR導入後の寛解維持療法と

して、長期間（数年間）イマチニブを投与することが考

えられる。 

 AML1 複合体をアフィニティー精製し、AML1 と共に精製

される特異的なポリペプチドを同定した。これまでにヒ

ストンアセチル化酵素 p300/CBP に加え、MOZ や mSIN3A・

PMLなど様々なタンパク質がAML1複合体に含まれること

を明らかにしている。これらに加え約 150kD のポリペプ

チドはタンパク質リン酸化酵素 HIPK2 であることが明ら

かになった。AML1 と p300/CBP 及び MOZ との複合体はマ

ウス骨髄性前駆細胞 M1 のマクロファージへの分化に伴

って増加し、逆に転写コリプレッサーである mSIN3A との

複合体はこの分化に伴って消失することが示された。こ

れらのことから、AML1 複合体の変化が細胞分化における

遺伝子発現の変化に重要な役割の担っていると考えられ

た。さらに M1細胞の分化に伴って AML1 のリン酸化状態

が変化し、未分化 M1細胞では低リン酸化型 AML1 がドミ

ナントであるが分化に伴って高リン酸化型の AML1 が増

加してくることが示された。このリン酸化の変化は AML1

複合体の変化と良く一致した。これらの結果から、AML1

複合体の機能制御には AML1 のリン酸化が重要であると

考えられた。リン酸化を制御するタンパク質リン酸化酵

素の候補として、AML1 複合体に含まれる HIPK2 について

検討したところ、確かに AML1 が HIPK2 によりリン酸化さ

れ、AML1 による転写を強く促進することが示された。特

に AML1 による MOZ 或いは p300 との協調的な転写活性化

を HIPK2 は促進し、これらの活性化は AML1 のリン酸化部

位をアラニンに置換した変異体では殆ど見られなくなっ

た。さらに HIPK2 は AML1 だけでなく、AML1 存在下で p300

や MOZ もリン酸化した。これらのリン酸化により、p300

のヒストンアセチル化活性は上昇し、MOZ と AML1 との結

合は安定化することが明らかになった。これらの結果か

ら、HIPK2 は AML1 との結合を介して p300 や MOZ をリン

酸化し、AML1 複合体を活性化することが示唆された。

HIPK2 を活性化するような試薬は白血病治療薬として期

待できると考えられる。 

 急性骨髄性白血病に観察された inv(12)(p13q13)より

新規キメラ遺伝子 TEL/PTPRR をクローニングした。

TEL/PTPRR 遺伝子産物はがん抑制因子 TEL に対するドミ

ナント・ネガティブ効果と STAT3 シグナルの恒常的活性

化効果により白血病を発症すると結論された。ホスファ

ターゼ・アッセイでは、野生型 PTPRR にはホスファター

ゼ活性が検出されたが、短縮型 TEL および TEL/PTPRR に

は検出されなかった。短縮型 TEL および TEL/PTPRR を

GM-CSF 依存性の UT7/GM 細胞に遺伝子導入した。GM-CSF

非存在下では、モック細胞および短縮型 TEL 発現細胞は

1週間以内に死滅したが、TEL/PTPRR 発現細胞は 28日を

過ぎても増殖を続けた。各種のシグナル伝達物質のリン

酸化状態について検討したところ、STAT3 は GM-CSF 除去

後モック細胞においては速やかに脱リン酸化されたのに

対して、短縮型 TEL あるいは TEL/PTPRR 発現細胞におい

てはそのリン酸化状態は維持されていた。inv(12)型白血

病の発症にはがん抑制因子 TEL の失活と STAT3 シグナル

の活性化が関与している可能性が示唆された。ドミナン

ト・ネガティブ効果の分子基盤としては、ヘテロダイマ

ー形成による野生型 TEL の核内移行および DNA 結合の抑

制等が考えられるが、STAT3 リン酸化の機序は不明であ

る。しかしながら、短縮型 TEL と TEL/PTPRR の共通の機

能のみでは白血病発症に至らないと考えられ、TEL/PTPRR

の PTPRR 部分にホスファターゼ活性以外の何らかの未知

の機能が存在することが推測される。 

 15;17 転座で生じる PML-RARa が転写コリプレッサー 

N-CoR と直接結合し、N-CoR を細胞質にリクルートし、

ER (ER endoplasmic reticulum) 依存的に分解すること

を見い出した。これは PML-RARa のが N-CoR 分子の２ケ

所に結合し、N-CoR 蛋白質のコンフォメーションが変化

するため、N-CoR が unfolded 蛋白質として認識されるた

めと推定された。APL 由来の NB4 細胞において N-CoR を

過剰発現させると分化が誘導されることから、細胞質の

PML-RARa による N-CoR 蛋白質の分解は PML-RARa による

白血病発症に、少なくとも部分的には、寄与していると

考えられる。 

 骨髄顆粒球系に特異的に NUP98-HOXA9 が発現するトラ
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ンスジェニックマウスでは約 20%に骨髄増殖症が発生し、

さらに１年以上の経過を経て急性骨髄製白血病（AML）が

発生した。NUP98-HOXA9 トランスジェニックマウスと

BXH2 マウスを交配し、発症した AML の共通レトロウィル

ス挿入部位からNUP98-HOXA9の協調遺伝子としてMeis1、

Dnalc4、Fcgr2b/Fcrl、Con1、Con2 を同定した。Dnalc4

は、Dynein motor 複合体を構成する Dynein 軽鎖の一つ

をコードし、Bim に結合してアポトーシスを抑制する

Dlc1 と相同性を有する。そこで、Dnalc4 にも同様の機能

があるか検討した。Dlc1と同様Dnalc4は Bim EL及びBim 

L と共沈することが明らかとなったが Bim S とは介合し

なかった。IL-3 依存性の Ba/F3 細胞に Dnalc4 を導入す

ると、IL-3 非存在下での Ba/F3 細胞のアポトーシスを有

意に阻害することが判明した。これらの結果から、Dnalc4

は Bim に結合し、その機能を抑制することでアポトーシ

スを阻害している可能性が考えられた。NUP98-HOXA9 

tg/BXH2マウスAMLではDnalc4への挿入は単一の腫瘍で

しばしば Meis1 への挿入と同時に認められることが示さ

れ、NUP98-HOXA9、Meis1 及び Dnalc4 の活性化は増殖／

分化抑制／アポトーシス阻害を引き起こす遺伝子変化の

蓄積と考えられた。 

 

３ 倫理面への配慮 

 ヒト試料を研究に使用する際には、事前に各研究施設

の倫理委員会の審査を受け、研究によって提供者の不利

益が生じない事と研究の科学的な妥当性を検討し、承認

を得た後に行っている。動物実験については各研究施設

の倫理審査委員会の審査を受け、承認を受けた後に動物

の生命の尊重と苦痛をともなう実験への十分な配慮のも

とに実験を遂行している。 
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