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研究成果の要旨 

 AML1/EVI-1 ヘテロノックインマウスは、成体型造血における著しい分化障害を認めた。急性骨髄

性白血病に観察される inv(12)(p13q13)より TEL/PTPRR をクローニングした。TEL/PTPRR は STAT3 を

恒常的にリン酸化し、GMS-CSF 依存性の細胞株を非依存的に増殖させた。170 症例の白血病から 4例

の AML1 遺伝子の挿入型あるいは欠失型変異を検出した。これらの変異のノックインホモ接合マウス

は AML1 欠損と同様に胎生期死亡した。TEL-AML1 融合遺伝子をマウス造血幹細胞に導入すると、B細

胞の分化阻害がみられたが、白血病をみられなかった。TEL-AML1 白血病臨床検体を対象に、アレイ

CGH 解析により二次的遺伝子異常につき検討し、全例で複数の遺伝子異常を見出した。MOZ-/-マウス

は胎生致死で、成体型造血に異常が見られ、MOZ は造血幹細胞の形成・維持に必須であることが明ら

かとなった。HoxA9 と Meis1 の共発現による AML の発症における協調遺伝子候補として Trib1、Evi1、

Ahi1、Rara、Pitpnb、AK039950 を同定した。Trib1 と Evi1 はレトロウィルスの挿入により発現が亢

進し、HoxA9 と Meis1 による白血病発症を促進した。7番染色体長腕(7q)領域の AML や MDS の発症を

抑制する遺伝子を同定するため、長鎖 PCR 支援マイクロアレイ CGH 法を独自に開発し、7q 領域内に

ある共通微小欠失領域の三つの遺伝子を同定した。 
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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 

 

TEL-AML1 転座型急性リンパ性白血病の発症機構解析 

 

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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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

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。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分子生物学的、

細胞生物学的、発生工学的に解析することにより、白血

病発症の機構を解明し、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。また、白血病発症には染色体転座に加え

て多段階の遺伝子変化の重積が必要である。キメラ遺伝

子等の発がんの初期に必要な遺伝子変化に特異的に協調

作用を示す遺伝子異常を同定し、多段階発がんの分子機

構・分子経路を明らかにすることにより、白血病の顕在

化や悪性化を防ぐ分子標的治療法の開発に応用する。 

 

２ 研究成果 

マウス AML1 遺伝子の第５エクソンにヒト EVI-1 cDNA を

イン・フレームでつなげたノックイン・ターゲティング

ベクターを構築し、AML1/EVI-1 ヘテロノックインマウス

を作製した。AML1/EVI-1 ヘテロノックインマウスは胎生

致死（胎生 13.5 日）であった。病理所見では中枢神経系

の出血および胎仔肝での成体型造血の欠如を認めた。胎

生 13.5 日の胎仔肝の造血コロニー・アッセイにおいて多

数の CFU-Mix を認めたが、これらは赤芽球へ分化せず、

骨髄球の成熟に異常を認めた。また、継代培養実験によ

り AML1/EVI-1 発現造血前駆細胞はより高い自己複製能

を持つことが確認された。胎仔肝における造血系転写因

子の発現を解析したところ、AML1 ノックアウト細胞とは

異なり、AML1/EVI-1 ヘテロノックイン細胞では野生型細

胞と同等の PU.1 の発現を認めた。以上の結果から、

AML1/EVI-1 は AML1 に対してドミナント・ネガティブ効

果を持つことが個体レベルで初めて証明された。また、

報告されている AML1/MTG8 ヘテロノックインマウスと比

較して、成体型造血における著しい分化障害を認めた。

この相違点はAML1/EVI-1とAML1/MTG8が発症させるヒト

白血病の表現型の違いに深く関連していると考えられた。 

 急性骨髄性白血病に観察される 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 遺伝子から短縮型 TEL と TEL/PTPRR キメラが

発現していた。野生型 TEL は核内に存在するが、短縮型

TEL および TEL/PTPRR は細胞質内に存在していた。これ

らの異常分子は野生型 TEL とヘテロダイマーを形成し、

その核移行を抑制した。また、短縮型 TEL と TEL/PTPRR

は DNA 結合能および転写抑制能を示さなかったが、野生

型 TEL の転写抑制能をドミナントに阻害した。TEL/PTPRR

は GM-CSF 依存性のヒト白血病細胞株 UT-7/GM を GM-CSF

非存在下でも増殖させた。さらに、短縮型 TEL あるいは

TEL/PTPRRを発現させたUT-7/GM細胞はGM-CSF除去後も

STAT3 のリン酸化状態を維持していた。inv(12)型白血病

ではがん抑制因子 TEL が機能的に失活し、STAT3 シグナ

ルが恒常的に活性化していると考えられた。 

 ヒト造血器腫瘍関連 AML1 遺伝子変異の頻度やその特

性を検討する目的で自験の170症例についてruntドメイ

ンに相当するエクソン３～６の変異を DNA-based PCR お

よび single-strand conformation polymorphism(SSCP)

を用いてスクリーニングした。結果として 1例のサイレ

ント変異と 4例の挿入型あるいは欠失型変異（計 5例：

2.9%）を検出した。3 例は N 末端近くのフレームシフト

による単純な機能喪失型変異であった。一方、骨髄異形

成症候群 RAEB 亜型の 1例において、3塩基の挿入によっ

て DNA 結合ドメイン内にイソロイシン残基が１個挿入さ

れる（I150ins）変異を検出した。I150ins 変異体は機能

共役分子である CBFβの存在下でも転写活性化能をもた

ず、またホットスポット点変異として知られる R139Q や

R174Q と異なって、野生型 AML1 の作用を競合阻害しなか

った。ノックインの方法を用いて I150ins 変異をマウス

胚細胞系列に導入したところ、ホモ接合マウスは AML1

欠損と同様に胎生期死亡し、この微細な変異はその生物

作用を完全に廃絶させるものであることが示された。一

方、ヘテロ接合マウスは顕著な造血異常を示さず、造血

器腫瘍の自然発生は観察されなかった。AML1 遺伝子の片

アレルの不活化は白血病発症における 1ステップとなっ

ていることが伺われるところであるが、この新規遺伝子

改変マウスは、今後 AML1 変異と協調して白血病発症にか

かわるパートナー遺伝子変異を特定してゆくうえで役立

つものと思われる。 

 TEL-AML1 融合遺伝子をマウス造血幹細胞に導入し、こ

の細胞を放射線照射同系マウスに骨髄移植することによ

り骨髄キメラマウスを作成し、TEL-AML1 融合遺伝子が造

血に及ぼす影響を検討した。その結果、B 細胞の分化阻
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害に伴うプロ B細胞の相対的蓄積と未分化造血細胞の増

加がみられた。２次骨髄移植においても同様の結果が得

られたものの、このマウスは長期観察でも白血病を起こ

すことはなかった。以上から、TEL-AML1 型白血病の白血

病性幹細胞は未分化細胞分画にあって長く体内に存続し、

B 細胞への分化の阻害に伴いプロ B 細胞が相対的に蓄積

し、この細胞に何らかの２次的異常が起こってプロ B細

胞性白血病に至ると考えることができる。そこで、白血

病発症に必須である付加的（二次的）遺伝子異常につき、

TEL-AML1 白血病臨床検体を対象に、アレイ CGH 解析を行

って検討した。その結果、全例で TEL-AML1 以外に複数の

遺伝子異常を見出した。特に、特定の遺伝子領域が多数

例で集中して欠失していることが判明し、この欠失遺伝

子の白血病化への役割が強く示唆された。 

 HoxA9 と Meis1 を単一のレトロウィルスベクターに組

み込みマウス正常骨髄細胞に導入し、この細胞を X線照

射したマウスに骨髄移植し、HoxA9 と Meis1 の共発現に

よる AML の発症における協調遺伝子をレトロウィルス挿

入変異を用いて同定した。HoxA9 と Meis1 を単一のレト

ロウィルスベクターに組み込んで発現させた骨髄細胞を

移植されたマウスは、全例が平均 18 週の潜伏期間の後

AML を発症した。この AML におけるレトロウィルス挿入

部位を単離し、共通挿入部位に存在する協調遺伝子候補

として Trib1、Evi1、Ahi1、Rara、Pitpnb、AK039950 を

同定した。Trib1 と Evi1 はレトロウィルスの挿入により

発現が亢進し、HoxA9/Meis1 と共にマウス骨髄細胞に導

入すると HoxA9 と Meis1 による白血病発症を促進し、協

調遺伝子であると考えられた。Trib1 は MEK と結合して

MAPK カスケードの活性化を亢進することが知られてい

る。また、HoxA9/Meis1 の活性化は Flt3 の発現を上昇さ

せることが最近報告された。Trib1、HoxA9、Meis1 を発

現する白血病細胞では HoxA9、Meis1 のみの白血病細胞と

比較してIL-3刺激によるERKのリン酸化を有意に亢進す

ることを明らかにした。このことは、Trib1 と

HoxA9/Meis1の協調作用がFlt3の活性化の促進及び遷延

化を介している可能性を強く示唆していた。 

 7 番染色体長腕(7q)領域にその存在が想定されてきた、

AML や MDS の発症を抑制する遺伝子を同定するため、「長

鎖 PCR 支援マイクロアレイ CGH 法」を独自に開発し、7q

領域内にある共通微小欠失領域を同定した。。7q 共通欠

失領域には、データベース上三つの遺伝子が存在したの

で Miki、Titan、Kasumi と命名した。脊椎動物にのみ相

同性のある遺伝子が認められ、魚類と鳥類では Miki と

Titan が融合した遺伝子がひとつ存在するが、マウスま

でに分離して Miki と Titan になり、さらにヒトまでに

Titan が遺伝子重複し Kasumi が出現した。三遺伝子は既

知遺伝子との相同性がなかった。Titan と Kasumi は

Ku70/Ku80/DNA-PKcs 複合体と結合するほか、放射線照射

により核内に移行した。また、RNA 干渉法により Kasumi

蛋白質の発現を抑制すると、放射線感受性が亢進したこ

とから、DNA 二重鎖切断時の非相同組換え断端結合

(NHEJ)による修復に関与している模様である。一方、Miki

は間期には細胞質にび漫的に存在するが、分裂期には、

まず中心体に共局在し、M 期の進行に伴い中心体より伸

びる紡錘糸に局在した。Miki の蛋白質発現を抑制すると、

分裂前期での停止や分裂中期の赤道上の染色体整列異常

が認められた。造血幹細胞の大多数が骨髄ニッチ内にあ

って G0期で停止しているため、DNA 損傷の大半は姉妹染

色分体が存在しない G0/G1 期で起き、その修復には NHEJ

が主に機能すると推察される。Kasumi/Titan の欠損は

NHEJ の機能異常につながり、造血幹細胞における遺伝子

異常の蓄積を促進することが推察される。一方、MIKI の

発現抑制により染色体の分配異常など分裂期の異常が生

じたことは、白血病に頻繁に見られる染色体の数的異常

に MIKI の欠損が関与する可能性を示唆している。 

 MOZ の造血における役割を解析するため、MOZ 欠損マ

ウスを作製し、MOZ ホモ欠損マウスは胎生 15.5 日までに

全ての胎仔が死亡し、胎仔肝臓における成体型造血に顕

著な異常が見られることを見出した。胎生 14.5 日の MOZ

ホモ欠損マウス胎仔肝臓では、造血幹細胞及び造血前駆

細胞の広範な減少が見られ、赤血球の最終分化障害、B

リンパ球の減少、骨髄性細胞の増加も見られた。造血幹

細胞及び造血前駆細胞の広範な減少は MOZ ヘテロ欠損マ

ウスでも見られた。造血幹細胞での MOZ の機能を解析す

るために、MOZ ホモ欠損マウスの胎児肝細胞(Ly5.2)を野

生型競合細胞(Ly5.1)と共に、放射線照射したマウス

(Ly5.1/Ly5.2)に移植したところ、MOZ ホモ欠損マウス由

来細胞は、移植後のマウスの末梢血及び胸腺、脾臓、骨

髄のどの造血組織にも全く見られなかった。加えて MOZ

ヘテロ欠損マウス由来細胞も、移植マウスにおける割合

が野生型マウス由来細胞と比べて減少していた（図３）。

移植細胞数を増加させると MOZ ヘテロ欠損細胞の骨髄再

構築能の減少は回復したが、MOZ ホモ欠損細胞の骨髄再

構築能は全く回復しなかった。これらの結果から、MOZ

は造血幹細胞の形成・維持に必須であることが示された。

AML1 は造血幹細胞の形成には必須であるが、その維持に

は必要ではないことから、MOZ 欠損マウスの表現型は

AML1 の機能阻害だけでは説明できない。そこで、造血に
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関与するいくつかの転写因子について MOZ との結合を検

討した。その結果、MOZはPU.1及びc-Mybと強く結合し、

レポーター遺伝子を用いた解析から MOZ は PU.1 及び

c-Myb による転写活性化を促進することが明らかとなっ

た。PU.1 及び c-Myb は造血幹細胞の維持に重要であるこ

とから、MOZ は AML1 に加えて PU.1 及び c-Myb の転写コ

アクチベーターとして作用して造血幹細胞の形成・維持

に関与することが示唆された。さらに胎生 12.5 日の胎仔

肝臓における遺伝子発現の変化をマイクロアレイにより

解析した。その結果、MOZ ホモ欠損マウスでは TPO 受容

体 c-Mpl、SCF 受容体 c-Kit 及び HoxA9 の発現の低下が見

られた（図４）。c-Mpl 及び c-Kit を介したシグナルは造

血幹細胞の維持に必須であることが示されていることか

ら、これらの発現低下が MOZ 欠損マウスで見られた造血

異常の原因である可能性が示唆された。以上の結果から、

MOZ は AML1・PU.1・c-Myb の転写コアクチベーターとし

て作用して、c-Mpl 及び c-Kit の発現を制御することに

より、造血幹細胞の形成・維持に重要な作用をすること

が示唆された。 

  転写コリプレッサーHIPK2 は Sumo 化され、PML と共

に nuclear body (NB) に局在する。私達は昨年度、c-Myb

活性が Wnt-1 刺激により HIPK2 を介したシグナルカスケ

ードによりリン酸化され、プロテアソーム依存的に分解

されることを明らかにした。今年度は、Myb ファミリー

の別のメンバーである A-Myb もやはりこのシグナル伝達

経路で負に制御されること、しかし A-Myb はプロテアソ

ーム依存的に分解されることなく、A-Myb と CBP との結

合が阻害され、かつ A-Myb 結合領域でのヒストン H3 K-9

のメチル化が促進されることによって、A-Myb 活性が抑

制されることを明らかにした。 

 

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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