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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、MLL-ENLによる白血病発症にPLZFが重要な役割を担うことを見出
し、さらにPLZFの下流で、ハエの眼の発生に関与する遺伝子Eya2が重要な働きをすることを明らかにした。同時
に、PLZF-RARAによる白血病発症にもEya2が関与することを見出した。今回、小児ALLの中で最も予後不良な白血
病のひとつであるE2A-HLFによる白血病発症においてもEya2が重要な働きを担うことを明らかにし、難治性白血
病の分子標的療法の可能性を示唆した。一方、MLL-ENL下流で発現が上昇しているTet1はコンディショナルノッ
クアウトマウスの解析で白血病の表現型に影響を与えないことも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that PLZF plays a critical role in MLL-ENL-mediated 
leukemogenesis, and Eya2, an essential gene for eye development in Drosophila, was found to be 
important as a downstream molecule of PLZF in the leukemogenesis. Here we report that Eya2 has a 
critical role in leukemogenesis by E2A-HLF, a responsible gene for one of the most aggressive 
pediatric lymphoid leukemias, suggesting Eya2 as a possible target for a molecular therapy against 
therapy-resistant leukemias. Meanwhile, Tet1, one of the upregulated genes downstream of MLL-ENL, 
has been found to give no effects on the phenotype of MLL-ENL-mediated leukemia, by analyses using 
Tet1 conditional knockout mice we have developed.

研究分野：血液学、分子生物学

キーワード： MLL　Eya2　E2A-HLF　白血病　染色体転座
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小児の白血病は比較的予後が良いものが多いが、中には予後不良のものがある。小児急性リンパ性白血病の原因
遺伝子の一つにE2A-HLFが知られているが、同遺伝子によって発症した白血病は予後が悪く、その分子機構も不
明な点が多い。我々はE2A-HLFによって生じる白血病発症の分子機構としてEya2という転写活性化因子の関与を
明らかにした。このことによって、難治性白血病に対する将来の分子標的療法の可能性を開いたと言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々は独自に開発したMLL（Mixed Lineage Leukemia）-ENL（Eleven Nineteen leukemia）誘導
発現型トランスジェニックマウスを用いた実験により、PLZF（Promyelocytic Leukemia Zinc Finger）
遺伝子が重要な働きを担っていることを明らかにし（Ono R et al., Blood, 2013）、さらに、PLZF
の下流で Eya2（Eyes absent homolog 2）遺伝子が重要な働きをしていることを見出した（Ono R 
et al., Mol Cell Biol, 2017）。今回、予後不良の小児急性リンパ性白血病の原因遺伝子 E2A
（Immunoglobulin enhancer-binding factor）-HLF（Hepatic Leukemia Factor）による白血病発症の分
子機構を解析し、Eya2の役割を探った。 
 
２．研究の目的 

E2A-HLF による白血病発症の分子機構は未解明な点が多く、その詳細を探ることは将来的に
は治療にも役立つ可能性がある。今回、E2A-HLFの下流で Eya2が細胞のがん化に関与している
可能性を探る。 
 
３．研究の方法 

E2A-HLF の野生型と変異体をレトロウイルスベクターに導入し、マウス造血幹・前駆細胞を
用いて colony replating assayを行い、E2A-HLFによるトランスフォーメイションの分子機構を明
らかにする。そして、Eya2遺伝子発現レベルとの相関関係を解析する。さらに、shRNAを用い
て Eya2発現を抑制した場合の表現型を観察する。また、Eya2遺伝子のプロモーター・エンハン
サー領域を用いてクロマチン免疫沈降-定量的 PCR（ChIP-qPCR）解析及びレポーターアッセイ
を行い、E2A-HLFによる Eya2遺伝子発現調節機構を解析する。同領域に E2A-HLF結合コンセ
ンサス配列が存在するかを調べ、存在する場合は、当該領域に変異を導入し、転写活性化への影
響を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）E2A-HLFによるマウス造血幹・前駆細胞の不死化と Eya2遺伝子発現レベルの相関 

 
 
左図のように E2A-
HLFを強制発現させた
マウス造血幹・前駆細
胞において Eya ファミ
リー遺伝子のうち、
Eya2 が高発現してい
ることが明らかになっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）種々の E2A-HLF変異体と変異による不死化能の喪失 

 



前頁図に示したとおり、E2A-HLF各種変異体ではコロニー形成能が消失した（左図 Cは野生型、
Dは Δ509-518変異体； 右図 Aの aは野生型、bは ΔAD1、cは ΔAD2、dは ΔbZIP、eは Δ509-
518）。 
 
（3）各種 E2A-HLF変異体と変異による Eya2発現レベルの低下 

 
左図に示したとおり、各種
E2A-HLF 変 異 体 は 3rd 
round でのコロニー形成能
がほぼ消失し、その際、
Eya2 の発現レベルも低下
していた。E2A-PBX1 は陽
性コントロール。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（4）Eya2ノックダウンとそれに伴う E2A-HLFによる不死化能の抑制 

 
左図に示したとおり、レトロウイ
ルスベクターを用いてEya2に対す
る shRNAを発現させ、Eya2の遺伝
子発現をノックダウンすると、コ
ロニー形成能が低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（5）E2A-HLFによる Eya2遺伝子の発現増強は Eya2プロモーター・エンハンサー領域に存在す
る E2A-HLFの DNA結合コンセンサス配列を介して行われる 

 
左図に示したとおり、ChIP-qPCR
解析にて、Eya2 遺伝子のプロモ
ーター・エンハンサー領域 DNA
に E2A-HLFが結合することが明
らかになった。また、同領域には
CTTACCTAGTという塩基配列が
存在し、この配列は E2A-HLFの
DNA 結合コンセンサス配列
GTTACGTAATと類似する。この
配列をCTATTCTAGTというよう
に変異配列に変えるとレポータ
ーアッセイでは E2A-HLF による
転写活性化が低下した。よって、
このコア配列に E2A-HLF が結合
することが示唆された。 
 



以上が本研究課題の主な成果である。これらの結果から、予後不良の E2A-HLF白血病の発症
には Eya2という転写活性化因子が関与していることが強く示唆され、将来的には分子標的治療
として応用される可能性もあると考えられた。 

 
並行して行っていた Tet1 関連の研究成果は以下のとおりである。Tet1 は連携研究者が大学院
生時代に世界で初めて遺伝子を単離し（Ono R et al., Cancer Res, 2002）、当時は Lcxと名付けられ
たが、その後、ファミリー遺伝子が発見され、現在は Tet1-3 まで知られており、Lcx は Tet1 と
呼ばれるようになった。Tetファミリー遺伝子はエピゲノム修飾に関わり、今では非常にホット
な基礎研究領域になっている。また、Tet2は骨髄異形成症候群や骨髄性腫瘍、或いはある種の T
細胞性リンパ腫の患者細胞において機能喪失性遺伝子変異が見つかっている。我々は Tet1 のコ
ンディショナルノックアウトマウスを独自に作製し、機能解析を行った結果、Tet1が欠損しても
正常造血、異常造血ともに大きな影響はないことが判明した（Ono R et al., 投稿準備中）。他の
Tet遺伝子による機能性代償が働いているのかもしれない。以前に、レトロウイルス発現ベクタ
ーを用いた強制発現実験において MLL キメラ遺伝子による白血病発症において Tet1 は重要な
役割を担っているという論文が発表されているが（Huang H et al., TET1 plays an essential oncogenic 
role in MLL-rearranged leukemia. Proc Natl Acad Sci USA 110: 11994-11999, 2013）、我々の今回の結
果はその見解に対して否定的である。我々の実験系は誘導発現型トランスジェニックマウスを
用いた内因性の発現レベルに近いMLL-ENL発現系を用いているので、異なる結果が得られた可
能性が高いと考えられた。 
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