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研究成果の概要（和文）： 

TEL 遺伝子異常による腫瘍化機構を解明するために、正常 TEL および白血病、固形腫瘍よ

り同定された TEL-TRKC 融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞を作製し、その分化能、増殖

能に関して検討した。正常 TEL を発現するマウス ES 細胞を血液細胞へ分化させると TEL は

細胞を未分化な状態に維持する働きがあったが、固形腫瘍より同定された TEL-TRKC を発現

するマウス ES 細胞からは血液細胞や血管細胞は産生されず、より未熟な中胚葉系の段階の細

胞が増加していた。TEL-TRKC は、血液細胞への分化を抑制し、より未熟な細胞群を増加さ

せることで腫瘍化に働く可能性が明らかとなった。新たな TEL 結合蛋白を同定し、腫瘍化と

の関わりを検討している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Murine embryonic stem (ES) cells expressing wild type TEL and TEL-TRKC fusion gene, 
identified as an oncogenic factor in both leukemia and infantile fibrosarcoma, were 
established. The ES cells were differentiated into hematopoietic cells and analyzed in 
detail to clarify its function necessary for tumorigenesis. ES cells expressing wild type TEL 
had the tendency to remain in immature hematopoietic cells, whereas TEL-TRKC 
expressing ES cells could not differentiate into hemangioblast, a common precursor of 
endothelial and blood cells, and their capacity to produce hematopoietic stem cells were 
severely impaired. Mesoderm derived, immature cells increased instead of blood cells, 
which might be the cancer stem cells for TEL-TRKC harboring fibrosarcoma. Interacting 
protein to TEL is now being investigated for its association with tumorigenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

TEL 遺伝子は造血細胞を含む多くの細胞
に発現しており、ETS ファミリーに属する転
写抑制因子を蛋白質としてコードしている。
TEL 遺伝子を欠失したノックアウトマウス
等の解析から TEL は成体での骨髄造血およ
び血管の発生に必須であることが知られて
いる。また TEL 遺伝子は白血病などの造血
器腫瘍で高頻度に異常が認められ、造血細胞
の分化・増殖における重要性が認識されてい
たが、TEL が造血細胞分化を含む細胞分化に
果たす具体的な役割は解明されていなかっ
た。本申請者は、白血病症例より新たな TEL
関連転座、TEL-TRKC 融合遺伝子を単離し
報告した。この TEL-TRKC 融合遺伝子は白
血病のみならず、congenital fibrosarcoma 
(先天性線維肉腫)等の肉腫、腎癌、乳癌と様々
な腫瘍で見いだされ、同じ融合遺伝子が多系
統の細胞を癌化させることが証明された貴
重 な 例 で あ る 。 固 形 腫 瘍 で 見 ら れ る
TEL-TRKC には TEL exon 5 が含まれるが、
白血病での TEL-TRKC には含まれない。本
申請者は両タイプの TEL-TRKC 融合遺伝子
を同じ幹細胞に発現するトランスジェニッ
クマウスを作製し、TEL exon 5 の有無によ
り腫瘍化する細胞系列に違いが生じうるこ
とを明らかにした。 

TEL が血管・血液細胞の分化を調節する機
能に関して、本申請者らは TEL-TRKC トラ
ンスジェニックマウスの解析結果から TEL 
exon 5 が重要な役割を担っていると考えて
いる。TEL exon 5 のコードする TEL central 
region に結合する蛋白は HDAC3、SMRT な
どいくつか報告されており、実際この部位で
の HDAC repressor complex (転写抑制因子
複合体)との結合が TEL の転写抑制機能を規
定していると考えられている。しかしこれら
の従来同定されている TEL 結合蛋白との相
互作用では TEL ノックアウトマウスの表現
型を説明することはできず、ノックアウトマ
ウスまたはキメラマウスにおいて認められ
る血管・血液細胞の異常の分子基盤を解明す
るためにも TEL（特に exon 5 によりコード
される領域）が相互作用する蛋白の同定・機
能解析が重要と考えられる。 
 
２．研究の目的 
正常な細胞の発生・分化に関わる転写因子

の変異は、様々な病的状態や癌化を引き起こ
す。したがってそれら転写因子の正常な機能

およびその変異体が腫瘍化に果たす役割を
理解することは、癌の予防や新しい治療法の
開発のために重要である。TEL 遺伝子は血液
および血管の分化に必須であり、また様々な
造血器腫瘍や固形腫瘍で融合遺伝子を形成
することが知られているが、その機能につい
てはまだ不明な点が多い。本研究では正常
TEL の機能および転座型 TEL による腫瘍化
のメカニズムの解明を目的として、 (１) マ
ウス ES 細胞を用いて血液細胞の発生・分
化・増殖における TEL の役割を発生工学的
手法から明らかにする、(２) TEL の新規結合
蛋白を同定し、TEL による血液細胞の分化制
御機構を解明する、(３) TEL キメラ遺伝子産
物の機能解析を行い、TEL 関連転座による血
液細胞分化障害および増殖能獲得のメカニ
ズムを解明することを試みた。 

 
３．研究の方法 
(１) 発生工学的手法による TEL の血液細胞
の発生・分化における役割の検討 

Chicken -actin (CAG)プロモーター下に
EGFP-TEL 融合蛋白を発現するベクターを
作成、マウス ES 細胞に遺伝子導入し、恒常
的にTELを高発現するマウスES細胞を作製
した。この ES 細胞を in vitro で embryoid 
body (胚様体)、ヘマンジオブラストおよび各
血液細胞系列の細胞に分化させ、各分化段階
で、FACS や RT-PCR 法で解析することによ
り、TEL が血液細胞分化に与える影響を検討
した。ヘマンジオブラストおよび血液の分化
は主にコロニーアッセイを用いた。 
(２) TEL の新規結合蛋白の同定と機能解析 
① 新規結合蛋白の同定 

TEL exon 5 を bait として yeast two 
hybrid 解析を行い、TEL と結合する新規蛋
白を検索した。同定した結合蛋白と TEL と
の in vivo での結合を免疫染色、免疫沈降法
にて確認した。またこの新規蛋白との結合部
位をマッピングするために TEL の様々な欠
失変異体を作製し、GST プルダウンアッセ
イ解析を行った。 
② TEL-新規蛋白複合体の生物学的機能の解
析 
この蛋白と TEL との結合体が有する生物

学的機能を明らかにするために、レポーター
アッセイ、ゲルシフトアッセイを行い TEL-
新規蛋白複合体の標的遺伝子の同定を試み
た。さらに TEL-結合蛋白複合体の細胞内局
在を検討し、細胞周期や細胞分化に伴い両者



の結合が変化するかどうかを免疫染色等で
解析した。野生型 TEL および欠失変異体を
MEL、UT7/GM、32Dcl3 等の分化傾向を有
する白血病細胞株に導入し、これらの細胞の
分化能に及ぼす TEL-結合蛋白複合体の影響
を検討するとともに、結合部位をつぶした変
異体が血液細胞の分化能に及ぼす影響を検
討した。 
(３) ES 細胞を用いた白血病・固形腫瘍関連
融合遺伝子 TEL-TRKC の機能解析 

SCL promoter/enhancer 影 響 下 で
TEL-TRKC 融合遺伝子を中胚葉系幹細胞か
ら発現するマウス ES 細胞株を樹立した。こ
の ES 細胞を用いて TEL-TRKC キメラ蛋白
の腫瘍化能および細胞分化阻害能を検討し
た。野生型 ES 細胞と白血病型 TEL-TRKC 
(TEL exon5 を含まない)および固形腫瘍型
TEL-TRKC（TEL exon5 を含む）をそれぞ
れ発現する ES 細胞から embryoid body、ヘ
マンジオブラスト、造血細胞コロニーを作製
し、TEL-TRKC による腫瘍化と血液・血管
系細胞の分化阻害がどのレベルで起こるの
かを解析し、遺伝子発現の変化を RT-PCR 法
等で解析することにより、TEL-TRKC 融合
遺伝子が白血病および固形腫瘍を発症させ
る機序を検討した。 
 
４．研究成果 
(１) 発生工学的手法による TEL の血液細胞
の発生・分化における役割の検討 
① 転写因子 TEL が造血細胞の分化・増殖に
与える影響について、マウス ES 細胞の系を
用いて検討を行った。野性型 ES 細胞から
LIF (Leukemia inhibitory factor) を除去し
血液細胞に分化させると、AML1、GATA1、
GATA2、CD41 などの血液細胞特異的な遺伝
子は分化開始 5日後頃から発現が認められた。
TEL はそれらに先駆けて分化開始 1～2 日後
から発現し、5～6 日後に発現が増強するが、
さらに分化したCD71あるいはCD41陽性細
胞では TEL の発現は急速に低下していた(図
１)。 

 
② Chicken -actin (CAG)プロモーター下に
EGFP-TEL 融合蛋白を発現するベクターを

作成、ES 細胞に遺伝子導入して恒常的に
EGFP-TEL を 発 現 す る ES 細 胞 株
(CAG-TEL) を樹立し、TEL の血液分化に与
える影響を詳細に検討した。CAG プロモー
ター下に TEL を発現させた ES 細胞では
TEL の発現量は野性型 ES 細胞の約 5-10 倍
に増加しており、TEL は核内に複数の焦点を
形成して局在していた。TEL 遺伝子を高発現
するマウス ES 細胞を用いて、分化開始 7 日
後にコロニーアッセイを行うと、TEL を高発
現した ES 細胞では野性型 ES 細胞と比較し
てCFU-GEMMおよびBFU-Eの有意な増加
が認められた(図２)。 

 
③ 赤芽球分化における TELの役割を検討す
るため、血液細胞特異的な GATA1 の遺伝子
発現制御領域下にTELを発現するES細胞を
作製した(GATA1-TEL ES)。この ES 細胞は、
分化開始後 5 日頃より GATA1 の発現上昇と
ともに TEL の発現も誘導され、以降は野生
型ES細胞と比較して有意にTELの発現が増
加していた。TEL の発現増加に関わらず
GATA1-TEL ES 細胞の赤芽球への分化能は
野生型の ES 細胞と同様であり、CD71 陽性
細胞群の割合も対照群と比較して明らかな
差は認めなかったが、コロニーアッセイを行
うと GATA1-TEL ES 細胞では対照群と比較
して BFU-E が有意に高値であった。また分
化開始 7 日後の細胞を EPO 存在下で培養す
ると対照群に比較して、赤芽球系前駆細胞で
ある CD71+TER119+分画が有意に増加して
いた。 
以上よりマウス ES 細胞の血液分化系にお

いて、TEL は細胞の未分化性を維持するとと
もに、血液前駆細胞を増加させる働きを有す
る可能性が示唆された。 
(２) TEL の新規結合蛋白の同定と機能解析 

TEL による血液細胞の分化制御機構を解
明することを目的に、TEL に結合する蛋白を
同定するためTwo Hybrid Analysisを行った。
その結果これまで報告されていない新たな
蛋白が TELと結合する可能性が示唆された。
GST プルダウンアッセイを行い、両者の in 
vitro での結合を確認するとともに、両者の結
合部位をマッピングした。現在 TEL および
TEL結合蛋白を同時に発現するES細胞を作
製し、血液分化における両者の細胞内局在の
変化および分化に与える影響を検討中であ



る。 
(３) ES 細胞を用いた白血病・固形腫瘍関連
融合遺伝子 TEL-TRKC の機能解析 

SCL promoter/enhancer 影響下で白血病
型 (AML 型) あるいは固形腫瘍型 (CFS 型) 
の TEL-TRKC 融合遺伝子を発現するマウス
ES 細胞を作製した。SCL は血液細胞への分
化開始 4-5 日より発現が上昇し、TEL-TRKC
融合遺伝子も未分化 ES 細胞の段階では発現
を認めず、造血細胞分化に伴って発現の上昇
を認めた。この ES 細胞をヘマンジオブラス
トに分化させると、CFS 型の TEL-TRKC を
発現する ES 細胞ではヘマンジオブラストへ
の分化が障害されていた(図３)。また、分化
開始 7 日後に行ったコロニーアッセイでは、
CFS 型の TEL-TRKC を発現する ES 細胞は
造血コロニーを産生しなかった(図４)。以上
の結果から、固形腫瘍で認められる CFS 型
の TEL-TRKC は血液・血管系への分化を阻
害する能力を有していることが示された。 

 
 TEL-TRKC を発現する ES 細胞の造血細
胞への分化過程の FACS 解析により、CFS
型 TEL-TRKC は、c-kitlowTie2+の細胞群が著
明に増加し、この細胞群が分化して生じると
考えられるc-kithighTie2+の細胞群が減少して
いた(図５)。CFS 型 TEL-TRKC は造血細胞
への分化に必要な c-kitの発現上昇を抑制し、
造血細胞への分化障害を生じるとともに、こ
の c-kitlowTie2+の細胞群が TEL-TRKC 融合
遺伝子を有する congenital fibrosarcoma 等
の発生母体となる可能性が考えられた。AML
型と CFS 型 TEL-TRKC の違いは TEL exon 
5 部分の有無のみであり、この領域が細胞分

や増殖に与える影響を検討している。 
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