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研究成果の概要（和文）：急性リンパ性白血病の新たな反復性遺伝子変異であるMEF2D融合遺伝子、ZNF384融合
遺伝子に関して研究を行った。MEF2D融合蛋白はmiRNAによる制御を回避することで蛋白高発現しており、高発現
したMEF2D融合蛋白がB細胞分化制御因子PAX5の機能を抑制することなどを発見した。ZNF384融合蛋白は、EP300
などのコアクチベーターとの結合親和性が高いことで高い転写活性化能を持つことを明らかにした。また、
MEF2D融合蛋白を分解する薬剤のスクリーニングを行い、マルチキナーゼ阻害剤スタウロスポリンがその作用を
持ち、MEF2D融合遺伝子陽性ALL細胞株にアポトーシスを誘導することを発見した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we clarified molecular mechanisms of leukemia 
development by MEF2D-fusion gene and ZNF384-fusion gene, new recurrent gene abnormalities of acute 
lymphoblastic leukemia. MEF2D fusion gene evaded from the inhibition by miRNA, which caused higher 
expression of MEF2D fusion protein than wild-type MEF2D. Highly expressed MEF2D fusion protein 
inhibited the transcriptional activity of PAX5. We also revealed that ZNF384 fusion protein had 
stronger binding affinity to co-activator such as EP300 than wild-type, which lead to its stronger 
transcriptional activity. Furthermore, we performed drug screening to discover compounds that cause 
proteolysis of MEF2D-fusion protein. We found that staurosporine, a multi-kinase inhibitor, was a 
such drug and caused apoptosis of MEF2D-fusion gene positive ALL cell lines.

研究分野：血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MEF2D融合遺伝子、ZNF384融合遺伝子は最近発見され、白血病化機序など全く不明の遺伝子異常であるが、それ
ぞれ、日本人成人急性リンパ性白血病の10%、20%程度を占める高頻度遺伝子異常である。このような白血病に関
して、将来の治療薬開発のための標的となる分子が明らかにされたり、既存の化合物の中から治療薬となりうる
化合物をスクリーニングする手法が開発されたことの意義は大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 代表者らは、多施設共同の臨床研究で収集した 15-24 歳急性リンパ芽球性白血病（ALL）73 例
の検体につき、RNA-seq 解析を行い、DUX4 融合遺伝子（新規発見）、ZNF384 融合遺伝子（従来１％
程度と報告されていた）、MEF2D 融合遺伝子（従来頻度不明であった）が、この年代の B 細胞性
ALL の 18.5%、16.7%、9%という高い頻度で認められることを発見した(Yasuda T et al., Nature 
Genetics, 2016)。MEF2D 融合蛋白は融合パートナーが複数あり、BCL9 と HNRNPUL1 が代表的な融
合パートナーで、MEF2D の N 端半側とパートナーの C端半側が融合する。ZNF384 融合蛋白も複
数の融合パートナーがあり、EP300、TAF15が代表的な融合パートナーで、これらのC端側にZNF384
の全長が融合する構造をとる。レトロウイルスを用いてマウスの pro B 細胞に MEF2D 融合遺伝
子あるいは ZNF384 融合遺伝子を導入し、マウスに移植すると、いずれの場合も移植した細胞は
pro B 段階で分化停止をおこすため、これら融合遺伝子の白血病化への寄与は分化障害であると
考えられた。しかし、これら融合蛋白による分化障害の機序は不明のままであった。MEF2D融
合蛋白は、発現ベクターを作成し 293T 細胞に発現させると、野生型より 20倍程度高発現してお
り、蛋白安定性が高いか、mRNA からの蛋白翻訳効率が高いことが予想され、これが B 細胞分化
障害に関与している可能性が高いと考えられた。遺伝子発現プロファイルの比較から、ZNF384 融
合遺伝子陽性 ALL 症例では、陰性 ALL 症例に比べて SALL4（造血幹細胞の幹細胞性維持に働く）, 
ID2（B 細胞分化を抑制する）の発現が特異的に高いことを発見しており、これらの遺伝子は
ZNF384 融合蛋白特異的な転写標的であると予想されたが、ZNF384 融合蛋白発現量は野生型と大
きな相違はなく、変異特的な転写活性化の有無や、その機序は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、MEF2D融合蛋白、ZNF384融合蛋白による白血病発症のメカニズムを解明し、治療
法の開発に役立てることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
・MEF2D 発現ベクターを作成し、MEF2D 融合遺伝子形成の際に失われる C 末端側の DNA 領域を
様々な形で欠損させ、それがタンパク発現に与える影響を調べた。 
・MEF2D 融合蛋白による分化障害のメカニズムとして、B 細胞分化制御因子である PAX5 の機能
抑制を想定し、MEF2D 融合蛋白が PAX5 転写活性化能に与える影響を調べた。 
・MEF2D とルシフェラーゼの融合蛋白の発現ベクターを安定導入した細胞株作成し、これを用い
て MEF2D 蛋白を選択的に分解する薬剤をスクリーニングした。またスクリーニングした薬剤に
ついてその作用機序を調べた。 
・SALL4, ID2 のプロモーター領域の配列を組み込んだレポータージーンを作成しルシフェラー
ゼアッセイにより ZNF384 融合蛋白の転写活性化能を調べた。 
・ZNF384 融合蛋白の転写活性化能が高い原因を、DNA 結合能（Electromobility shift assay）、
コアクチベーターとの蛋白結合能（GST-pull down assay）などの点から調べた。 
 
４．研究成果 
MEF2D 融合蛋白による白血病化メカニズムの解析 
 MEF2D-HNRNPUL1(M-H)は MEF2D の 336 番目のアスパラギン酸(D336)以降が HNRNPUL1 蛋白と融
合する蛋白である。M-H の D336 をストップコドンになるよう変異を導入し、1-335 アミノ酸の蛋
白を発現させる発現ベクターを作成したが、蛋白発現量は野生型と著変なかった。しかし、導入
したストップコドン以降の MEF2D 遺伝子を様々に欠失させると、ヌクレオチド 1128-1254 の領
域を欠失させると、蛋白発現が著明に上昇し、この部分が micro RNA の標的となっていると考え
られた（図１）。さらに、ヌクレオチド 1128-1254 領域を標的にし得る miRNA をデータベース検
索し miR122 をその候補と定め、結合候補領域への変異導入による MEF2D タンパク発現の上昇、
miR122 mimic の cotransfection による MEF2D タンパク発現の抑制の確認により、miR122 が責
任 micro RNA の一つであることを明らかにした。 
 M-Hを B細胞分化制御因子であるPAX5と共発現させてルシフェラーゼアッセイを行うことで、
M-H が PAX5 の転写活性化能を抑制することを示した。さらにその抑制は、MEF2D 融合タンパク特
異的な histone deacetylase (HDAC) 4 との結合によるものであることを明らかにした。これら
を総合して、MEF2D 融合タンパクが micro RNA による抑制を回避することで高発現し、PAX5 の機
能を障害することで B細胞分化を障害するというモデルを提唱し、一連の結果を Oncogene 誌に
報告した。 
 
 
 
 
 
 



 
MEF2D 融合蛋白を分解する薬剤のスクリーニング 
 MEF2D融合蛋白を選択的に減少させる薬剤を発見することでMEF2D融合遺伝子陽性ALLの治療
薬の開発につなげることを目的に以下の研究を行なった。MEF2D とルシフェラーゼの融合蛋白の
発現ベクターを安定導入した細胞株を用いた薬剤スクリーニングシステムを開発した。本シス
テムではルシフェラーゼ発現量＝MEF2D 蛋白発現量であり、細胞培養液中にルシフェラーゼ発光
試薬を添加し発光量を測定するだけで MEF2D 蛋白量を測定でき、MEF2D に選択的に蛋白破壊をも
たらす薬剤をハイスループットにスクリーニングできる（図２）。本システムを用いて、既存薬
および薬理活性既知の化合物約3400種、およびキナーゼ阻害剤を中心とした低分子化合物約400
種からなる化合物ライブラリに対しスクリーニングを行い、マルチキナーゼ阻害剤スタウロス
ポリンが MEF2D 蛋白分解を誘導することを発見した。スタウロスポリンは MEF2D 融合遺伝子陽
性 ALL 細胞株において MEF2D 融合蛋白の減少を誘導し、MEF2D 融合遺伝子陰性 ALL 細胞株よりも
低濃度でアポトーシスを誘導した。また、この蛋白減少はスタウロスポリンによって活性化され
たカスペースによる 125 番目のアスパラギン酸部分での切断によることを発見した。これらの
成果を Biomedicine & Pharmacotherapy 誌に論文発表した。 

 
ZNF384 融合蛋白による白血病化メカニズムの解明 
 ZNF384 融合蛋白に関しては以下のことを明らかにした。融合蛋白特異的な転写標的と予想さ
れた SALL4, ID2 遺伝子のプロモーター領域の配列をレポータージーンに組み込んでルシフェラ
ーゼアッセイを行ったところ、ZNF384 融合蛋白は野生型よりも強い転写活性を示した。また
ZNF384 融合蛋白の発現ベクターを血球系細胞株に導入すると、SALL4, ID2 の mRNA の発現が誘

図2 標的蛋⽩ の分解を誘導する化合物をスクリーニングするシステム開発
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導された。Electromobility shift assay における ZNF384 融合蛋白の DNA 結合能は野生型と大
きな相違はなかった。一方、GST-pull down assay によりヒストンアセチル化酵素（HAT）であ
る EP300, GCN5, TIP60 との結合能を調べると、ZNF384 融合蛋白はこれらとの結合親和性が高
く、EP300 と TIP60 を共発現すると、ルシフェラーゼアッセイにおける ZNF384 融合蛋白の転写
活性を著しく増強させた（図３）。これらの結果から、ZNF384 融合蛋白は、EP300 などのコアク
チベーターとの結合親和性が高いことで高い転写活性化能を持ち、野生型 ZNF384 とは異なる遺
伝子の発現を誘導し、それが B細胞分化障害につながっていると予想された。SALL4, ID2 はそ
うした融合蛋白特異的な転写標的の一部であると予想されるが、これらが実際に白血病化に寄
与しているかどうかは今回の研究では明らかにできなかった。これら一連の結果を FEBS letter
誌に報告した。 
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