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研究成果の概要（和文）：EVI1 の 546 番目の Lysine が P/CAF によりアセチル化されることが、

転写因子としての機能に重要であることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that acetylation of EVI1 546th Lysine by P/CAF was 
important for the function as a transcription factor. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,200,000 0 1,200,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2009 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

  年度  

総 計 3,100,000 570,000 3,670,000 

 
 
研究分野：細胞生物学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学 
キーワード：アセチル化、白血病、Evi1 
 
１．研究開始当初の背景 
 血球細胞の分化異常、細胞増殖異常は、白
血病の成立に密接に関連している。これまで
の研究により、急性骨髄性白血病(AML)では、
３番染色体 EVI1 遺伝子近傍に転座が集中し
ており、EVI1 遺伝子発現が亢進しているこ
とが明らかになっている。EVI1 遺伝子高発
現 AML は再発率も高く、決定的な治療法の
ない難治性である。EVI1 は細胞内でアセチ
ル化されていることが判明しており、このこ
とが転写因子として重要であると推測され
る。タンパク質はアセチル化されると、転写
活性が上昇することが明らかになっており、
EVI1 もアセチル化されることで転写活性が 

上昇すると考えられる。 
 しかし、EVI1 がどのようにアセチル化さ
れるのかそのメカニズムは不明である。そこ
で、本研究で、EVI1 がどのようにアセチル
化されるのか、アセチル化されることが機能
にどのように影響するのか明らかにしたい
と考えている。 
２．研究の目的 
 EVI1 高発現白血病は、再発率も高く、決
定的な治療法のない難治性である。しかも、
なぜ、難治性なのか根本的な原因が明らかに
されていない白血病である。EVI1 がアセチ
ル化されていることが判明しているので、こ
のアセチル化がどのような意義を持つのか
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明らかにし、EVI1 の機能制御につなげたい
と考えている。これらのことを通して、EVI1
高発現白血病の治療に応用することを目指
す。 
３．研究の方法 
 （1）組織及び細胞染色による EVI1 
アセチル化の検出 
 EVI1 が細胞中でアセチル化されているこ
とが明らかになっている。しかし、常に、す
べての細胞中でアセチル化されているのか、
組織中でもアセチル化されているかは不明
である。そこで、これらのことを明らかにす
るため、マウス発生期組織切片および造血幹
細胞、AML 細胞で蛍光抗体染色により EVI1 の
アセチル化を明らかにする。 
 （２）アセチル化酵素、アセチル化部位の
同定及びアセチル化 EVI1 認識抗体の作製 
 EVI1 が細胞中でアセチル化されているこ
とが明らかになっている。しかし、白血病細
胞中でどのような酵素によってアセチル化
されているかは判明していない。そこで、既
知のアセチル化酵素と EVI1 が結合するのか
明らかにしたい。また、どのアミノ酸がアセ
チル化されているかは不明である。そこで、
アセチル化は Lysine のみに修飾されるので
LysineをAlanineに変換した変異体を作製し、
活性に影響を及ぼすか検討する。その後、ウ
サギに同定されたアセチル化 Lysine を含む
ペプチドを抗原として免疫し、アセチル化部
位を認識する抗体を作製する。 
 
４．研究成果 
 （１）組織及び細胞染色による EVI1 
アセチル化の検出 
  
 
 
 
 
 
 

 
図１、マウス胎生期１０．５日神経管での

Evi1 染色 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２、マウス胎生期１０．５日神経管での 

アセチル化 Lysine 染色 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 3、マウス胎生期１０．５日神経管での 
Evi1 とアセチル化 Lysine 染色 
 
Evi1    アセチル化 核   重ね合わせ 
 
 
 

 
図４、ヒトＣＤ３４+造血幹細胞染色 
 
 Evi1 アセチル化  重ね合わせ 透過 
 
 
 

 
図５、ヒトＡＭＬ細胞染色 
 
 組織及び細胞中で EVI1 がアセチル化され
ているか検討するため、マウス胎生１０．５
日組織切片を EVI1 抗体およびアセチル化
Lysine 抗体で染色を行った。その結果、胎生
１０．５日では EVI1 は神経管の頭頂部に染
色されることが明らかになった(図１)。しか
し、同部はアセチル化 Lysine 抗体では染色
されていない(図２)。つまり、この時期の
EVI1 はアセチル化されていないと考えられ
る(図３)。これは、EVI1 をアセチル化する酵
素が発現していないのではないかと推測さ
れる。ヒト成人造血幹細胞(CD34+)を同様に
染色すると EVI1 とアセチル化 Lysine 抗体は
完全に一致して染色されることから、成人で
は EVI1 はアセチル化されていると考えられ
る（図４）。また、AML 細胞でも同様に染色す
ると EVI1 とアセチル化 Lysine 抗体は完全に
一致して染色されることから、白血病細胞で
も EVI1 はアセチル化されていると考えられ
る（図５）。これらのことは、これまで明ら
かになっておらず、EVI1 のアセチル化機構を
解明する上で有用な知見である。 
 
（２）アセチル化酵素、アセチル化部位の

同定及びアセチル化 EVI1 認識抗体の作製 
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図１、P/CAF と EVI1 の結合 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２、P/CAF による EVI1 活性化 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３、564Lysine 変異体の機能喪失 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４、564Lysine 変異体の DNA 結合活性消失 
 

EVI1 が細胞中でアセチル化されているこ
とが明らかになっている。しかし、白血病細
胞中でどのような酵素によってアセチル化
されているかは判明していない。そこで、既
知のアセチル化酵素と EVI1 が結合するのか
検討を行った。アセチル化酵素として
P/CAF,CBP,P300 が既知であった。そこで、
EVI1 の下流制御遺伝子として知られている
GATA2 promoter を指標とした luciferase ア
ッセイによりどのアセチル化酵素との組み
合わせが最も EVI転写活性が高くなるか調べ
た。その結果、P/CAF との組み合わせが最も
EVI1 転写活性を上昇させたこと（図２）から、
P/CAFがEVI1のアセチル化酵素である可能性
が高まった。次に、P/CAF と EVI1 が結合して
いるのか検討するために、免疫沈降法で調べ
た。P/CAF と EVI1 が結合していることが明ら

かになった（図１）。P/CAF により EVI1 はア
セチル化されていると考えられるので、では
EVI1 のどの部位がアセチル化されているか
調べた。EVI1 は CtBP 結合配列を２箇所持っ
ている。これまで、CtBP 結合配列近傍の
Lysine がアセチル化されることが明らかに
なっている。そこで、EVI1 には CtBP 結合配
列近傍 Lysine が３箇所（５５９番，５６１
番，５６４番）存在していたので、これら
LysineをAlanineに変換した変異体を作製し、 
GATA2 promoter を指標とした luciferase ア
ッセイによりどの Lysine が活性化に不可欠
であるか検討を行った。５６４番目の Lysine
を Alanineに変更した(EVI1-K564A)場合のみ、
EVI1 転写活性化能力が喪失していた（図３）。
つまり、EVI1 転写活性化には、５６４番目の
LysineがP/CAFによりアセチル化されること
が重要であると考えられる。なぜ、５６４番
目の Lysine を Alanine に変更した場合のみ、
EVI1 転写活性化能力が喪失していたのか明
らかにするため、クロマチン免疫沈降法によ
り GATA2 promoter への EVI1 結合能力を調べ
た。その結果、EVI1-K564A のみが、バンドを
検出できなかった（図４）。EVI1-K564A は既
知の EVI1 結合配列に対する DNA 結合活性が
ないことが判明した。しかし、これまで、タ
ンパク質はアセチル化されると DNA認識配列
が変化することが知られており、EVI1-K564A
も認識配列が変化しているのかもしれない。 
EVI1 と EVI1-K564A でクロマチン免疫沈降法
により結合する DNA 配列を抽出し、次世代シ
ークエンサーなどで網羅的に比較解析すれ
ば認識配列が変化しているのか、完全に DNA
結合活性が消失しているのか明らかになる
だろう。現在、これらの結果を投稿中である
(JBC,revised)。 
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