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研究成果の概要（和文）：急性前骨髄球性白血病は、PMLと RARαが融合した異常蛋白が作ら
れることが原因で発症する。PMLは、通常、核内で PMLボディと呼ばれるドット状局在を示
すが、白血病では破壊されている。私たちは、MORC3が、PMLボディに局在し、PMLと同
様に白血病ではその局在が障害されている事から、白血病のターゲットとして注目している。
今回、MORC3が、2ステップで PMLボディに局在化する分子機構を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The PML-RARα fusion proteins cause acute promyelocytic leukemia 
(APL). The PML proteins form nuclear foci called PML-body in normal cells. However, 
PML-nuclear body is disrupted in APL cells. We focus on the localization mechanisms of 
MORC3 as a drug target of APL because the localization of MORC3 on PML-nuclear body 
is also disrupted in APL cells. In this study, we show that MORC3 colocalizes with PML by 
a two-step molecular mechanism.  
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１．研究開始当初の背景 
	 PML は、ほとんどの急性前骨髄球性白血
病 (APL) において、レチノイン酸レセプタ
ー (RARα) と融合遺伝子を形成する遺伝子
として同定された。PML 蛋白によって形成
されるPMLボディは、p53などの転写制御、
細胞老化等の他、hematopoietic stem cell 
(HSC)や HSC の異常によって起こる
Chronic myeloid leukemia (CML) の
leukemia-initiating cells (LIC)の維持に必

要であることが報告されている。しかし、
PML のマウスホモログのノックアウトマウ
スは、様々な異常が指摘されているが、マウ
スは正常に発育し、血液細胞における分化の
異常も、きわめて軽微である。 
	 MORC3は、よく保存された GHL (Gyrase 
B, Hsp90, MutL) -ATPase domain 、
Zinc-finger type CW domain、Coiled-coil 
domain をもつ事を特徴とする４種類の
MORC ファミリーのうちの１つ (マウスは、
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Morc1, 2a, 2b, 3, 4の５種類存在する。)であ
る。我々は、精子形成の減数分裂に異常の
あるマウスを解析し  (Proc. Natl. Acad. 
Sci. 95, 14361-14366, 1998)、ポジショナ
ルクローニングにより MORC ファミリー
蛋白の１つである MORC1 を同定した
(Hum. Mol. Genet. 8, 1201-1207, 1999)。
そして、MORC3が、その ATPase domain
依存的に、PMLボディに局在し、PMLボデ
ィに局在化する蛋白の局在化や機能の制御
に関与する事を示してきた (Mol. Biol. Cell 
18, 1701-1709, 2007)。さらに、PML-RARα
遺伝子を発現する APLの細胞では、PMLボ
ディは破壊され、MORC3による核ボディの
形成も認められない。しかし、APLの治療薬
であるレチノイン酸や亜ヒ酸による
PML-RARα 融合蛋白の分解などによって、
PMLボディは再形成されると共に、MORC3
も PML ボディへリクルートされ、核ボディ
を形成し、APL細胞には、分化やアポトーシ
スが誘導される。 
	 また、PML ノックアウトマウスの異常が
軽微であるのに対し、PML 依存的に局在を
変化させていると考えられる MORC3 のノ
ックアウトマウスは、出生前後で死亡し、造
血系に著しい異常が観察される。これらのこ
とから、PMLとMORC3は、協調して PML
ボディの機能を制御している可能性が考え
られる。それ故、APLにおいて、MORC3の
局在や機能を制御することにより、PML と
は独立に APL 細胞を分化やアポトーシスに
導く事ができる可能性が期待された。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、MORC3 の機能解析を通じて、
様々な機能を担う白血病関連蛋白 PML によ
り形成される核内ドメイン PML ボディの核
内での機能制御機構を解明することを目的
としている。そして、APL において、PML
ボディとは独立に、破壊されたMORC3機能
を回復し、APL の新規ターゲットとしての
MORC3の役割を検討する事を最終目的とす
る。そこで、今回、MORC3の核内ボディ形
成機構及び PML ボディへの局在機構を解析
した。さらに、MORC3ノックアウトマウス
を用いて、MORC3の造血分化機構を解析す
る。 
 
３．研究の方法 
MORC3の細胞レベルの解析	 
	 MORC3の様々なドメインの機能欠損変異
体（ATPaseドメイン変異体 E35A、コイル
ドコイルドメイン欠損変異体、CWドメイン
変異体W419A） を作成し、それらの局在を
検討した。また、MORC3の SUMO化の作
用を検討するために、MORC3の５ヶ所のリ
シンをアルギニンへ置換した変異体 

(K597R, K650R, K651R, K740R, K794R) 
と PML Iの SUMO結合ドメイン変異体 
(556-559番のアミノ酸 VVVIを AAASに置
換)を作成し、MORC3と PMLとの相互作用
における SUMO修飾の関与を検討した。 
	 
マウス個体における MORC3 の機能および
白血病での役割 
	 マウスMorc3ノックアウトマウスは、出生
前後で死亡するため、14.5日胎児肝臓から造
血細胞を取り出し、致死量の放射線照射した
マウスに移植し、造血細胞の分化状態を表面
マーカーを用いて観察した。また、白血病細
胞におけるMORC3の発現量と細胞内局在
をWestern blottingおよび蛍光抗体法で観
察した。	 
	 
４．研究成果	 
MORC3の細胞レベルの解析	 
	 PML ボディが破壊された APL 細胞や、
PML をノックダウンした骨肉腫細胞株
Saos2細胞では、MORC3による核ボディ形
成は、著しく抑制されたが、PML ノックア
ウト胎児繊維芽細胞 (MEF) においては、数
的減少はあるが、確かに検出された（図 A 
緑：Morc3、赤：Pml）。また、MEF におけ
る MORC3 のほとんどは、PML ボディに局
在したが、マウス骨髄細胞の 78％が、PML
ボディとは、独立なMORC3ボディを形成し
ていた (図 B	 緑：Morc3、赤：Pml)。それ
故、MORC3には、MORC3ボディを形成す
るステップと PML と共局在するステップと
独立の分子機構が働いている事が予想され
た。そこで、本研究で、その分子機構を明ら
かにした。 

 
	 我々は、以前、MORC3の ATPaseドメイ
ンの酵素活性を欠損させた E35A 変異体が、
MORC3ドメインを形成することができない
事を示した。今回、拡散状態では、核マトリ
ックスへ結合しており、また、MORC3の核



内ボディの形成は、DNase I感受性である事
から、DNA もしくはクロマチン依存的であ
る事が明らかになった。また、 50µg/ml 
Digitonin によって膜透過処理された細胞を
ATP または ATPase により加水分解されな
い AMP-PNP存在下で、37℃で 30分間処理
すると、ATP存在下では、MORC3は拡散し、
核内から洗い流されてしまったが、
AMP-PNP存在下では、MORC3は、核内ボ
ディを維持し続けた (図 C	 緑：MORC3)。
それ故、MORC3 は、HSP90 などの他の
GHL-ATPase 蛋白と同様、ATP が結合した
状態 (実験では、AMP-PNPが結合した状態) 
では、ATPaseドメイン同士が結合して”クロ
ーズド”状態となり、核内ボディを形成する事
が明らかとなった。この事は、Hsp90 の
ATPase 阻害剤と同じように、MORC3 特異
的な ATPase 阻害剤が開発できれば、
MORC3の核内ドメイン形成の誘導が可能で
あると考えられた。 
C 

 
	 次に、形成されたMORC3ボディが、PML
ボディといかに相互作用するかを検討した。
MORC3 は、SUMO 化蛋白のため、その
SUMO 化サイト全てを同定し、５つの
SUMO 化リシンを全てアルギニンに置換し
たSUMO化されないMORC3-5KR変異体を
作成した。そして、MORC3-5KRと PMLを
HeLa 細胞に発現させ、それらの局在を観察
した（図 D	 緑：MORC3 及びその変異体、
赤：PML I 及びその変異体）。その結果、
MORC3-5KR は、核内ボディを形成したが、
PML Iとは共局在する事ができなかった。ま
た、PMLの SUMO結合ドメインを欠損した
PML I-AS変異体もやはり、MORC3の野生
型と同時に発現させた時、共局在しなかった。
さらに、SUMO 化に関わる E2 結合酵素
UBC9/UBE2Iを siRNAによってノックダウ
ンすることにより、MORC3と PML Iの共局
在は阻害された（図 D	 緑：MORC3、赤：
PML I）。それ故、MORC3 と PML I は、
MORC3の SUMOと PMLの SUMO結合ド
メインの結合を介して、相互作用すると考え
られた。 

	 また、マウス骨髄細胞において、PML ボ
ディと共局在しない MORC3 ボディを抗
SUMO1 抗体で染色した所、これらの
MORC3ボディは、SUMO1抗体で染色され
なかった。それ故、MORC3 の SUMO 化依
存的な PML ボディへの局在化が、内在性の
蛋白でも認められた。 
D 

	 
（まとめ）	 
	 MORC3 の PML ボディへの共局在には、
２段階のステップが存在する事を明らかに
した (図 E)。 
E 

	 すなわち、PMLボディとは独立なMORC3
ボディ形成過程と PML ボディとの相互作用
の過程である。MORC3は、核質に存在する
ときには、核マトリクスに結合した状態で存
在する（N末の ATPaseドメインは、オープ
ン状態）。何らかの作用によって ATPが N末
の ATPaseドメインに結合すると（クローズ
ド状態）、MORC3 は、核内ボディを形成す
る。そして、さらに、MORC3 の SUMO 化
により、PML ボディと相互作用し、融合し



た核内ボディを形成する事を明らかにした。
MORC3特異的な ATPアナログと SUMO化
を抑制する化合物を開発できれば、PML と
は独立に MORC3 ボディの形成を誘導でき
ると考えられた。 
マウス個体における MORC3 の機能および
白血病での役割 
	 マウス個体において、MORC3ノックアウ
トマウスでは、出生前後で死亡し、造血系に
著しい異常を伴う肝腫大を認めた。14.5日胎
児肝細胞を移植したマウスの解析では、単球
系、リンパ球系の細胞の著しい減少と顆粒球
系細胞の著しい増加を示した。また、赤血球
造血は、骨髄ではなく、脾臓で起こっており、
髄外造血を示した。現在、白血病細胞での
MORC3の異常も含め、投稿準備中である。	 
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