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研究成果の概要（和文）：転写因子 AML1/Runx1 は造血発生の中心的役割を担う一方、その機能

異常が白血病発症に深く関わる。本研究では白血病関連変異や翻訳後修飾が担う役割について、

生化学的解析とマウス ES細胞実験系を組み合わせて検討した。白血病関連変異の多くが機能廃

絶をもたらしたが、翻訳後修飾変異体では生物活性を保持しているものも観察され、引き続き

マウス個体での解析を試みている。また、会合分子の新規探索も併せて行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Transcription factor, AML1/Runx1, plays a pivotal role in 
hematopoietic development, and its dysfunction is closely related to leukemogenesis. In 
this study, the influence of leukemia-associated genomic alterations and 
post-translational modifications of this molecule were evaluated by use of biochemical 
analysis and experiments using mouse embryonic stem cells. In contrast to most cases of 
the leukemia-associated mutations that resulted in functional disruption, some mutants 
for modification residues of this molecule retained its biological activity. Mutant mouse 
lines for those mutations were currently being generated, and will be analyzed. A search 
for interacting molecules of AML1 was also performed as a supporting approach. 
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１．研究開始当初の背景 

AML1 遺伝子（RUNX1 とも呼ばれる）はヒト
急性骨髄性白血病全体の約 20％という高頻度
で染色体転座による再構成の標的となる遺伝

子であり、FAB 分類 M2 亜型の 8;21 相互転座
切断点からクローニングされたものである。
またこの遺伝子は転写因子複合体 PEBP2/CBF
の DNA 結合サブユニットをコードすることが
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示されている。AML1 は、造血初期発生、成体
での血小板造血や胸腺 T 細胞の制御において
重要な役割を担うことが知られている。 
一方、8;21転座では、遺伝子再構成によっ

て AML1-MTG8 と呼ばれる融合遺伝子が形成さ
れる。ノックインマウスの作製によって、こ
の融合遺伝子が個体のレベルにおいてドミナ
ント・ネガティブ作用を発揮し、造血前駆細
胞の自己複製と分化のバランスを変化させる
ことによって白血病発症に関与していること
が明らかにされている。 
近年では AML1 のゲノム遺伝子の微細変異

も白血病発症に係ることが明らかにされ、そ
の後、骨髄性白血病・MDS 症例全体の約 5～
7％に認められるというのが現在の共通理解
となっている。 
また、高頻度に白血病発症する家族性血小

板異常症（FPD/AML）では先天性に AML1遺伝
子座の片方のアレルが不活化されているこ
とが知られ、AML1「活性」の量的低下が造血
障害の原因となっていることが示唆されて
いる。 
このように、AML1転写機能の低下は付加的

変異を蓄積することによって白血病発症に
関わるものとされている。 

AML1 の造血制御作用は標的遺伝子群に対
する転写活性化作用を通じて発揮されてい
るものと考えられているが、その活性は翻訳
後修飾によって制御されていることが最近
示唆されている。実際、AML1 蛋白はリン酸化
やメチル化などを受けていることが報告さ
れている。こうした化学修飾は AML1 蛋白の
立体構造をわずかに変化させ、会合分子との
相互作用に変化をもたらすことによって、そ
の機能を調節しているものと考えられてい
るが、白血病発症との関わりを含め、まだ、
その全容は明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 
 こうした背景の中、当該研究では AML1 遺
伝子の微細変異や翻訳後修飾が造血制御や
白血病発症にどのように関与しているのか、
その解明につながる手がかりを得ることを
その目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)AML1遺伝子の改変 
マウス AML1b の cDNA をプラスミドに導入

し、変異オリゴマーを用いた PCR法によって、
各種のミスセンス変異を導入した。下記の実
験に先立って、PCR 増幅部位については両ス
トランドのシーケンシングを行い、狙い通り
の遺伝子変異が導入されていること、そして
他の部位には変異が生じて居ないことを確
認した。 
 
(2)AML1の発現と転写活性化能の解析 

変異 AML1 cDNA は HA タグをつけた後に真
核細胞発現ベクターに乗せ換え、HeLa細胞や
Cos7 細胞へのトランスフェクションに供し
た。AML1 蛋白の発現については抗 AML1 抗体
や HA タグ抗体を用いたウエスタンブロット
解析で、また転写活性化能はマウス M-CSF 受
容体遺伝子プロモータまたはミエロペロキ
シダーゼ遺伝子プロモータのルシフェラー
ゼコンストラクトを用いたダブル・ルシフェ
ラーゼアッセイで評価した。 

 
(3)マウス ES細胞への導入 
 マウス AML1 遺伝子座のゲノム DNA 断片に
野生型 cDNAまたは変異 AML1 cDNAを挿入し、
置換型ベクターを作製した。このベクターを
用いて、野生型あるいは AML1 欠損 ES細胞に
おける相同組換えを利用して、AML1遺伝子座
に外来 cDNA をノックイン導入させた。 
 
(4)ES 細胞の in vitro での血球分化 
 マウス ES 細胞をメチルセルロース中で培
養し、胚様体形成を行った。ここで適切なコ
ロニー刺激因子を加えておくと、胚様体から
血球系の細胞を分化させることができる。 
 
(5)遺伝子改変マウスの作製 
 変異 AML1 をノックイン導入した野生型 ES
細胞をマウス胚盤胞期胚に注入し、キメラマ
ウスを作製した。キメラマウスの交配によっ
て胚細胞系列に変異が伝達されたマウス系
列を樹立した。 
 
(6)Yeast two-hybridスクリーニング 
 GAL4-DNA 結合ドメインに AML1 遺伝子断片
を融合させ、これを bait-constructとした。
この融合遺伝子と GAL4-活性化ドメインに融
合させた cDNA ライブラリーとを酵母細胞内
に同時導入し、レポーター遺伝子の発現を指
標として定法どおり相互作用分子のスクリ
ーニングを行った。 
 
４．研究成果 
 上述のように AML1 の機能低下が白血病発
症に関与するが、この機能の全廃は造血初期
発生の欠如をもたらす。一方で AML1 の翻訳
後修飾がその転写活性可能に大きな影響を
及ぼすことが示唆されている。当該研究では
まず AML1 の DNA 結合ドメインの下流に位置
する 2 箇所のアルギニン（R）残基のメチル
化について検討した。これらのアミノ酸をリ
シン（K）に置換したところ、転写活性化能
が低下することを認めた。ただし全廃はしな
い。これは、これらの残基のメチル化が転写
のコリプレッサーからの解離をもたらして
いるとする先行研究での観察と相関するも
のであった。一方、この非メチル化 AML1 変
異体を AML1 欠損 ES細胞に導入し、その造血



 

 

分化における作用を検討したところ、野生型
AML1の場合と同様に、失われていた in vitro
での血液細胞発生を取り戻させる作用があ
ることを見出した。尐なくとも骨髄系細胞の
初期発生制御にはこのメチル化修飾は必須
のものではないことが示唆された。 
これを受けて、この R→K 変異を胚細胞系

列で保有する遺伝子改変マウスの作製を試
み、ヘテロ接合体の樹立に成功した。現在、
交配によってホモ接合体の作製を試みてお
り、今後、個体レベルでの作用の確認を行い
たい。 
他方、ヒト白血病で観察された AML1 ゲノ

ム遺伝子変異には、DNA 結合ドメイン内にホ
ットスポットがあることが知られる。今回の
メチル化変異での観察とことなって、R139Q、
R174Q、R177Q、そして I150ins といった白血
病関連ミスセンス変異体はいずれも転写活
性化機能を全廃しており、かつ、造血レスキ
ュー機能も保持していない。また、作製され
た遺伝子改変マウスはノックアウトマウス
と同様の表現型を持つものである。転写活性
化能の残存と、生物作用の保持とが密接に関
連することが示されたものと考える。 

AML1分子は何箇所かのセリン（S）・スレオ
ニン(T)残基やチロシン（Y）残基にリン酸化
修飾を受けていることが知られている。私た
ちはこうした翻訳後修飾の影響について網
羅的な検討を進めている。Ｓ/T残基に関して
はアラニン(A)またはアスパラギン酸(Ｄ)へ
の変異体を検討し、また、Y 残基についても
フェニルアラニン(F)残基へ置換した変異体
を作製し、その影響についての検討を開始し
た。こうした変異体の生物作用のスクリーニ
ングとマウス作製を通じて、今後、AML1 分子
における翻訳後修飾の生物学的意義の解明
を進めてゆきたい。 
一方で、強い機能障害をもたらすことが知

られる白血病関連点変異を導入した遺伝子
改変マウスであっても、ヘテロ接合体はその
生涯の間に白血病を発症しなかった。レトロ
ウイルス挿入による強制発症造血器腫瘍ゲ
ノムの解析からは、いくつかの共通挿入部位
が見つかってきているが、その白血病発症に
おける役割についてはさらに検討が必要と
なるものと思われた。 

AML1の翻訳後修飾は、協調して機能する蛋
白との会合の状態を変化させることによっ
て、その生化学的特性を変化させている可能
性が示唆されている。こうした観点から、上
述の研究を補完する目的で、AML1 と会合する
分子の探索を Yeast Two-Hybrid 法によって
行った。その結果、Runx1 の runtドメインに
結合する新規候補分子群、そしてＣ末端サブ
ドメインに結合する候補分子群をそれぞれ
数種ずつ特定した。いずれも酵母細胞の実験
系では特異性高く結合することが確認され

た。今後、それぞれについての機能的関与に
ついて検討を進めたい。 
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