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研究成果の概要（和文）：白血病細胞において NPM1 蛋白は ETS 転写因子である MEF 蛋白と

結合しMEFの転写活性能を抑制した。急性骨髄性白血病にみられる変異型NPM1は逆にMEF
転写活性能および細胞形質転換能を増強した。MEF 蛋白は HDM1 遺伝子プロモーターを活性

化し、患者検体において NPM1 変異の有無、HDM1 発現は MEF 発現と有意に関連していた。

NPM1 変異は MEF を通じて P53 経路で白血病化に係わる可能性がある。(J Biol Chem 
2013;288(13):9457-67.) 
 
研究成果の概要（英文）：Myeloid ELF1-like factor (MEF), a member of the ETS 
transcription factors, can function as an oncogene. We found that MEF directly 
forms a complex with NPM1. Functional analyses showed that wild-type NPM1 
inhibited the DNA-binding and transcriptional activity of MEF on the HDM2 
promoter whereas NPM1 mutant protein (Mt-NPM1) enhanced these activities of 
MEF. It also related to the transformation of NIH3T3 cells by MEF. In addition, 
clinical leukemia samples with NPM1 mutations had higher HDM2 mRNA 
expression. Our data suggest that enhanced HDM2 expression induced by mutant 
NPM1 may have a role in MEF/ELF4-dependent leukemogenesis. (J Biol Chem 
2013;288(13):9457-67.) 
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１．研究開始当初の背景 
 急性骨髄性白血病（AML）の 55％には何
らかの染色体異常がみられ、約半数を占める
正常核型 AML においても種々の遺伝子異常
が示されることより遺伝子変異は AML 発症

に深く関与すると考えられる。AML におい
ては NPM1 変異が最も高率である。NPM1
蛋白は①リボゾーム RNA 細胞内移動、②中
心体分裂の制御、③p53 との相互作用など多
機能を持ち、ハプロ欠損マウスに造血障害が

機関番号：１７３０１ 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2010～2012 

課題番号：２２５９１０４０ 

研究課題名（和文） 白血病予後を司る NPM1 と ETS遺伝子 MEFの相互作用の解明 

                     

研究課題名（英文） Interaction between NPM1 which is deeply related with the prognosis 

 of leukemia and the ETS family of transcription factor, MEF. 

研究代表者 

 宮﨑 泰司 （MIYAZAKI YASUSHI） 

長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・教授 

 研究者番号：40304943 

 
 



 

 

認められるなど血球分化・増殖にも関与して
おり、AML において極めて重要な遺伝子と
思われる。臨床的にも NPM 変異の有無は正
常核型 AML の予後と関連する。 
 MEF は研究代表者によってクローニング
された ETS 転写因子で、これまでにサイト
カインやパーフォリン遺伝子の活性化、転写
因子 RUNX1 との相互作用、NKT 細胞の分
化増殖制御などの機能が、細胞株、遺伝子破
壊マウスモデルを用いて報告されてきた。ま
た、臨床検体を用いて、FAB 病型により 
MEF の mRNA 発現量に差があること、さら
に NPM 蛋白と転写因子 MEF が蛋白複合体
を形成し、両者が直接結合して MEF 機能が
変化する可能性を in vivo, in vitro において
報告してきた [平成 20 年がん研究助成金 
朝長班報告]。最近、造血幹細胞の細胞回転制
御、MDM2 の転写を通じた p53 蛋白の調整
が新たな MEF の機能として報告され、さら
に AML における染色転座の標的遺伝子とし
て MEF が同定された。以上より、AML にお
いて野生型あるいは変異NPM1とMEF蛋白
の物理的・機能的な相互作用が、p53 機能調
節や細胞分裂・細胞周期に影響し、造血細胞
の白血病化とその維持に関与している可能
性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 NPM1 と MEF 蛋白の造血細胞における機
能的相互作用と、その結果導かれる白血病化
の機構を解明するため、以下のことを明らか
にする。 
1）細胞内局在による、野生型・変異 NPM と
MEF 蛋白複合体形成の変化。 
2）野生型・変異 NPM との相互作用による
MEF 転写活性の変化。 
3）NPM による MEF の転写活性調整の機序。 
4）両蛋白の AML 発症、維持における機能。 
 
３．研究の方法 
野生型NPM1、変異NPM1 (NPM-mut, NPM
の C 末端遺伝子異常)、および MEF 遺伝子の
発現プラスミドを組み合わせて造血細胞に
導入することで、以下①～③の検討を行う。
その結果を踏まえ臨床検体を用いた解析④
を行う。 
 
① NPM1 と MEF の結合及び結合部位の同
定・・・免疫沈降法 
② MEF の転写活性に対する野生型・変異
NPM の影響・・・MEF レポーターによるル
シフェラーゼアッセイ・・・線維芽細胞を用
いた形質転換 
③ NPM1 の MEF 転写活性調節の機序 
  ・・・ゲルシフトアッセイ 
  ・・・ウエスタンブロット法 
  ・・・共焦点レーザー顕微鏡による蛋白

局在の同定 
④ 臨床 AML 検体における、NPM 変異の
有無による MEF 標的遺伝子発現の変化 
  ・・・AML 細胞における HDM 発現の
RQ-PCR 
 
４．研究成果 
①NPM1 と MEF との結合部位の解析 
上記手法で解析した結果、NPM1 は NPM1
分子のN端に存在するHomoDドメインを有
する領域を介して MEF と結合していること
が示された。 
また、動物細胞内での過剰発現系を用いた検
討によって両蛋白質はそれぞれに免疫沈降
されることより、細胞内での結合が再現され
た。 
②MEF の転写活性に対する野生型・変異
NPM の影響 
 ルシフェラーゼを用いたレポーター解析
の結果、野生型 NPM1 蛋白質の発現は MEF
の転写活性化能を抑制することが明らかと
なった。一方、患者検体に見られる変異を導
入した変異型NPM1はMEFの転写活性化能
を増強した。これは白血病細胞を用いた実験
においても同様の結果が得られた。siRNA を
用いて NPM1 発現を抑制する実験では、
NPM1 発現抑制によって MEF 転写活性化能
の上昇が見られ、他の実験結果と一致するも
のであった。以上より、AML において NPM1
変異は MEF の転写活性化能に影響を与えて
いる可能性が考えられた。 
 線維芽細胞の MEF 導入による形質転換能
は、MEF の転写活性化能と関連し、野生型
NPM1 の過剰発現では形質転換能が低下、変
異型 NPM1 の導入では上昇した。 
③NPM1 の MEF 転写活性調節の機序 
 共焦点レーザーを用いた蛋白質局在の解
析では、NPM1 蛋白質は既報の通り核内に存
在し、変異型 NPM1 は細胞質へと移動した。
MEF は細胞内では核内に存在したが、変異
型 NPM1 の導入によってもその局在は変化
しなかった。これは細胞分画ごとのウエスタ
ンブロット法による解析でも同様の結果で
あった。 
 ゲルシフトアッセイでは野生型 NPM1 は
MEF の DNA への結合を阻害した。これらの
結果より、NPM1 は野生型では MEF の DNA
への結合を阻害するが、変異型 NPM1 が導
入されると野生型 NPM1 の細胞内局在が核
内から細胞質へと移動し、その結果 MEF が
DNA に結合しやすくなるために MEF の転
写活性化能が上昇すると考えられた。HDM2
プロモーターをもちいた解析で、MEF は
HDM2 プロモーターに結合しその転写を活
性化した。ChiP 解析では変異型 NPM1 によ
ってMEFのHDM2プロモーターへの結合が
低下し、この仮説を支持する結果であった。 



 

 

④臨床 AML 検体における、NPM 変異の有
無による MEF 標的遺伝子発現の変化 
 臨床検体を使った解析では AML 細胞にお
ける NPM1 変異の有無、MEF 発現の程度、
HDM2 発現の程度の関連を解析した。 
 その結果、変異型 NPM1 を有する検体で
は、野生型の検体と比較して有意に HDM2
の遺伝子発現が亢進しており、また、MEF
高発現と低発現の例を比較すると MEF 高発
現例において HDM2 発現が有意に上昇して
いた。 
 
以上を合わせると、AML 細胞において
NPM1 変異は MEF の転写活性化能を亢進さ
れること、MEF の活性化は HDM2 発現を亢
進させること、少なくとも一部はこの機構を
通じて MEF による細胞の形質転換能が上昇
する可能性があることが示された。 
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