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研究成果の概要（和文）： 

 正常 TEL の機能および TEL-AML1 による腫瘍化のメカニズムの解明を目的として、マウス
ES 細胞を用いたモデルを作製し、血液細胞の発生・分化・増殖における TEL と TEL-AML1 融
合遺伝子の機能解析を行った。TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞では、
c-kit+/Sca1+の造血幹細胞の数が減少しており、同時に造血コロニー形成能が低下していた。一
方 E2a など、B リンパ球への分化決定に必須な転写因子の発現は保たれており、TEL-AML1 が
リンパ性白血病への系統決定に関わっていることが推測された。また TEL-AML1 単独では増殖
能の亢進は認めないことから、腫瘍化には付加異常が必要であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To explore the mechanism leading to leukemogenesis by TEL-AML1 fusion gene, mouse ES cells which 
stably express TEL-AML1 were established, and were differentiated into hematopoietic lineages 
including B lymphocytes. TEL-AML1-expressing ES cells were capable of differentiating into 
Flk1-positive mesodermal cells as well as wild-type ES cells, but numbers of produced c-kit+/Sca1+ 
hematopoietic stem cells were significantly reduced compared to control ES cells. Expression of 
transcriptional factor E2a, which is essential for B lymphocyte differentiation, was retaied in 
TEL-AML1-expressing ES cells, and immature B lymphocytes could be produced after 3 to 4 weeks 
when co-cultured on OP9 stromal cells. On the other hand, TEL-AML1-expressing hematopoietic cells 
did not confer any growth advantage indicating that at least other genetic abnormalities are necessary for 
leukemic transformation by TEL-AML1. 
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１．研究開始当初の背景 
TEL(ETV6)遺伝子は 12 番染色体短碗

(12p13)に位置し、ETS ファミリーに属する転
写因子をコードする。TEL はアミノ末端側に
多量体形成能をもつ Pointed(HLH)ドメインを
有し、カルボキシ末端側に DNA 結合の ETS
ドメインを有している。転写活性化に働く
ETS1 や ETS2 など ETS ファミリーの他の転
写因子と異なり、TEL は転写抑制に働く。そ
の転写抑制機能は、主に Pointed ドメインと
ETSドメインの間の領域にヒストン脱アセチ
ル化酵素 HDAC などの転写抑制因子がリク
ルートされることによる。 

TEL のノックアウトマウスは胎生致死で
ある。TEL コンディショナルノックアウトマ
ウスなどの解析より、TEL は骨髄造血に必須
であり、各系統に分化した前駆細胞の最終分
化には必要ないが、未分化な造血幹細胞の維
持に重要であることが明らかにされている。
我々は TEL が造血に重要なチロシンキナー
ゼである FLT1、FLK1 遺伝子のプロモーター
活性を抑制することを見出しており、TEL に
よる転写制御が造血細胞の増殖分化をコン
トロールしている重要な因子の一つである
と考えられる。 

TEL は造血器腫瘍や一部の軟部腫瘍で染
色体転座により造腫瘍能を有する融合遺伝
子を形成する。さらに TEL 遺伝子を含む 12
番染色体短碗領域は造血器腫瘍において高
頻度に欠失が認められ、TEL 遺伝子の欠失が
造血器腫瘍の発生、進展に関与すると考えら
れている。 

12;21 染色体転座で形成される TEL-AML1 
(ETV6-RUNX1)融合遺伝子は、小児急性リン
パ性白血病(ALL)の約 10-20%に認められる融
合遺伝子で、TEL が関与する融合遺伝子の中
で最も頻度が高い。TEL-AML1 融合蛋白は造
血細胞の発生・分化に必須な転写因子 AML1
の転写活性をドミナントネガティブに抑制
する。造血前駆細胞に TEL-AML1 を導入する
と、未分化Bリンパ球が自己複製能を獲得し、
成熟障害を生じることが示されている。 
我々は TEL-AML1 融合遺伝子は非白血病

症例の臍帯血から 1-2%の頻度で検出される
ことを報告した。この頻度は TEL-AML1 陽性
白血病の発症頻度のほぼ 100 倍と高頻度であ
り、胎生期に形成される TEL-AML1 陽性細胞
は、前白血病細胞の形成に過ぎず、約 1/100
の頻度で付加的な遺伝子異常(2nd hit)を獲得
した後に、最終的に白血病として発症する過
程が考えられる。遺伝子改変マウス(トランス
ジェニックマウス、ノックインマウス)やレト
ロウイルスによる TEL-AML1 融合遺伝子導
入の実験系では、TEL-AML1 遺伝子のみでは
白血病は生じないことからもこの仮説は支
持される。 

TEL-AML1 陽性白血病の細胞遺伝学的な

特徴は、多くの症例で、転座を起こしていな
い正常アレルの TEL 遺伝子の欠失が認めら
れることである。TEL-AML1 陽性 ALL での
正 常 TEL 遺 伝 子 の 欠 失 の 頻 度 は
FISH(Fluorescence in situ hybridization)法や
CGH アレイなど複数の方法で検討されてお
り、約 50～90％である。TEL-AML1 陽性白血
病では、転座を起こしていない正常アレル側
の TEL 遺伝子が欠失していない症例では再
発のリスクが高いとの報告もなされており、
正常 TEL の機能の喪失が TEL-AML1 による
白血病化の過程に関与し、かつ白血病の病態
を修飾していると考えられる。TEL の標的遺
伝子で白血病化に関与するものを同定し、
TEL の機能喪失が白血病化を導くメカニズ
ムを解明することは分子標的療法など、新た
な治療法の開発のためにも重要である。 

 
２．研究の目的 
小児急性リンパ性白血病で最も高頻度な

TEL-AML1 陽性白血病において、TEL-AML1
融合遺伝子のみを有する前白血病細胞から
白血病細胞への進展に不可欠な付加的遺伝
子異常の同定を試み、分子標的療法の開発に
繋がる知見を得ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
① TEL, TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマ
ウス ES 細胞の作製 

Chicken-beta-actin (CAG) プロモーター下
に野生型 TEL および TEL-AML1 を発現する
発現ベクターを作製し、マウス ES 細胞に遺
伝子導入した。造血細胞分化後に効率的に遺
伝子導入細胞を分離するために、TEL および
TEL-AML1 のアミノ末端側に GFP (緑色蛍光
タンパク質)を結合した発現ベクターを作製
し、遺伝子導入に用いた。 
② TEL により制御されるチロシンキナーゼ
の同定と TEL-AML による腫瘍化における意
義づけ 

CAG プロモーター下に TEL を発現させた
マウス ES 細胞を造血細胞へと分化させ、造
血細胞の分化・増殖に関与する受容体型およ
び非受容体型のチロシンキナーゼの発現の
変化を網羅的に FACS や定量 PCR、マイクロ
アレイなどを用いて検討する。 
③ TEL-AML1 陽性白血病における正常 TEL
遺伝子の微小欠失の検討 

TEL 遺伝子の欠失が TEL-AML1 陽性白血
病に真に必須な現象なのかどうか、全長の
TEL の発現が白血病症例全例で失われてい
るのかを確認することにより判断する。白血
病初発時の骨髄検体(芽球が 90%以上のもの)
から DNA、RNA を抽出する。TEL の 8 つの
exon それぞれを増幅するプライマーを作製、
定量 PCR で exon レベルでの欠失の有無を検
討する。 



④ レトロウイルスによる挿入変異を用いた
TEL-AML1 腫瘍化の共役因子の同定 

TEL-AML1 を発現する ES 細胞を造血細胞
に分化させた段階で、インサートを持たない
レトロウイルスベクターを遺伝子導入し、ラ
ンダムにゲノムに組み込ませる。その後、コ
ロニーリプレーティングアッセイを行い、自
己複製能を獲得したコロニーから細胞を回
収し、レトロウイルスの挿入部位を同定する
ことにより、腫瘍化における TEL-AML1 の共
役因子を同定する。 
 
４．研究成果 
① TEL, TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマ
ウス ES 細胞の作製 

TEL の機能および TEL-AML1 融合遺伝子
による腫瘍化のメカニズムを解析するため
に、マウスES細胞の実験系の作製を試みた。
CAG プロモーター下に野生型 TEL および
TEL-AML1 融合遺伝子を発現する発現ベク
ターを作製し、マウス ES 細胞に導入し、ES
細胞株を樹立した。野生型 TEL 遺伝子および
TEL-AML1 融合遺伝子を ES 細胞の未分化な
状態から発現させても、遺伝子発現が ES 細
胞に致死的な影響を与えず、Flk1 陽性 Tie2
陽性の未分化造血幹細胞への分化も可能で
あった。 

この ES 細胞を用いて、造血細胞の分化・
増殖にこれらの遺伝子が与える影響につい
て解析した。胚様体(Embryoid body, EB)を形
成させ、造血細胞へ分化させると分化 5-7 日
後に造血細胞の出現を認める。定量 PCR を用
いた解析では、TEL 遺伝子の発現は ES 細胞
が未分化な状態から認められ、造血細胞の出
現にともなってその発現が 2-3 倍に上昇する。
TEL の発現は未分化 ES 細胞の生存・増殖に
は影響を与えず、造血細胞への分化も可能で
あった。開始後 6-7 日の細胞を用いたコロニ
ーアッセイでは、TEL を発現する ES 細胞由
来の EB でも、コントロールの EGFP を発現

する EB と比較して、造血コロニー形成能は
同程度であった。FACS 解析では、TEL を過
剰発現する ES 細胞は、コントロールの ES 細
胞と比較して、Flk1 陽性細胞の割合には有意
差がなかった(図 1)が、極めて未分化な造血幹
細胞を含む Tie2 陽性の細胞群は増加してい

た(図 2)。 
TEL-AML1 融合遺伝子を CAG プロモータ

ー下に未分化な ES 細胞に発現させ、造血細
胞へ分化させると、c-kit 陽性の細胞群は野生
型と同程度に認められるが、造血幹細胞を含
む c-kit+/Sca1+細胞分画は減少しており、同時
に造血コロニー形成能が低下していた(図３)。
これは TEL-AML1 が造血に必須な転写因子
である AML1 をドミナントネガティブに抑
制 す る た め で あ る と 考 え ら れ 、 実 際
TEL-AML1 を発現する ES 細胞では Mpo や
Pu.1などのAML1の標的遺伝子を含む骨髄系
の分化マーカーの発現が低下していた。一方

E2a など、B リンパ球への分化決定に必須な
転写因子の発現は保たれており、OP9 上で
IL-7、Flt3 ligand 添加下に培養することにより、
B220(CD45R)陽性の幼若 B リンパ球への分化
が認められた(図４)。このようにマウス ES 細
胞を用いた系では TEL-AML1 は造血幹細胞
の産生と骨髄系への分化を障害するのに対
して、リンパ球系への分化能には明らかな影
響を与えない。すなわち、未分化 ES 細胞か
ら造血幹細胞へと分化する前に TEL-AML1
が生じた場合には、骨髄系への分化が障害さ
れ、CD19 陽性の前白血病細胞の形成に向か
うと考えられる。
し か し な が ら
TEL-AML1 単独で
は、マウス ES 細胞
を用いた実験系で
も造血細胞の増殖
能亢進は得られず、
腫瘍化には付加異
常が必要であると
考えられる。 
 
② TEL により制御



されるチロシンキナーゼの同定と
TEL-AML1 との共発現による腫瘍化の検討 
マウスES細胞でCAGプロモーター下にTEL
を発現させると TEL の発現量は野生型 ES 細
胞のほぼ 5-10 倍となる。FACS 解析では、TEL
を過剰発現する ES 細胞は、造血細胞への分
化後 c-kit 陰性の細胞群が増加しており、また
分化開始 6 日後に出現する未分化造血幹細胞
である c-kit+CD41+の細胞群が減少する。この
ことからチロシンキナーゼである c-kit は造
血細胞の分化過程において TEL により制御
されている可能性が高い。 

造血幹細胞が分化・産生される細胞群であ
る Tie2 陽性細胞を用いた発現アレイ解析で
は、TEL を高発現する細胞では、血球分化に
必須な転写因子 Aml1 等の発現が抑制されて
いたが、有意なチロシンキナーゼの発現抑制
は認められなかった。しかしながら脱リン酸
化酵素である一部のフォスファターゼ蛋白
の発現が上昇しており、腫瘍化における意義
について今後検討を続けていく予定である。 
 
③ TEL-AML1 陽性白血病における正常 TEL
遺伝子の微小欠失の検討 

11 例の TEL-AML1 陽性白血病における正
常 TEL 遺伝子の欠失の有無を MLPA 法を用
いて検討した。正常 TEL の欠失は 1 例を除く
全ての症例で認められた。TEL 遺伝子の exon 
1 から exon 8 までの領域が欠失している症例
に加えて、単独の exon 欠失のみの症例も認め
られた(図５)。TEL 欠失は TEL-AML1 陽性白
血病に極めて高頻度に認められる異常であ
り、腫瘍化に必須な異常である可能性が示唆
された。 
 

④ レトロウイルスによる挿入変異を用いた
TEL-AML1 腫瘍化の共役因子の同定 
腫瘍化における TEL-AML1 の共役因子を

同定するために、TEL-AML1 陽性 ES 細胞に
二次的な遺伝子異常を導入することにより、
腫瘍化能が得られるかどうかに関して検討
した。具体的には TEL-AML1 を発現する ES
細胞を Tie2 陽性の未分化造血細胞に分化さ
せた段階で、レトロウイルスベクターを用い
てランダムに挿入変異を導入後免疫不全マ
ウスに移植した。免疫不全マウスに白血病の
発症が認められるかどうかについて観察し
たが、研究期間中には有意な白血病の発症は
認められなかった。今後、コロニーリプレー
ティングアッセイなどの in vitro の解析も加

えて検討を続けていく予定である。 
 

⑤ ES 細胞を用いた実験系の有用性 
ES 細胞を用いた実験系では、骨髄や臍帯血

から分離される造血幹細胞、造血前駆細胞よ
りさらに早い分化段階から融合遺伝子など
の遺伝子異常の影響を観察することが可能
である。TEL-AML1 融合遺伝子そのほか胎生
期に形成される遺伝子異常は、造血発生の極
めて早期の段階で遺伝子異常が生じている
可能性がある。ES 細胞を用いたモデルではそ
れらの融合遺伝子がどの分化段階の細胞に
対して最も影響を与えるのかを詳細に検討
できる。マウス ES 細胞を用いることによっ
て、造血細胞の分化段階ごとに遺伝子の影響
を詳細に検討することが可能となり、
TEL-AML1 等の融合遺伝子の機能解析にお
いて ES 細胞の実験系は有用であった。 
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