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研究成果の概要（和文）：本研究では急性骨髄性白血病の主な原因遺伝子の一つNPMが関連する融合遺伝子「NPM-MLF1
」による白血病発症メカニズムに焦点をあてて解析を行った。NPM-MLF1融合遺伝子および野生型MLF1をマウス造血幹細
胞・前駆細胞に強発現することで、一時的にコロニー形成能力が増強すること、Kit陽性の未熟細胞が増加すること、M
LF1は造血幹細胞分画に発現が高く分化に伴って発現低下することを明らかにし、NPM-MLF1および野生型MLF1の強発現
は、造血分化を傷害することで白血病発症に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed a mechanism for leukemogenesis through the NPM-MLF1 fusion gene and ov
erexpression of wild-type MLF1. We found that clonogenic capacity is transiently enhanced and Kit-positive
 immature hematopoietic cells are increased by transduction of NPM-MLF1 and MLF1 into murine hematopoietic
 stem and progenitor cells (HSPCs), and MLF1 expression level is high in hematopoietic stem cells but decr
eases as differentiation, indicating that NPM-MLF1 and overexpression of MLF1 might contribute to leukemog
enesis through dysregulation of normal differentiation of HSPCs.    
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１．  研究開始当初の背景 

急 性 骨 髄 性 白 血 病 (Acute myeloid 

leukemia; AML)は、昨今の強力化学療法や同

種幹細胞移植の進歩に伴って、一部の患者に

おいては治癒可能な疾患となってきてはい

るものの、これらの治療はかなり高いリスク

(治療関連死亡率は 20～30％)を有している。

従ってその適応は若年患者や状態の良い患

者に限られ、高齢患者や合併症を有する患者

においては依然として有効な治療法がない

のが現状である。 

最近の遺伝子網羅的解析の結果から、

Nuclephosmin(NPM)の C 末端変異(NPMc)は、

AML 症例のおよそ 30～40%と非常に高頻度に

認められる遺伝子異常で、増殖亢進に関わる

FLT3-ITD 変異と高率に併存することがわか

ってきた。これは、NPMc が AML の新規治療タ

ーゲットとなりうる可能性を示しているが、

そのためには、NPMc の細胞生物学的特徴を理

解することが必要である。ところが、NPMc に

関する近年の報告では、がん遺伝子として働

くと記載されたり、逆にがん抑制遺伝子であ

ると主張されたりで、評価が全く定まってい

ない。NPMc ノックインマウスモデルを用いた

最近の報告によると、約 1/3 のマウスが遅発

性の AML を引き起こすので、NPMc はがん遺伝

子であるが、その力は比較的弱いものと推測

される。また、より早期の白血病発症には、

増殖亢進に関わる他の遺伝子の発現異常の

付加が必要であるので、NPMc はがん遺伝子と

いうよりは分化異常に関わるとも考えられ

る。いずれにせよ、NPMc の AML 発症における

役割はコンディショナルノックインモデル

でも不明な点が多く残されている。 

我々は実際に臨床の現場で経験した

t(3;5)(q25;q34)染色体異常を有するde novo

難治性 AML 患者から、NPM/MLF1 融合遺伝子を

クローニングした。この融合遺伝子は C末を

欠いた NPM（ほぼ NPMc に等しい）と、最初の

16 ア ミ ノ 酸 の み 欠 い た ほ ぼ 全 長 の

MLF1(myeloid leukemia factor 1)との融合

タンパクをコードするので、NPM/MLF1 融合遺

伝子の発現は、NPMc 病態に MLF1 発現異常が

付加された状況を作り出している可能性が

ある。つまり、NPM/MLF1 を解析することで、

NPMc 変異による白血病発症機構の一端を

明らかにできる可能性があると同時に、MLF1

の発現異常が白血病発症に関与する可能性

を励起する。しかし、MLF1 の造血における役

割も不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、(1) NPM/MLF1 融合遺伝子の

AML 発症における役割、(2) 融合パートナー

MLF1 の造血における役割、を明らかにするこ

とを主たる目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) NPM/MLF1 融合遺伝子の AML発症における

役割 

NPM1/MLF1 融合遺伝子によって AML が誘導

されるかを検討するために、レンチウイルス

システム(IRES-GFP を搭載しており GFP にて

追跡が可能なシステム)を用いて融合遺伝子

をマウス造血幹細胞・前駆細胞に導入した後、

コロニーアッセイによってコロニー形成能

力を評価し、フローサイトメトリーによる細

胞表面マーカー解析によって分化への影響

を評価した。さらに、コロニー植え次ぎ法で

コロニー形成能力が増強するかを検討し、同

系マウスへ移植することでAML発症の有無を

解析した。 

(2) 融合パートナーMLF1 の造血における役

割 

まず、MLF1 の造血幹細胞・前駆細胞での発

現レベルを確認した。次に、レンチウイルス

システムを用いて MLF1 をマウス造血幹細

胞・前駆細胞に導入した後、コロニーアッセ

イを行い、コロニー形成能力を評価すると同

時に、コロニーの種類の偏りやフローサイト



メトリーによる細胞表面マーカー解析から

造血分化への影響を評価した。さらに同系マ

ウスへ移植することで、MLF1 の強発現が造血

機能に及ぼす影響を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) NPM/MLF1 融合遺伝子の AML発症における

役割 

コロニーアッセイを行ったところ、予想に

反して、コロニー形成数はコントロールに比

して減少した。しかしコロニー植え次ぎ法で

は、短期的にはコロニーの形成数がコントロ

ールより明らかに多くなったが、長期的なコ

ロニー形成能力の増強は認めなかった。フロ

ーサイトメトリーによる細胞表面マーカー

解析で、成熟マーカー陽性細胞の割合がコン

トロールに比して少なく、幼弱マーカーKit

陽性細胞の割合が明らかに増加した。これら

の結果は、NPM-MLF1 融合遺伝子によって、不

完全ながらコロニー形成能力が増強するこ

と、造血分化が傷害されることを示している。 

 

次に、同系マウスへの移植を行ったが、融

合遺伝子が導入された成熟血液細胞(GFP 陽

性で追跡)は、移植マウス末梢血中に認めら

れなかった。移植後 24 時間での骨髄中の GFP

陽性細胞数はコントロールと同等であった

ことから、NPM-MLF1 融合遺伝子が、造血組織

への遊走を妨げている可能性は否定的であ

った。むしろ、造血幹細胞の維持もしくは造

血分化に関与している可能性が考えられる。

これらの問題をよりクリアーにするために、

現在トランスジェニックマウスの作製を試

みている。 

 

(2) 融合パートナーMLF1 の造血における役

割 

 まず、正常マウスの骨髄から、造血幹細

胞・未熟前駆細胞分画や分化方向が拘束され

た骨髄系前駆細胞をソート分離し、MLF1 の発

現レベルを確認したところ、造血幹細胞・前

駆細胞分画で非常に高く発現していること

を確認した。 

次に MLF1 をレンチウイルスでマウス造血

幹細胞・前駆細胞に導入後、コロニーアッセ

イを行ったところ、初回の捲込みではコロニ

ー形成数はコントロールと同等であった。し

かしコロニー植え次ぎ法では、NPM-MLF1 融合

遺伝子の場合と同様にコロニー形成が短期

的に維持された。フローサイトメトリーによ

る細胞表面マーカー解析では、NPM-MLF1 融合

遺伝子ほどではないものの、成熟マーカー陽

性細胞の割合がコントロールに比して少な

く、幼弱マーカーKit 陽性細胞の割合が増加

した。これらの結果は、MLF1 が造血幹細胞・

未熟前駆細胞レベルを維持するために何ら

かの役割を果たしていることを示唆してお

り、NPM-MLF1 による造血分化障害の一翼を担

っている可能性が高いと考えられた。 

 次に、同系マウスへの移植を行ったが、融

合遺伝子が導入された成熟血液細胞(GFP 陽

性細胞)は、移植マウス末梢血中に認められ

ない一方で、移植後 24 時間での骨髄中の GFP

陽性細胞数はコントロールと同等であり、表

現系は NPM-MLF1 の場合に非常に近かった。



すなわち、NPM-MLF1 の機能は、野生型 MLF1

の発現上昇が担う部分が多いことが示唆さ

れた。現在トランスジェニックマウスの作製

を試み、NPM-MLF1 との比較を行う予定にして

いる。 
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