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研究成果の概要（和文）：LPXNは細胞外からのシグナルを細胞内で伝えるアダプター分子である。ETV6-LPXNは急性骨
髄性白血病の再発時に付加的に生じた融合遺伝子として同定され、白血病進行に関与したと推察される。ETV6-LPXNで
は、分化の抑制は見られなかったが、G-CSFに対する増殖反応が亢進し、CXCL12に対して細胞遊走能の亢進が認められ
た。また、LPXNが細胞質に均一な分布を示すのに対しETV6-LPXNでは多量体化により点状の分布へと変化が見られた。E
TV6-LPXNによりG－CSFに対する増殖性が亢進し、CXCL12に対する遊走能亢進による白血病ニッチへの関与の増強が、白
血病悪化の機序と考えられた。

研究成果の概要（英文）：LPXN acts as a signal transducing adaptor protein and plays important roles in 
cell adhesion and spreading. We discovered a novel fusion gene between ETV6 on 12p13 and LPXN on 11q12.1 
in leukemic cells of a patient with relapsed acute myeloid leukemia. ETV6-LPXN did not transform the 
interleukin-3-dependent 32D myeloid cell line; however, an enhanced proliferative response was observed 
when these cells were treated with G-CSF without inhibition of granulocytic differentiation. The 32D and 
human leukemia cell lines each transduced with ETV6-LPXN showed enhanced migration towards the chemokine 
CXCL12. The immunofluorescence data indicated that ETV6-LPXN oligomerized, because it was detected as 
discrete spots in the cytoplasm, although LPXN was diffusively distributed throughout the cytoplasm. Our 
data indicate that ETV6-LPXN is associated with progression of leukemia through modulation of G-CSF and 
CXCL12/CXCR4, potentially acting within the microenvironment of leukemic cells.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 

⑴ leupaxin(LPXN)は、パキシリンとホモロ

ジーのある遺伝子として造血細胞から同定

され、タンパ ク質間相互作用に関与する 4

つの LIM ドメインと 4つの LD モチーフを有

するアダプター分子である。パキシリンは一

般的な細胞に発現しインテグリンなどから

のシグナルを細胞内に伝える分子で、FAK と

会合し細胞の接着および運動の制御に重要

な役割を果たしており、詳細な機能解析が進

んでいる。これに対し LPXN は、白血球の細

胞質に発現し、FAKファミリーに属するPYK2、

LYN、チロシンホスファターゼ PTP-PEST など

と結合することが報告されているが、造血細

胞における機能には未知な点が多く残され

ている。 

⑵ 我々は、t(7;11)(p15;p15)/NUP98-HOXA9

を有する急性骨髄性白血病(AML)の再発時に

付加的に生じた t(11;12)(q13;p13)転座から、

新規融合遺伝子 ETV6-LPXNを同定した。

ETV6-LPXNは白血病の再発・進行に強く関与

したと推察される。 

 
２．研究の目的 
本研究は、パキシリンファミリー分子で血液
細胞に高発現する LPXN遺伝子と、ETV6-LPXN
融合遺伝子に関し、G-CSF をはじめとするサ
イトカインやケモカイン CXCL12 などに対す
る反応性を解析することにより、ETV6-LPXN
の白血病発症機構と造血細胞における LPXN
の役割を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
⑴ 症例 
６６歳、男性の AML で、初発時の染色体検査
は 46,XY,t(7;11)(p15;p15)であった。化学療
法で完全寛解を得るも約１年半後に再発し、
再発時の染色体検査で、46,XY,inv(6)(p22q1
5),der(7)t(7;11)(p15;p15),der(11)t(7;11
)t(11;12)(q12.1;p13), der(12)t(11;12)(q
12.1;p13)[17]/46,idem,t(1;3)(q25;q26.2)
[2]/46,XY[1]と t(11;12)(q12.1;p13)の付加
的異常が認められた。 
 
⑵ 融合遺伝子のクローニング 
① FISH 解析 

12p13 に位置する ETV6 領域の FISH 検
査は、Vysis LSI ETV6 Dual Color Break 
Apart Rearrangement probe を用いて行
った。 

② RACE 法と PCR 
ETV6 遺伝子の、融合パートナーは
3’RACE PCR（Rapid Amplification of 
cDNA Ends）を用いて同定した。ETV6-LPXN 

(EL), LPXN,および NUP98-HOXA9(NH) の
cDNAsは RT-PCRを用いて患者白血病細胞
からクローニングし、FLAG-tag あるいは
HA-tagを付加してレトロウイルスベクタ
ーに組み込んだ。ETV6 の多量体領域を欠
いたΔPNT-ETV6-LPXN および GFP,Tomato
との融合遺伝子等も作製した。 
 

⑶ 遺伝子導入と細胞増殖、遊走、分化 
① レトロウイルスベクターによる遺伝子導

入 
レトロウイルスベクタープラスミドと
VSV-G, gag-pol 発現ベクターpCGCGP を
293 細胞にリン酸カルシウム法を用いて
トランスフェクションし、レトロウイル
スを作製し遺伝子導入を行った。セレク
ションマーカーに応じて G418 あるいは
blasticidin-S により遺伝子導入細胞の
セレクションを行った。 

② 細胞株 
マウスIL-3依存性骨髄細胞系細胞株32D, 
マウス IL-3 依存性 B リンパ球系細胞株
BaF3,ヒト骨髄性白血病細胞 NKM-1,ヒト
赤白血病由来細胞株 TF-1、ヒト胎児腎細
胞由来細胞株 293 を用いた。 

③ 細胞増殖 
細胞増殖の解析は、カウント法あるいは
XTT アッセイ(Dojin Chemical)により吸
光度を測定して行った。 

④ 細胞分化 
32D の顆粒球分化は、IL-3 除去 G-CSF 存
在下で７日間培養し、マウス Gr-1 抗体を
用いて、FACS-Calibur と CellQuest によ
り Gr-1 発現細胞を解析した。 

⑤ 細胞遊走試験 
24-wellプレートで8.0μm孔の膜を隔て
たチャンバー内で細胞を培養し、膜を超
えてG-CSFあるいはCXCL12を含む培養液
に遊走した細胞を定量した。 
 

⑷ 遺伝子発現の解析 
① 細胞内の分布 

GFP および Tomato 融合遺伝子の発現は、
蛍光を BZ-9000（KEYENCE）を用いて観察
した。 

② ウエスタンブロット解析 
抗 FLAG 抗体、抗 HA 抗体などの各種抗体
と各種抗リン酸化抗体を用いて行った。 
 

⑸ RNA-seq 解析 
初発時および再発時の患者凍結保存検体か
ら RNA を抽出し cDNA を作製し、イルミナ
Hiseq2000 により、それぞれおよそ 2 千万リ
ードを各 100bp 読み取り配列を決定した。解
析は、CLC genomics workbench v8.0 を用い
てコンピュター解析を行い、遺伝子発現を比
較した。 
 
４．研究成果 
⑴ ETV6-LPXN の構造 



ETV6 プローブによる FISH 検査にてスプリッ
トシグナルが認められたことから、RACE-PCR
法によりETV6の3’側に位置するパートナー
遺伝子を検索したところ、LPXNとの融合が確
認された。融合遺伝子は ETV6 のエクソン４
と LPXN のエクソン２との融合で翻訳フレー
ムも合致しており融合タンパクとして発現
すると考えられた（図１）。LPXN-ETV6の発現
も認められた。 
 

 
⑵ G-CSF に対する増殖反応性 
32D 細胞に、FLAG-tag をつけた EL と HA-tag
をつけた NH を遺伝子導入し 32D/EL/NH,32D/
EL,32D/NH を樹立した。いずれの細胞も IL-3
非存在下には自律的な増殖は認められなか
ったが、各種サイトカインに対する反応性を
調べたところ、G-CSF を加えた場合に遺伝子
導入細胞では 32D/mock と比較し強い増殖が
認められ、32D/EL/NH において最も強い細胞
増殖効果が認められた（図２）。このことか
ら、ETV6-LPXN のみには増殖を維持する活性
はないが、G-CSF の増殖シグナルを増強し NU
P98-HOXA9 と協調して G-CSF による強い細胞
増殖を引き起こすと考えられた。 

⑶ ETV6-LPXN が顆粒球分化に与える影響 
32D/EL/NH,32D/EL,32D/NH において、IL-3 非
存在下にG-CSFを添加して７日間培養した後、
顆粒球への分化を Gr-1 発現によって解析し

たところ、ELによる分化の抑制は認められな
かった（図３）。 

 
⑷ 細胞遊走に与える影響 
LPXN が細胞遊走・接着に関与することから、
CXCL12/CXCR4 における細胞遊走活性につい
て、低濃度の IL-3 存在下および非存在下に
て G-CSF と比較し解析した。32D/EL では、
32D/mock と比較して、IL-3 の有無にかかわ
らず遊走活性が増強した（図４)。マウス B
細胞性白血病細胞株 Ba/F3、ヒト急性骨髄性
白血病由来細胞株 NKM-1、ヒト赤白血病由来
サイトカイン依存性細胞株 TF-1 に ELを遺伝
子導入し CXCL12 に対する過剰反応性を調べ
たところ、いずれの細胞においてもコントロ
ール細胞に比べ、より強い細胞遊走性が認め
られた。ETV6-LPXN は CXCL12/CXCR4 における
細胞遊走性を増強することが明らかとなっ
た。 
 

⑸ シグナル分子の解析 
G−CSFおよびCXCL12における下流シグナル分
子の違いを解析するため、GCSF,CXCL12 添加
後、経時的に細胞タンパクを抽出し、リン酸
化チロシン、リン酸化 LPXN,ERK,PYK2,STATs,
JAKs 等についてリン酸化シグナルを調べた

 

 
 

 



が明らかな違いは得られなかった。チロシン
以外のリン酸化シグナルが関与する可能性
が考えられた。 
 
⑹ 細胞内局在の変化 
293 細胞に EL-Tomato と LPXN-GFP,ΔEL-GFP,
EL-GFP を共発現させ Tomato(赤色)と GFP（緑
色）の発現を、蛍光顕微鏡で観察した。LPXN
が細胞質に均一に存在するのに対し、ELは細
胞質に１個から数個のスポットとして局在
が認められた。ETV6 の多量体領域を欠失した
ΔEL では細胞質に均一に存在した。また、E
L-Tomato と EL-GFP の共発現では、両者が同
一部位に認められたことから ELでは ETV6 を
介して多量体化し局在が変化していると考
えられた（図５）。 

⑺ 遺伝子発現の変化 
ETV6-LPXN による遺伝子発現の変化を網羅的
に調べるため、初診時と再発時の患者検体を
用いてRNA-seq解析を行い遺伝子発現の変化
を解析した。発現の増加した遺伝子として、
ケモカイン（CCL2,CCL5,CCL22,CCL1,CXCR2）、
抗アポトーシス分子(PIM-1,MYC)、白血球走
化性因子(IL-8)などが認められた。CXCR4 の
発現は 1.4 倍に増加していた。発現の減少し
た 遺 伝子と し ては、 腫 瘍抑制 遺 伝 子
(TP53,PTEN) 、 顆 粒 球 分 化 関 連 分 子
(MPO,CD36,MMP8)などが認められた。抗アポ
トーシス遺伝子の減少と腫瘍抑制遺伝子の
増加は、白血病の進行と密接に関わっている
と考えられる。また、ケモカイン遺伝子の発
現増加は、ETV6-LPXN との関連性が疑われた。 
 
結語 
ETV6-LPXN においては、ETV6 を介した多量体
化が生じG−CSFに対する増殖反応性が増強す
るとともに、CXCL12/CXCR4 における細胞遊走
能亢進による白血病ニッチへの関与の増強
が、白血病悪化の機序と推察された。 
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