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研究成果の概要： 
MLL 遺伝子異常を有する急性骨髄性白血病（AML）における、顆粒球系分化に重要な転写因子

C/EBPαおよび C/EBPεの意義を明らかにするために、同異常を有する細胞株に遺伝子導入した

ところ、成熟単球分化が誘導された。この時、単球系分化に重要な転写因子 Sfpi-1（PU.1）の

発現を伴い、癌遺伝子 Myc はこれに拮抗的に作用した。レチノイン酸存在下でも生じる成熟単

球分化においても、C/EBPαおよび C/EBPεの発現増加を伴っていた。これらの所見は、MLL 遺
伝子異常を有する AML に対する分子療法の基礎的所見として重要であると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

 

骨髄系細胞の分化は、種々の転写因子やサ

イトカインにより制御されている。造血幹細

胞は、granulocyte colony stimulating factor 

(G-CSF) 、 monocyte colony stimulating 

factor (M-CSF)などのサイトカインや、PU.1、

C/EBPαなどの骨髄系転写因子の作用によ

り、common myeloid progenitor (CMP)、 

granulo-monocytic progenitor (GMP)を経て、

骨髄系前駆細胞に分化し、さらに C/EBPεや

C/EBPβなどの転写因子の作用により成熟

過程に至る。 

正常核型を有する急性骨髄性白血病

（Acute myelogenous leukemia: AML）の約

10%に C/EBPαの mutation を認めること、

AML にしばしば認められる遺伝子異常であ

る RUNX1-RUNX1T1 や FLT3 遺伝子の



intandem duplication(FLT3-ITD)により発

現が抑制されること、これらの遺伝子異常の

ある白血病細胞に C/EBPαを発現させるこ

とにより分化が誘導されること、急性前骨髄

球 性 白 血 病 （ Acute promyelocytic 

leukemia：APL）に認められる PML-RAR

αは C/EBPεの発現を抑制すること、C/EBP

αあるいは C/EBPεの強制発現により分化

誘導がもたらされること、などが明らかにさ

れ、C/EBPαや C/EBPεなどの骨髄系前駆

細胞の発現・機能異常が AML の発症機序に

極めて重要であること、分子レベルの治療法

の標的となりうることが示唆されてきた。 

好酸球増多を伴う急性骨髄単球性白血病

(M4Eo）においても、特異的に認められる 16

番染色体逆位に由来するキメラ遺伝子産物

CBFβ-SMMHC により、C/EBPαの機能抑

制により骨髄単芽球レベルで分化が停止す

ること、さらに C/EBPαが成熟単球分化を誘

導することが明らかにされた。さらに、少数

の報告ながら、C/EBPαや C/EBPεは正常

な単球系細胞の分化にも重要な機能を有す

ることが明らかにされつつある。 

第 11 番染色体上（11q23）に存在する MLL
遺伝子は、約 50 種類のパートナー遺伝子と

キメラ遺伝子を形成し、骨髄単球系の特徴を

有する AML の１病型を発症させる。成人に

おいては、エトポシドなどの抗腫瘍薬使用後

の二次性 AML にしばしば認められ、その予

後は一般に不良とされる。 

そこで、本研究では特に MLL 遺伝子異常

を有する AML に着目し、C/EBPαや C/EBP

εの発現レベルやその強制発現に伴う細胞

形態、細胞表面抗原、遺伝子発現変化などを

検討し、分化誘導機構をより詳細に解明する

ことにより、分子機構に基づいた治療法の開

発を目指すものである。 
 

 

２．研究の目的 

 
 事前の検討で、MLL 遺伝子異常を有する

白血病細胞株は C/EBPαや C/EBPεを強制

発現により成熟単球に分化した。またこれら

の細胞は、APL に顆粒球系分化を誘導するレ

チノイン酸投与により同様の単球系分化が

誘導されることが知られている。これらを踏

まえて、下記の項目を具体的な目的とした。 

 
(1) レチノイン酸による C/EBPαおよび

C/EBPε発現誘導の検討 

(2) C/EBPαおよび C/EBPεの強制発現に伴

う各種遺伝子発現の変化 

(3) 細胞増殖因子共存下での C/EBPαおよ

び C/EBPεによる分化誘導効果 
 

 

３．研究の方法 

 

(1) レチノイン酸によるC/EBPαおよびC/EBP

ε発現誘導の検討 

 

MLL 遺伝子異常を有するヒトおよびマウ

ス骨髄性白血病細胞株（THP-1、MOLM14、

HF-6）を、all-trans レチノイン酸（ATRA）

または 9-cis レチノイン酸（9-cis RA）存在

下で培養し、生細胞数、細胞形態、細胞表面

抗原、C/EBPαおよび C/EBPεの発現変化

を検討した。 
 

(2) C/EBPαおよびC/EBPεの強制発現に伴う

各種遺伝子発現の変化 

 

4-Hydroxy tamoxifen（4-HT）により活性

誘導が可能な C/EBPαおよび C/EBPε発現

ウイルスを packaging cell line である

PLAT-E 細胞（東京大学医科学研究所 北村

俊雄教授より供与）を用いて作製し、HF-6

細胞（三重大学大学院 野阪哲哉教授より供

与）に導入した。4-HT 処理後、FACS Vantage 



(BD, Franklin Lakes, NJ)を用いて遺伝子導

入細胞を回収し、total RNA を抽出した。定

量 RT-PCR により各種遺伝子発現を検討し

た。 
 

(3) 細胞増殖因子存在下でのC/EBPαおよびC

/EBPεによる分化誘導効果 

 

C/EBPαおよび C/EBPεと拮抗的に作用

すると報告されている Myc や、AML におい

て細胞増殖を誘導し予後不良因子とされる

FLT3-ITD をあらかじめ HF-6 に導入してか

ら C/EBPαおよび C/EBPεを強制発現させ、

その分化誘導能について検討した。 
 

 
４．研究成果 
 

(1) レチノイン酸による C/EBPαおよび

C/EBPε発現誘導の検討 

 
THP-1、MOLM14 および HF-6 は、全て

ATRA および 9-cis RA の濃度依存性に細胞

増殖抑制を認めた。一方、MLL 遺伝子異常

を有さないヒト AML 細胞株 Kasumi-1 の増

殖は抑制されなかった（図１a）。増殖抑制を

認めた3つの細胞株はATRAおよび9-cis RA

存在下で成熟単球に分化した（図１b）。ヒト

白血病細胞株であるTHP-1およびMOLM14

では CD11b や CD36 の発現増加を伴ってお

り、単球系分化が確認された。 

検討に用いた全ての細胞株において、

ATRA および 9-cis RA により C/EBPαおよ

び C/EBPεの発現増加が Western blot 法に

より確認された（図２、一部省略）。 

 HF-6 細胞に C/EBPαおよび C/EBPεを

強制発現させた場合、ATRA および 9-cis RA

を作用させた時と同様に細胞増殖抑制およ

び分化誘導が生じるという事前の検討結果

と合わせて、MLL 遺伝子異常を有する AML

は ATRA および 9-cis RA により成熟単球に

分化すること、その際に C/EBPαおよび

C/EBPεが重要な機能を有することが示唆

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(2) C/EBPαおよびC/EBPεの強制発現に伴う

各種遺伝子発現の変化 

 
C/EBPαおよび C/EBPεの強制発現によ

り、癌遺伝子 Myc mRNA の発現低下と、単

球系分化に重要であるとされる PU.1 の

mouse homologue である Sfpi-1 mRNA の発

現増加を伴っていた。また C/EBPαの強制発 

図１ ATRAおよび 9-cis RAによるMLL
遺伝子異常を有する AML 細胞株の増殖

抑制(a)と成熟単球分化誘導(b)（主な発表

論文①より引用） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
現により Cebpe mRNA の発現誘導を認めた

が、C/EBPεの強制発現では Cebpa mRNA

の発現誘導は認められなかった（図３）。 

以上より、C/EBPs による成熟単球分化は

Myc の発現抑制と PU.1 の発現誘導により達

成されること、単球系分化誘導において

C/EBPεは C/EBPαの下流に位置すること

が示された。 

 

 
(3)  細胞増殖因子存在下での C/EBPαおよ

び C/EBPεによる分化誘導効果 

 
C/EBPsとMycは互いに拮抗的に作用する

ことが知られている (2)の結果から、実際に

C/EBPsによりMycの発現が抑制されること

が確認された。そこで、あらかじめ HF-6 細

胞に Myc を発現誘導させておいてから

C/EBPs の発現誘導を行ったところ、Myc は

C/EBPs による増殖抑制および成熟単球分化

に抑制的に作用した（図４a、b）。一方、

FLT3-ITD を先に発現誘導した場合には、

C/EBPs による成熟単球分化に影響を与えな

かった。 

図２ HF-6 における ATRA および 9-cis 

RA による C/EBPs の誘導（主な発表論文①

より引用） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
以上の結果から、MLL 遺伝子異常を有す

る AML の C/EBPs による成熟単球分化には

Myc の 発 現 抑 制 が必 須 で ある こ と 、

 
図３ C/EBPαおよび C/EBPεの強制発現

による各遺伝子の発現変化（主な発表論文

①より引用） 

図４ C/EBPαおよび C/EBPεに伴う HF-6

細胞の(a)成熟単球への分化誘導、および (b)

増殖抑制、の Myc 強制発現による阻害（主

な発表論文①より引用） 



FLT3-ITD の発現の有無は関与しないことが

示された。 

本研究により、MLL遺伝子異常を有する AML

細胞の成熟単球分化における C/EBPαおよび

C/EBPεの重要性が明らかにされた。今後詳

細な検討が必要であるが、レチノイン酸ある

いはその下流に位置する C/EBPs のシグナル

が、これらの AML に対する特異的分子療法の

標的となりうることが示唆された。 
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